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1 Einleitung

1.1 Ischimie-Reperfusion und Reperfusionsschaden

Mit Beginn der Reperfusion eines vorher ischdmischen Areals kommt es zur Ausbildung
eines Reperfusionsschadens. Die Definition des Reperfusionsschadens umfasst Reperfusions-
arrhythmien, den Untergang von Myozyten, die endotheliale und mikrovaskuldre Dysfunktion
einschlieBlich des No-Reflow-Phdnomens sowie myokardiales Stunning. Mit Ausnahme des
Stunning, auf das ich weiter unten eingehen werde, mochte ich die genannten Begriffe im
Folgenden néher erldutern:

Die Reperfusion nach Ischdmie kann am Herzen zu potentiell tédlichen Rhythmusstérungen
fithren. Eine endotheliale Dysfunktion durch erhdhte Produktion von Vasokonstriktoren und
Sauerstoffradikalen verstirkt die koronare Vasokonstriktion und reduziert den Blutfluss. Ein
Zusammenspiel von endothelialer Dysfunktion, mikrovaskuldrer Obstruktion (Mikro-
embolisationen von Thrombozyten, Mikrothrombosen, Verstopfung der Kapillaren durch
neutrophile Granulozyten), Odemen und oxidativem Stress ist fiir die mikrovaskulire
Dysfunktion nach Ischamie-Reperfusion verantwortlich. Diese verursacht den Untergang von
Zellen und Arrhythmien und begrenzt mitunter eine addquate Perfusion, ein Phdnomen, das
als No-Reflow-Phinomen bezeichnet wird. Andere Folgen der mikrovaskuldren Dysfunktion
sind das linksventrikuldre Remodeling und die Herzwandruptur. Zu Beginn der Reperfusion
konnen die Myozyten durch iibermédfige Kontraktion (d.h. anhaltende Verkiirzung und
Versteifung) geschiadigt werden. Diese Kontraktionen konnen zu einer mechanischen
ZerreiBung benachbarter Zellen fithren. Alle o.g. Auspriagungen des Reperfusionsschadens
lassen sich zumindest teilweise durch die Einwirkung von Sauerstoffradikalen und die
Kalziumiiberladung der Zellen erkliren.' Zum Einfluss von Leukozyten und hier besonders
von neutrophilen Granulozyten auf den Reperfusionsschaden gibt es widerspriichliche
Studienergebnisse. So lassen sich alle Auspriagungen des Reperfusionsschadens auch in
neutrophilfreien  Bedingungen nachweisen. Auflerdem verhindern antineutrophile
Interventionen das Auftreten von Reperfusionsschiden nur inkonstant und fiihren auch nur

inkonstant zu einer Verringerung der Infarktgr(jBe.2

1.2 Stunning

Als myokardiales Stunning bezeichnet man die postischdmische Dysfunktion, welche nach
Reperfusion fortbesteht, obwohl kein irreversibler Zellschaden vorliegt.® Entscheidend ist,

dass myokardiales Stunning ein voll reversibler Prozess ist’ und der myokardiale Blutfluss



zusdtzlich wieder normal ist, d.h. dass die mechanische Dysfunktion nicht durch eine
andauernde Isch@mie verursacht wird." Dieses Phidnomen der postischimischen
Myokarddysfunktion wurde erstmals 1975 von Heyndrickx et al. an Hunden beschrieben.’
Die Bezeichnung der postischamischen Myokarddysfunktion mit dem Begriff ,,myokardiales
Stunning® erfolgte dann 1982 durch Braunwald und Kloner.® Zunzchst fand dieses Phiinomen
wenig Beachtung, da die koronare Reperfusion fiir ein zu seltenes Ereignis gehalten wurde.
Die postischdmische Myokarddysfunktion ist in den 1980er und 1990er Jahren dann aber
zunehmend in den Mittelpunkt des Interesses bei Klinikern und Forschern geriickt, nicht
zuletzt deshalb, weil die koronare Reperfusionstherapie durch Thrombolyse,
Koronarangioplastie oder Bypass-Chirurgie zu einem Standardverfahren in der Behandlung
des akuten Koronarsyndroms geworden ist.* ’ Myokardiales Stunning ist also ein klinisch
vorkommendes Phéinomen und lisst sich bei Patienten nach instabiler® oder vasospastischer
Angina pectoris,’ nach erfolgreicher koronarer Thrombolyse,'’ nach Koronarangioplastien,"
nach koronaren Bypass-Operationen'? und nach korperlicher Belastung bei stabiler koronarer
Herzkrankheit'” ' ' nachweisen. Fiir eine vertiefende Betrachtung von Stunning am

Menschen liegen einige detaillierte Ubersichten vor.* '® 17> 18

1.3 Stunning vs. Hibernation

Die reversible myokardiale Dysfunktion ldsst sich in myokardiales Stunning und myokardiale
Hibernation unterteilen.'” Als myokardiales Stunning wird die mechanische Dysfunktion
bezeichnet, die nach Reperfusion fortbesteht, obwohl kein irreversibler Zellschaden vorliegt
und der koronare Blutfluss wieder normal ist.” Myokardiale Hibernation ist ein durch eine
chronische Stenose verursachter Zustand mit andauernder Einschrinkung der myokardialen
Ruhefunktion, welche durch Revaskularisation weitgehend riickgingig gemacht werden kann.
Beiden gemeinsam sind eine Wandbewegungsstérung in Ruhe und die Beibehaltung einer
inotropen Reserve, die sich durch Katecholamine mobilisieren ldsst. Stunning und
Hibernation konnen in der klinischen Umgebung simultan auftreten und sind nur schwierig
voneinander zu unterscheiden, obwohl es sich definitionsgemill und pathophysiologisch um
unterschiedliche Entititen handelt. Als Hauptunterschied zwischen beiden ldsst sich jedoch
Folgendes festhalten: Nach myokardialem Stunning kommt es zu einer zeitabhingigen
Verbesserung der Myokardfunktion, bei myokardialer Hibernation kommt es nur durch
Revaskularisation zu einer Verbesserung der Myokardfunktion."

Mehreren Arbeitsgruppen ist es gelungen, in Tiermodellen chronisch dysfunktionelles

Myokard nachzustellen, welches alle pathologischen Eigenschaften von myokardialer



Hibernation besitzt.”” *' Diese Untersuchungen konnten zeigen, dass es eine Entwicklung von
einer chronischen kontraktilen Dysfunktion (einem chronischen Stunning) mit normalem
Blutfluss in Ruhe hin zu einer von morphologischen Veridnderungen begleiteten chronischen

Dysfunktion mit eingeschrinktem Blutfluss in Ruhe gibt.** *'

Die Autoren folgern daraus,
dass
1. nicht der Prozess einer metabolischen Herunterregulierung als Antwort auf eine
reduzierte Perfusion, sondern repetitives Stunning als pathophysiologische Ursache
von myokardialer Hibernation zu gelten hat und
2. repetitives Stunning myokardialer Hibernation vorangeht.” %!
Einige Autoren konnten auch an menschlichem, chronisch dysfunktionellem Myokard zeigen,
dass Blutfluss und Sauerstoffverbrauch in Ruhe normal sind.** * Vanoverschelde et al.
folgern daraus, dass hierbei die chronische myokardiale Dysfunktion durch repetitive
Ischimien mit persistierendem Stunning-Effekt hervorgerufen wird.”? Fiir eine detaillierte

Betrachtung sei auf die Ubersichtsarbeit von Rinaldi und Hall verwiesen.**

1.4 Zytokine

Bei Zytokinen handelt es sich um Polypeptide oder Glykoproteine, die der autokrinen und
parakrinen Signaliibermittlung {iber spezifische, membrangebundene Rezeptoren dienen. Sie
vermitteln eine Vielzahl unterschiedlicher biologischer Effekte. Als Reaktion auf
extrinsischen Stress werden sie von unterschiedlichen Zellen, einschlieBlich aller im Myokard
vorkommenden Zelltypen, freigesetzt.25 Zytokine konnen anhand ihrer biologischen Aktivitét
in verschiedene Klassen eingeordnet werden. Bezuiglich ihrer Funktion im Rahmen von
Infektion bzw. Entziindungsreaktion werden pro- und antiinflammatorische Zytokine
voneinander  unterschieden. Die  proinflammatorischen = Zytokine  fordern  die
Entziindungsreaktion durch vermehrte Expression von Genen, welche die Synthese von
bestimmten Mediatormolekiilen kodieren. Diese werden dann widhrend einer
Entziindungsreaktion vermehrt ausgeschiittet. Die antiinflammatorischen Zytokine hemmen
die Aktivitit der proinflammatorischen Zytokine. Zusammenfassend lédsst sich die durch
proinflammatorische  Zytokine geforderte Entziindungsreaktion als Kaskade von
Genprodukten beschreiben, welche normalerweise bei gesunden Menschen nicht produziert
werden. Obwohl inflammatorische Produkte wie Endotoxine diese Kaskade ausldsen, sind
Interleukin-1 (IL-1) und Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-a) besonders effektiv bei der

Stimulierung der Expression dieser Gene und reagieren bei diesem Prozess synergistisch.



Antiinflammatorische Zytokine blockieren diesen Prozess oder schwichen zumindest die

Intensitit dieser Kaskade ab.?®

1.5 Interleukin-1

Interleukin-1 gehort zur Klasse der proinflammatorischen Zytokine und wird von Monozyten
und Endothelzellen freigesetzt.”’ Interleukin-1 kommt als IL-1o und IL-1p vor. Weil beide
Unterformen sich an denselben Rezeptor binden, besteht in der biologischen Wirkung kein
Unterschied. Bei IL-1a handelt es sich jedoch um ein zellgebundenes Zytokin, welches auch
als Transkriptionsfaktor agieren kann, wohingegen IL-1f sezerniert wird und so
wahrscheinlich bei systemischen Entziindungsreaktionen eine Rolle spielt.® IL-1 kann die
korpereigene Abwehr aktivieren und als Immunstimulans wirken. Wegen der hochstgradig
inflammatorischen Wirkung ist der Bereich zwischen klinischem Nutzen und inakzeptabler
Toxizitdt beim Menschen jedoch sehr schmal.

Synthese, Verarbeitung, Sekretion und Funktion von IL-1p sind sehr eng regulierte Abldufe:
IL-1B wird durch das IL-1B-Konversionsenzym (ICE), auch Caspase 1 genannt, aus einer
biologisch inaktiven Vorstufe synthetisiert und dann von den Zellen in seiner biologisch
aktiven Form freigesetzt.”” IL-1p induziert die Genexpression der meisten anderen Zytokine,
wie etwa TNF-o und IL-6, sowie der Chemokine und Adhisionsmolekiile. Zusétzlich
induziert es die Genexpression von verschiedenen Gewebeproteasen und Matrix-
Metalloproteasen und hemmt die Synthese von Proteoglykanen. Im Gegensatz zu TNF-a fiihrt
IL-1B im Knochenmark zu einer Zunahme von myeloischen Vorlduferzellen und fordert die
Ausschiittung von neutrophilen Granulozyten, was zu einer Neutrophilie fithrt. Im Gegensatz

zu TNF-q totet IL-1B keine Zellen ab.”®

1.6 Interleukine/Zytokine bei kardialen Erkrankungen

Erste Hinweise darauf, dass IL-1 und TNF-a die Myokardfunktion direkt verschlechtern, gab
es durch Serumuntersuchungen bei Patienten im septischen Schock, die eine deutliche
Einschrinkung der Myokardfunktion zeigten.”” Weiterhin sind im Rahmen der verschiedenen
pathophysiologischen Abldufe bei chronischer Herzinsuffizienz, Herztransplantationen und
Chirurgie am offenen Herzen mit extrakorporaler Zirkulation sowie Myokardinfarkt und
Angina pectoris erhohte Plasmakonzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen (TNF-
a, IL-1p, IL-6, IL-8) nachgewiesen worden.’” *' Die Effekte von Zytokinen auf das
kardiovaskuldre System umfassen die Forderung von Entziindungsreaktionen sowie von

intravaskuldrer Gerinnung und Zelladhésion, die Bildung von freien Radikalen, das Entstehen
33
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von Endothelschiden und moglicherweise das Fortschreiten von Atherosklerose.”



Wihrend einer Ischdmie kommt es zur lokalen Produktion von Zytokinen, insbesondere von
TNF-a und IL-1p.** Diese Zytokine tragen zur ischimischen myokardialen Dysfunktion bei,
indem sie die Genexpression der induzierbaren NO-Synthetase, der Cyclooxygenase-2 und
der Phospholipase-A2 sowie von vaskuldren Adhdsionsmolekiilen und mehreren Chemokinen
induzieren. Als Ergebnis kommt es zu einer sofortigen Depression der myokardialen
Kontraktionskraft. Weiterhin wird das Herz durch Zytokine und Wachstumsfaktoren einem
Remodeling-Prozess unterzogen, der zunichst eine Anpassungsfunktion besitzt, letztendlich
aber auch von einer verminderten Kontraktilitdt begleitet wird. Hinweise fiir eine Modulation
des Remodeling-Prozesses durch Zytokine stammen aus Untersuchungen, die eine Steuerung
des Wachstums von kardialen Myozyten, der Synthese von kontraktilen Proteinen, der
Fibroblastenproliferation und der Genexpression der extrazelluldren Matrix durch TNF-a, IL-
1B und IL-6 zeigen konnen. Es ldsst sich nachweisen, dass die Plasmakonzentration von
Zytokinen mit myokardialer Ischdmie korreliert und moglicherweise sowohl die
postischdmische Entziindungsreaktion als auch die myokardiale Dysfunktion modulieren

30, 31
kann.”™

1.7 Caspasen

ICE gehort zu einer Familie von intrazelluldren Cysteinyl-Aspartat-spezifischen Proteasen,
die als Caspasen bezeichnet werden: ICE wird auch Caspase-1 genannt. Caspasen sind
Schliisselenzyme in der Signalkaskade des apoptotischen Zelltodes.”

Obwohl der apoptotische Zelltod zu starken ultrastrukturellen Verdnderungen fiihrt, kommt es
durch Caspasen nicht zur unspezifischen Proteolyse aller Zellbestandteile, sondern nur bei
spezifischen intrazelluliren Proteinen zu einer proteolytischen Spaltung.” Schitzungen gehen
von weniger als 200 Proteinen aus, wovon ungefihr 70 identifiziert werden konnten.* In den
meisten Féllen lasst sich auf zelluldrer Ebene die proteolytische Spaltung dieser Zielproteine
wihrend des Zelltodes logisch herleiten. Anhand einiger Beispiele mochte ich dies ndher
erldutern.

Eines der Kennzeichen des apoptotischen Zelltodes ist die Zerlegung des zelluldiren Genoms
und dessen Aufspaltung in oligonucleosomale Fragmente. Caspasen unterdriicken normale
DNA-Reparaturprozesse, indem sie mindestens zwei Schliisselproteine deaktivieren, die an
der Aufrechterhaltung der Intaktheit des Genoms beteiligt sind: PARP (Poly-ADP-Ribose-
Polymerase) und DNA-PK (DNA-abhédngige Proteinkinase). Gleichzeitig wird eine an
Apoptose beteiligte Endonuclease (Caspase-aktivierte DNase = CAD) aktiviert, indem
Caspasen ihren Inhibitorkomplex (ICAD/DFF 45) aufspalten. Gemeinsam tragen diese

10



proteolytischen Spaltungen zu den Verdnderungen der genomischen DNA bei, die den
apoptotischen Zelltod begleiten. Strukturelle Komponenten des Zytoskeletts und des
Kerngertists (Lamine, Fodrin, Gelsolin) miissen wihrend der Apoptose aufgespalten werden,
wobei Caspasen hier ebenfalls eine Schliisselrolle spielen.*® Auch Regulatoren des Zellzyklus,
wie das Retinoblastom-Genprodukt und die d-Isoform der Proteinkinase C, werden durch
Caspasen gespalten.”® Zellen, die in organisierte Gewebestrukturen eingebettet sind, miissen
aus diesen herausgelost werden, was zumindest zum Teil von Caspasen, und zwar durch
Spaltung der fokalen Adhssionskinase (FAK), gefordert zu werden scheint.”
Zusammenfassend ldsst sich Folgendes festhalten: Die Spaltung dieser Zielproteine fiihrt zur
Unterdriickung von Reparaturmechanismen und Mechanismen, die die zellulire Homdostase
aufrechterhalten. Weitere Effekte sind das Anhalten des Zellzyklus und die Inaktivierung von
Apoptosehemmstoffen. Auch der Abbau struktureller Komponenten von Zytoskelett und
Kerngertist, die Ablosung der Zelle aus den umgebenden Zellstrukturen sowie die Markierung
der Zelle fur die Aufnahme durch andere Zellen (wie z. B. Makrophagen) stellen Ergebnisse
dieser Spaltungen dar. Jedoch fiihrt nur der kollektive Effekt mehrerer Spaltungen einer
begrenzten Anzahl von Schliisselproteinen zu einem systematischen und geordneten Abbau
der sterbenden Zelle.> *°

Caspasen lassen sich nach Substratspezifitit und Funktion in drei Gruppen einteilen.
Caspasen mit proinflammatorischen Eigenschaften gehdren zur Gruppe 1. Hierzu zihlen
Caspase-1, -4, -5, -12 und -13. Die bevorzugten Substrate dieser Gruppe sind die Tetrapeptid-
Sequenzen YVAD (= Tyr-Val-Ala-Asp) und WEHD (= Trp-Glu-His-Asp). Die
proapoptotischen Caspasen werden entweder der Gruppe I zugeordnet, zu welcher Caspase-
2, -3 und -7 gehoren, oder der Gruppe IlI, der Caspase-6, -8, -9 und -10 angehoren.
Gemeinsame Substratspezifititen sind die Tetrapeptid-Sequenz DEXD (= Asp-Glu-variabel-
Asp) fur Gruppe II bzw. L/VEXD (Leu/Val-Glu-variabel-Asp) fiir die Gruppe III. Die
proapoptotischen Caspasen werden zusitzlich noch in apoptoseinitiierende (z. B. Caspase-8
und -9) und apoptoseausfithrende (z. B. Caspase-3 und -7) Caspasen unterteilt.
Apoptoseinitiierende Caspasen gehdren zur Gruppe 111, apoptoseausfithrende zur Gruppe II.
Dabei stehen die apoptoseinitiierenden Caspasen in der Caspasen-Kaskade iiber den
apoptoseausfithrenden Caspasen. Als ein Beispiel mochte ich kurz die Aktivierung von
Caspase-3, der wichtigsten apoptoseausfiihrenden Caspase, lber den Todesrezeptor-
Signalweg und den mitochondrialen Signalweg beschreiben. Der Todesrezeptor-Signalweg
wird durch Bindung eines extrazelluliren Liganden (z. B. TNF-a) an einen an die

Zelloberflache gebundenen Todesrezeptor gestartet und fithrt zur Aktivierung von Caspase-8.
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Der mitochondriale Signalweg wird durch Zellstress (z. B. DNA-Schiaden oder oxidativer
Stress) begonnen und fiihrt zur Aktivierung von Caspase-9. Procaspase-3 wird durch Caspase-
8 oder -9 in Caspase-3 umgewandelt und spaltet eine Reihe von Substraten, welche den
Zusammenbruch der DNA verursachen und die charakteristischen Anzeichen des

apoptotischen Zelltodes hervorbringen.*® 3"

1.8 Caspase-Hemmer

Die Funktion der einzelnen Caspasen ist durch die Nutzung von spezifischen Hemmstoffen
untersucht worden. Einer der am meisten gebrauchten Caspase-1-Hemmer ist der auf einem
Peptid basierende Hemmer Ac-YVAD-CMK. Der Ac-Anteil zeigt an, dass er acetyliert ist.
YVAD steht fiir das Tetrapeptid Tyr-Val-Ala-Asp und CMK fiir Chlormethylketon. Die
Peptidsequenz eines Caspase-Hemmers wird durch die Substratpréiferenz der entsprechenden
Caspase bestimmt. Da alle Caspasen ihre Substrate hinter einem Aspartatrest spalten, enden
alle auf einem Peptid basierenden Caspase-Hemmer mit der Aminosdure Aspartat (Kurzform
D). YVAD und WEHD sind die bevorzugten Substrate von Caspase-1. Der
Wirkmechanismus von auf Peptiden basierenden Caspase-Hemmern wird bestimmt durch die
an sie gebundene chemische Gruppe: entweder ein Halomethylketon, z. B.
Chloromethylketon (CMK) oder Fluoromethylketon (FMK), oder ein Aldehydrest (CHO).
Das Halomethylketon alkyliert den aktiven Cysteinrest der Caspase und fiihrt zu einer
irreversiblen Inaktivierung. Der Aldehydrest verdndert die Caspase nicht, so dass auf einem
Peptid basierende Caspase-Hemmer, die mit einem Aldehyd verbunden sind, nur als
Pseudosubstrat bzw. kompetitiver Hemmstoff fungieren. Beide Typen der auf Peptiden
basierenden Hemmer konnen Caspasen in vitro effektiv hemmen; in vivo sind mit -CHO
gekoppelte Hemmer weniger zellpermeabel und bendtigen hohere Dosen, um einen Effekt zu
erzielen. Substratspezifititen konnen sich bei einzelnen Caspasen {iberschneiden, wobei diese
Uberschneidung meistens innerhalb einer der drei Caspasegruppen auftritt.

Caspase-1 ist ein Mitglied der Gruppe I, welche Caspase-1, -4, -5, -12 und -13 beinhaltet. Alle
Caspasen der Gruppe I haben die Aufgabe der Zytokinverarbeitung, welche zu einer
Entziindungsreaktion fiihrt. Die Selektivitit eines Caspase-Hemmers wird in vitro durch seine
Hemmbkonstante (K;) bestimmt. So ist zum Beispiel die Hemmkonstante von YVAD-CHO fiir
Caspase-1 0,8 nM, verglichen mit 362 nM fiir Caspase-4 und 163 nM fiir Caspase-5. Die
Hemmkonstante fiir Caspase-3, eine Gruppe II Caspase, ist mit >10000 nM dagegen
wesentlich hoher. Ein Verstindnis flir die Substratspezifitit bei Caspasen ist wichtig, da es in

der Literatur widerspriichliche Angaben hierzu gibt. So sind etwa auf YVAD basierende
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Hemmer sowohl als selektive Hemmer flir Caspase-1 als auch als unselektive Caspase-
Hemmer bzw. Pancaspase-Hemmer bezeichnet worden. Bei Zugrundelegung der
Hemmkonstante wird klar, dass bei Dosierungen, die in vivo verabreicht werden, ein auf
YVAD basierender Hemmer Konzentrationen erreichen kann, die zur Hemmung von
Caspase-4 oder -5 fithren konnen; fiir die Hemmung von Caspase-3 wire aber eine uniiblich
hohe Dosierung nétig. Die gebrduchlichsten unselektiven Caspase-Hemmer bzw. Pancaspase-
Hemmer sind Z-VAD-FMK und Z-DEVD-FMK; das Z steht hierbei fiir N-
Benzyloxycarbonyl. Hemmer, die auf VAD und DEVD basieren, inhibieren sowohl die

proapoptotischen Caspasen als auch die proinflammatorischen Caspasen.*®

1.9 ICE/Caspase-1 und Apoptose

ICE wurde als ein Mitglied der Caspasen-Familie identifiziert (ICE = Caspase 1), welche den
apoptotischen Zelltod fordert.” Caspase-1 wandelt die Vorldufer von IL-1f und IL-18 (pro-
IL-1p und pro-IL-18) in biologisch aktives IL-1f und IL-18 um wund ist an
proinflammatorischen Prozessen beteiligt. Uber eine Aktivierung von Caspase 3 ist aber auch
eine Beteiligung an proapoptotischen Prozessen denkbar.*® Vermehrt gibt es Hinweise darauf,
dass Apoptose eine Rolle bei der Pathophysiologie von Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz und
myokardialem Stunning spielt.*” ** *» ** Auch myokardiale Ischimie-Reperfusion fiihrt zu
einem apoptotischen Zelltod von Myozyten. Dieser Prozess kann durch Caspase-Hemmer
reduziert werden.”® So konnte ICE/Caspase-1 theoretisch auch iiber eine indirekte Forderung
der Apoptose — iiber die Aktivierung von Caspase-3 — zur myokardialen Dysfunktion

beitragen.

1.10 Apoptose

Bei Apoptose handelt es sich um einen physiologischen Prozess und eine Form des Zelltodes,
welcher zu einem Verlust von Einzelzellen mit Zellschrumpfung, DNA-Fragmentierung und
Chromatin-Kondensation fiihrt. Im Gegensatz zu dem nicht-apoptotischen Zelltod bleibt bei
Apoptose die Plasmamembran in der Regel intakt.** ** Bei Apoptose werden iiberschiissige,
unerwiinschte  und  gegebenenfalls schddliche Zellen nach Umwandlung zu
Apoptosekorperchen von den umgebenden Zellen durch Phagozytose abgebaut, ohne dass
eine Entzlindungsreaktion ausgelost wird. Hierflir ist das Zusammenwirken von mehreren
Proteinklassen mit komplexen apoptotischen Signalen und Signaliibertragungswegen
notwendig.*> *® Apoptose lésst sich in drei unterschiedliche Phasen unterteilen. In der ersten
Phase, auch Initiierungsphase genannt, fithren proapoptotische Stimuli zur Aktivierung des

molekularen Apparates der Apoptose. In der zweiten Phase, auch Effektorphase genannt,
13



werden die ausfithrenden Anteile des Apoptoseapparates vollstindig aktiviert. Erst nachdem
dies geschehen ist, lassen sich auch morphologische Kennzeichen in der dritten Phase, die
auch als Abbauphase bezeichnet wird, ausmachen.”” Ein Zelltod, der nicht durch Apoptose
verursacht wird, wird von Pathologen als akzidenteller Zelltod bezeichnet. Der Begriff
Nekrose wird in diesem Zusammenhang im Allgemeinen zwar gebraucht, ist aber irrefiihrend,
da mit Nekrose keine Form des Zelltodes an sich, sondern Veridnderungen der Zelle
bezeichnet werden, die erst nach dem Zelltod auftreten. Der durch Ischimie verursachte
Zelltod kann als eigene Entitét definiert werden und wird durch Versagen der lonenpumpen
der Plasmamembran verursacht. Da der ischdmische Zelltod von einer Zellschwellung
begleitet wird, ist der Begriff Onkose — abgeleitet von dem griechischen Ausdruck fiir
Schwellung — vorgeschlagen worden. Der Begriff Onkose ldsst sich als Gegenstiick zur
Apoptose definieren. Onkose ist gekennzeichnet durch das Anschwellen der Zellen und
Zellorganellen sowie durch Bldschenbildung und erhdhte Permeabilitit der Plasmamembran.
Anschlieend werden die Zelltriimmer im Rahmen einer Entziindungsreaktion phagozytiert.
Sowohl nach Onkose als auch nach Apoptose kommt es zur Nekrose. Beim ersten Fall konnte

47, 48
U

man also von ischdmischer, beim letzteren Fall von apoptotischer Nekrose sprechen. m

sich gegen fehlgeleitete und unangebrachte Apoptose zu schiitzen, verfiigen Zellen auf allen

Stufen des apoptotischen Prozesses iiber vielfiltige protektive Mechanismen.?” *°

1.11 Ziel der Untersuchung

Eine Hemmung von Bildung und Freisetzung des biologisch aktiven IL-1f durch einen ICE-
/Caspase-1-Hemmer wire ein potentieller therapeutischer Ansatzpunkt fiir die Behandlung
einer myokardialen Dysfunktion. In Ubereinstimmung damit konnten einige Autoren zeigen,
dass ein spezifischer Inhibitor von ICE/Caspase-1 die funktionelle Erholung in einem In-
vitro-Modell fiir myokardiales Stunning (Niedrigflussischdmie und Reperfusion an isolierten
Rattenherzen) verbesserte, wenn dieser entweder vor Ischidmie und Reperfusion oder nur
wihrend der Reperfusion verabreicht wurde.”® In der vorliegenden Studie haben wir folgende
Fragestellung untersucht: Verbessert der ICE-/Caspase-1-Hemmer HMR-3480, vor Ischimie
oder nur wéhrend der Reperfusion verabreicht, die Myokardfunktion in vivo nach kurzzeitiger

Okklusion einer Koronararterie?
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2 Methodik

Die Versuche wurden mit Genehmigung der zustindigen Behorden an insgesamt 20

Hausschweinen beiderlei Geschlechts durchgefiihrt.

2.1 Préparation

Die Schweine (Gewicht von 20 bis 25 kg) wurden mit Ketamin (10 mg/kg i.m.) und Azaperon
(4 mg/kg i.m.) pramediziert. AnschlieBend wurde eine Allgemeinandsthesie mit Natrium-
Thiopental (20 mg/kg i.v.) eingeleitet. Nach Oberfldchenanisthesie des Larynx mit Lidocain
vierprozentig wurden die Schweine endotracheal intubiert. Danach wurde die Narkose durch
kontinuierliche Infusion von Fentanyl (7,5 pg/kg/h) und kontrollierte Beatmung mit Isofluran
(1 Vol. %) in einem Sauerstoff-Luft-Gemisch (30 % Sauerstoff, 70 % Luft) aufrechterhalten
(Sulla 19, Pulmomat 19 K.1 Ventilator, Driager Werke AG, Deutschland).“ Wihrend der
Beatmung wurden die inspiratorische Sauerstoffkonzentration und die Ventilation so
angepasst, dass die Blutgase und der pH-Wert in physiologischen Bereichen blieben.

Eine adidquate Narkosetiefe wurde durch das Fehlen von Muskelbewegungen und
hdmodynamischen Reaktionen wéhrend der chirurgischen Priparation angezeigt. Die
neuromuskuldre Blockade wéhrend der Thorakotomie wurde durch Gabe von Vecuronium-
Bromid (0,1 mg/kg i.v.) erreicht. Fliissigkeitsverluste wurden durch kontinuierliche Infusion
von physiologischer Kochsalzlosung (10 ml/kg/h) ausgeglichen. Zusétzlich erfolgten Bolus-
Gaben zum Ausgleich von Blutverlusten. Die Koérpertemperatur wurde mit einer Heizmatte
und einer Infrarotlampe bei 36,5 °C £ 0,8 °C gehalten.

Zur Messung des Aortendrucks wurde ein tiber die rechte A. carotis bis in den Aortenbogen
vorgeschobener Teflonkatheter mit angeschlossenem Druckwandler (Statham PD 23, Gould,
USA) verwendet. Ein vendser Zugang iiber die linke V. jugularis diente der parenteralen
Flussigkeitszufuhr. Nach medianer Sternotomie und Perikardiotomie wurde der
linksventrikuldre Druck mittels Katheterspitzenmanometer (Micro-Tip Pressure Transducer,
PC-350 A, Millar Instruments, USA) gemessen, das iiber den linken Vorhof in den linken
Ventrikel eingefithrt wurde. Der Ramus interventricularis anterior (RIVA) und der Ramus
circumflexus (RCX) der linken Koronararterie sowie die A. pulmonalis wurden freiprépariert
und zur Messung des Koronarflusses sowie des Herzzeitvolumens mit Ultraschallmessképfen
(T 208, Transonic System Inc., USA) versehen.

Die regionale Myokardfunktion wurde mittels Sonomikrometrie gemessen. Dazu wurden

zwei Paar Ultraschallkristalle (Triton Technology Inc., USA) implantiert: eines im vom RIVA
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versorgten Gebiet (Vorderwand) und eines im vom RCX versorgten Gebiet (Hinterwand).
Dabei lag jeweils der Sender subendokardial und der Empfiéinger epikardial genau iiber dem
Sender.” Es wurde dabei darauf geachtet, die Kristalle mindestens einen Zentimeter von der
Grenze der jeweiligen Versorgungsgebiete von RIVA und RCX entfernt zu platzieren. Die
korrekte Platzierung der Ultraschallkristalle wurde anhand des auf einem Oszilloskop
(Tektronix 453, Tektronix Inc., USA) sichtbar gemachten Ultraschallsignals iiberpriift.

Der erste Seitenast des RIVA distal des Ultraschallflusssensors wurde dann mit einem
Polyethylenkatheter (0,6 mm AuBendurchmesser) kaniiliert, so dass die Spitze des Katheters
an der Einmiindung in den RIVA zum Liegen kam. Dies erlaubte eine intrakoronare Infusion
in das vom RIVA versorgte Myokard. Einen Effekt auf die Messung der regionalen
Wandfunktion hatte dies nicht, da die Kristalle an anderer Stelle innerhalb des Risikogebietes
platziert waren (Abbildung 1). Die korrekte Lage des Katheters wurde durch intrakoronare
Infusion von Noradrenalin (0,25 pg/min) verifiziert. Die Infusion von Noradrenalin fiithrte zu
typischen Verdnderungen der regionalen Myokardfunktion in der vom RIVA perfundierten
Vorderwand (Anstieg der systolischen Wandverdickung (SWV) um 15 % und der
systolischen Wandverdickungs-Geschwindigkeit (Vs) um 62 %) Ein Okkluder wurde
anschlieBend um den RIVA gelegt, und zwar zur spdteren Okklusion und Auslosung einer
Ischdmie in der vom RIVA versorgten Vorderwand. Zur Entnahme von vendsen Blutproben
wurde ein Polyethylenkatheter (0,8 mm AuBlendurchmesser) in einer interventrikuldren Vene
platziert, welche die vom RIVA perfundierte Vorderwand distal der Okklusion drainierte. Zu
festgelegten Zeitpunkten wurden je 1 ml systemisch-arterielles und koronarvenodses Blut
entnommen, um daraus den myokardialen Sauerstoffverbrauch gemél dem Fick’schen
Prinzip zu berechnen.

Um hierbei einen Einfluss der Herzfrequenz auszuschlieBen, wurde die Frequenz durch einen
rechtsatrialen Schrittmacher (USM 30, Biotronik, Deutschland) bei 100 Schldgen pro Minute

konstant gehalten. Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung der Herzpréparation.
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Aortendruck
Linksventrikulirer Druck
/- Fluss-Sensor A. pulmonalis

Fluss-Sensor RCX

Sonomikrometrie

Okkluder Hinterwand

Fluss-Sensor
RIVA

Intrakoronarer
Katheter

Sonomikrometrie
Vorderwand

Abbildung 1: Priparation, RIVA Ramus interventricularis anterior; RCX Ramus circumflexus der linken
Koronararterie

2.2 Substanzen und Lésungen

HMR-3480 wurde von Aventis Pharma, Frankreich, bezogen. Dimethyl-Sulfoxid (DMSO
0,01 %, Sigma) als Losungsmittel und HMR-3480 in 0,01 % DMSO wurden direkt vor der
Applikation zubereitet. Physiologische Kochsalzlosung wurde benutzt, um die Losungen auf

die gewiinschte Konzentration zu verdiinnen.

2.3 Versuchsprotokoll

Die Tiere erhielten 10000 I.LE. Heparin, um eine RIVA-Thrombose nach der Ischdmie zu
vermeiden. Nach chirurgischer Priparation und Uberpriifung der korrekten Lage des
Seitenastkatheters folgte eine 20-miniitige Ruhephase, um die Versuche unter stabilen
hiamodynamischen Verhiltnissen beginnen zu kénnen.

Sieben Schweine erhielten den ICE-/Caspase-1-Hemmer HMR-3480 in einer flussadaptierten
koronaren Plasmakonzentration von 10ug/ml, beginnend 15 Minuten vor der Ischdmie bis 60
Minuten Reperfusion (HMR/I+R, n = 7). Die Infusionsrate wiahrend der Ischdmie richtete sich
nach den Werten, die vor der Okklusion des RIVA gemessen worden waren. Bei gleich
bleibender Infusionsrate kommt es hierbei durch den verminderten koronaren Fluss wihrend
der Ischdamie zu hoheren Plasmakonzentrationen von HMR-3480 als vor der Ischdmie oder

wihrend der Reperfusion.
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Weitere sechs Schweine erhielten den ICE-/Caspase-1-Hemmer wihrend der ersten 60
Minuten der Reperfusion (HMR/R, n = 6). Um zu gewéhrleisten, dass der ICE-Hemmer im
Herzen zu Beginn der Reperfusion vorhanden war, wurde die Infusion fiinf Minuten vor
Beginn der Reperfusion gestartet. Sieben Schweine, die als Kontrollgruppe (KON, n = 6)
dienten, erhielten die gleiche Menge des Losungsmittels, beginnend 15 Minuten vor Ischdmie

bis 60 Minuten Reperfusion. Das Versuchsprotokoll ist in Abbildung 2 dargestellt.

Lésungsmittel

Kontrolle 1 240 Min. Reperfusion
HMR-3480
HMR/I+R 1 240 Min. Reperfusion
HMR-3480
HMR/R 1 240 Min. Reperfusion

Abbildung 2: Versuchsprotokoll, I = 10-miniitige Ischédmie

Nach vier Stunden Reperfusion wurde das Herz mittels kardiopleger Losung, die iiber die
Aortenwurzel infundiert wurde, in der Diastole stillgelegt. Dann wurde der RIVA an der
Stelle des Okkluders kaniiliert und mit einprozentiger Dextranlosung perfundiert. Gleichzeitig
wurde das restliche Myokard tiber die Aortenwurzel mit 0,2-prozentiger Evans-Blue-Lsung
perfundiert. Als Losungsmittel diente in beiden Féllen physiologische Kochsalzlosung. Durch
Perfusion des Myokards mit diesen beiden Losungen konnte das Risikogebiet als farbloses
Areal vom restlichen, blau gefarbten Myokard unterschieden werden.

Das Herz wurde entnommen und parallel zur Herzbasis in sieben bis neun, jeweils vier
Millimeter dicke Scheiben geschnitten. Die Scheiben wurden in gepufferter 0,75-prozentiger
Triphenyltetrazoliumchlorid-Losung (Temperatur 37 °C) gefarbt, um nekrotisches Gewebe
innerhalb des Risikogebietes zu identifizieren.”* Bei keinem Versuch wurde ein Infarkt nach
zehnminiitiger RIVA-Okklusion nachgewiesen. Zusétzlich wurde das Gewicht der RIVA- und
RCX-versorgten Gebiete bestimmt.
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2.4 Auswertung und Statistik

Der linksventrikulédre systolische Druck (LVSD), die erste Ableitung des linksventrikuldren
Drucks tiber die Zeit (dP/dt), der mittlere Aortendruck (MAD), das Herzzeitvolumen (HZV),
der koronare Blutfluss im RIVA und im RCX der linken Koronararterie und schlielich die
Wanddicke der Vorder- und Hinterwand wurden kontinuierlich iiber den gesamten Versuch
hinweg auf einem Mehrkanalschreiber mitgeschrieben (Recorder 2800, Gould Inc., USA).
Die Messsignale wurden mit einem Analog-Digital-Wandler (Data Translation, USA) mit
einer Frequenz von 500 MHz digitalisiert und auf einem Personal Computer ausgewertet
(Cordat, Schulz/Hiicking, Universitit Essen, Deutschland). Um atembedingte Schwankungen
auszugleichen, wurden die Daten von 20 aufeinander folgenden Schlédgen gemittelt.

Die Parameter der linksventrikuldren Funktion waren der linksventrikuldre systolische Druck
(LVSD) sowie die maximale und minimale linksventrikuldre Druckidnderungs-
geschwindigkeit (dP/dty.x bzw. dP/dt ni,). Die linksventrikulire Endsystole wurde als
Zeitpunkt der minimalen linksventrikuldiren Druckidnderungsgeschwindigkeit (dP/dtyin)
definiert,” die linksventrikulire Enddiastole als Beginn des schnellen Aufstrichs des dP/dt-
Signals. Die Systolendauer wurde als Zeitintervall zwischen Enddiastole und Endsystole
bestimmt. Die regionale Endsystole wurde als Zeitpunkt der maximalen Wanddicke innerhalb
eines 20 ms-Intervalls vor dem dP/dty;, definiert.>®

Als Parameter fiir die regionale Myokardfunktion dienten die relative systolische
Wandverdickung (SWV [%]) und die mittlere systolische Wandverdickungsgeschwindigkeit
(Vs [mm*s']). Die Messung der Wandverdickung — in unserer Untersuchung durch
Sonomikrometrie — ermoglicht eine zusammenfassende Beurteilung der mechanischen
Funktion aller Myokardschichten.”” Wihrend der Ventrikelkontraktion kommt es zu einer
relativ gleichméBigen Einwirtsbewegung des Endokards, welche wiederum zu einer relativ
gleichmdfligen Wandverdickung im gesamten Ventrikel wéhrend der linksventrikuldren
Systole fithrt.® Deswegen lisst sich durch einen Vergleich der Wanddicke bei Enddiastole
mit der Wanddicke bei linksventrikuldrer Endsystole die regionale Kontraktionsfraktion
messen.”® Bei der von uns berechneten relativen SWV handelt es sich um die Verinderung
der systolischen Wanddicke zwischen Enddiastole und linksventrikuldrer Endsystole,
ausgedriickt als prozentualer Anteil der enddiastolischen Wanddicke.” Zur Berechnung der
relativen SWV wurde die Differenz zwischen endsystolischer Wanddicke (WD) und
enddiastolischer Wanddicke (WD¢y) gebildet. Diese Differenz wurde durch die
enddiastolische Wanddicke dividiert und mit dem Faktor 100 multipliziert.
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100
WD,

SWV =(WD,, —~WD,,)*

Zur Berechnung der Vs wurde die absolute systolische Wandverdickung [mm] durch die
Systolendauer [s] dividiert.

B Swv
Systolendauer

s

Hiermit lédsst sich die absolute systolische Wandverdickung pro Zeiteinheit, in unserer
Berechnung pro Sekunde, darstellen.
Der myokardiale Sauerstoffverbrauch wurde gemd dem Fick’schen Prinzip durch
Multiplikation des RIVA-Flusses mit der Sauerstoffgehaltsdifferenz zwischen systemisch-
arteriellem und koronarvendsem Blut abgeschitzt:

VO, = RIVA— Fluss x(C,0, - C,0,)
Der systemisch-arterielle und koronarvendse Sauerstoffgehalt wurden folgendermal3en
berechnet:

C,0, = Hb, x134x 8.0, +0,003x p_O,
C.0, = Hb, x1,34x S0, + 0,003 p,0,

Alle Werte werden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Um Veridnderungen der
hdmodynamischen Messwerte iliber die Zeit sowie die Unterschiede zwischen den
Interventionsgruppen und der Kontrollgruppe zu untersuchen, wurde eine Zwei-Wege-
Varianzanalyse (ANOVA), gefolgt von einem Dunnett post-hoc-Test durchgefiihrt. Alle

Vergleiche waren zweiseitig, und Unterschiede von P < 0,05 wurden als signifikant definiert.
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3 Ergebnisse

Insgesamt wurden 32 Hausschweine instrumentiert. Bei neun Schweinen traten schwere
Arrhythmien wihrend des Versuchs auf: Fiinf dieser Tiere verstarben durch Kammerflimmern
und vier durch Asystolie. Bei einem Tier kam es zu einer Dissektion des RIVA, bei zwei
Schweinen trat eine Hyperthermie am Ende der Reperfusion auf. Diese Tiere wurden von der
Auswertung ausgeschlossen. Daten von insgesamt 20 Schweinen wurden dann ausgewertet
(KON, n=7; HMR/I+R, n = 7; HMR/R, n = 6).

Das Gewicht des linken Ventrikels betrug 52 + 16 g bei der Kontrollgruppe (KON), 56 = 10 g
bei HMR/I+R und 57 + 9 g bei HMR/R [alle: P = nicht signifikant].

Das Risikogebiet umfasste folgenden Anteil des linken Ventrikels: 29 + 3 % bei KON, 26 +
11 % bet HMR/I+R und 31 + 9 % bei HMR/R [alle: P = nicht signifikant]. Nach

zehnminiitiger RIVA-Okklusion war bei keinem Versuch ein Myokardinfarkt festzustellen.

3.1 Effekt von HMR-3480 auf normoxisches Myokard

Weder die intrakoronare Infusion des Losungsmittels, noch jene von HMR-3480 fiihrte zu
einer Beeinflussung des koronaren Blutflusses im RIVA (Tabelle 2). Die SWV in der
Vorderwand wurde nur leicht reduziert (Abbildung 3) [alle: P = nicht signifikant], Vs wurde
nicht beeinflusst (Abbildung 4). Die SWV und die Vs im Kontrollgebiet blieben unveréndert
(Abbildung 3 und 4). Es zeigte sich auch kein signifikanter Effekt auf die globale
Myokardfunktion, gemessen anhand LVSD, dP/dt;., und mittlerem Aortendruck (MAD)
(Tabelle 1).

3.2 Ischimie-Reperfusions-Versuche

Nach der hidmodynamischen Stabilisierungsphase = waren die  Gruppen unter
Ausgangsbedingungen vergleichbar bezogen auf LVSD, linksventrikulidren enddiastolischen
Druck (LVEDD), LV dP/dt;,x und MAD. LVSD und LV dP/dt;.x fielen wihrend der RIVA-
Okklusion geringfiigig ab, erholten sich aber kurz nach Beginn der Reperfusion wieder. In der
Reperfusionsgruppe kam es zu einem einzigen Zeitpunkt (10 Minuten Reperfusion) zu einem
signifikanten Abfall des LVSD, ansonsten waren keine Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe und den Behandlungsgruppen zu beobachten. Der MAD wurde zur
Beurteilung der myokardialen Nachlast gemessen. Hierbei zeigten sich wéhrend der Dauer

des Versuchs keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Tabelle 1).
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Der LVEDD als Messgrof3e der Vorlast betrug unter Ausgangsbedingungen 8,1 + 1,9 mmHg
und war in allen Gruppen &hnlich [P = 0,43 und 0,49 vs. KON]. Der LVEDD stieg in allen
Gruppen wihrend der RIVA-Okklusion geringfligig an, erholte sich aber sofort mit Beginn
der Reperfusion. Der LVEDD war niedriger bei KON, was aber nur zum Ende der Versuche
hin zu signifikanten Unterschieden fiihrte (5,3 = 2,8 mmHg vs. 8,7 = 1,5 mmHg; P = 0,02
KON vs. HMR/I+R). Ansonsten gab es wihrend der Versuche keine signifikanten
Unterschiede.

Die Ausgangswerte von HZV und koronarem Blutfluss waren in allen Gruppen &hnlich
(Tabelle 2). Das HZV blieb im Verlauf der Versuche fast konstant. Wihrend der
Koronarokklusion fiel der RIVA-Blutfluss auf 0 ml/min. Bei Beginn der Reperfusion zeigte
der RIVA-Blutfluss kurzzeitig eine reaktive Hyperdmie in allen Gruppen, ging danach aber
wieder auf die Ausgangswerte zuriick.

Die Ausgangswerte des absoluten Sauerstoffverbrauchs der ischdmischen Region betrugen
bei KON 0,75 + 0,43 ml O,/min, bei HMR/I+R 0,84 + 0,43 ml O,/min und bet HMR/R 1,13 +
0,54 ml O,/min. Wihrend der Ischdmie wurde der Sauerstoffverbrauch von uns nicht
bestimmt. Wéhrend der Hyperdmie zu Beginn der Reperfusion stieg der Sauerstoffverbrauch
gegeniiber den Ausgangswerten bei KON und HMR/I+R an (KON: 1,18 £ 0,19 ml/min;
HMR/I+R 1,91 £ 0,54 ml/min), wihrend er beit HMR/R abfiel (HMR/R: 0,95 + 0,69 ml/min).
Nach 4 Stunden Reperfusion betrug der Sauerstoffverbrauch bei KON 1,34 + 0,69 ml O,/min,
bei HMR/I4+R 01,29 + 0,26 ml O,/min und bei HMR/R 1,01 £ 0,39 ml O,/min. Zwischen den
Gruppen bestanden keine signifikanten Unterschiede.

Die regionale Wandfunktion wéhrend der Versuche, gemessen als SWV und V, ist in
Abbildung 3 und 4 gezeigt. Die RIVA-Okklusion fiihrte zu einer verminderten
Myokardfunktion und zu einer systolischen Auswirtsbewegung (bulging) der Vorderwand in
allen Gruppen (SWV: KON -11,6 £ 7,7 %, HMR/I+R -8,3 £ 8,6 %, HMR/R -10,2 + 6,5 %; P
= 1,0 KON vs. HMR/I+R und P = 0,23 KON vs. HMR/R; Vs KON -2,2 + 1,4 mm/s,
HMR/I+R -1,5 £ 1,7 mm/s; HMR/R -2,1 + 1,5 mm/s; P = 0,1 KON vs. HMR/I+R und P = 0,9
KON vs. HMR/R). Mit Beginn der Reperfusion erholten sich SWV und V: Sie blieben zwar
iiber die gesamte Reperfusionsdauer, verglichen mit den Ausgangswerten, vermindert, aber
ein signifikanter Unterschied zu den Ausgangswerten war nicht nachweisbar. Zwischen den
Gruppen bestanden hinsichtlich SWV und Vi keine Unterschiede (SWV: KON 17,3 + 7.3 %,
HMR/I+R 23,2 £ 9,8 %, HMR/R 19,3 £+ 6,1 %; Vs: KON 4,3 + 1,1 mm/s, HMR/I+R 6,1 + 3,9
mm/s, HMR/R 5,2 = 1,7 mm/s; P = nicht signifikant KON vs. HMR/I+R oder HMR/R nach
240 Minuten Reperfusion). In der Hinterwand kam es mit Beginn der RIVA-Okklusion in
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allen Gruppen zu einem kompensatorischen Anstieg von SWV und Vs (SWV: KON 36,2 +
22,0 %, HMR/I+R 36,9 + 10,1 %, HMR/R 40,2 + 19,5 %, Vi: KON 6,4 + 4,1 mm/s;
HMR/I+R 9,5 £ 4,2 mm/s; HMR/R 10,4 + 4,7 mm/s). Die Werte fir SWV und V; in der

Hinterwand unterschieden sich zwischen den drei Gruppen wihrend der Versuche nicht.
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Tabelle 1: Globale Himodynamik

Kontrolle HMR/I+R HMR/R
LVSD (mm Hg)
Ausgangswert 74.8+12.9 79.0 + 8.1 85.9+49
HMR-3480/Losungsmittel 75.2 +12.0 77.0+6.3 79.8£5.3
OKkKlusion
5 Min. 65.7+11.6 67.6 £ 7.7* 69.6 + 7.3*%
9 Min. 68.6+11.3 68.4+8.6 61.1 +14.8%
Reperfusion
5 Min. 73.5+10.9 789 +7.7 76.5+5.6
10 Min. 69.5+10.4 69.9+16.6 68.9+11.1%
15 Min. 69.7+9.1 69.8 £ 16.1 77.1£9.6
30 Min. 68.5+9.8 73.7+£10.7 73.9+5.5
1 Std. 80.6 £9.6 73.2+104 76.6 £3.0
2 Std. 78.1+7.8 76.1 £12.0 75.8 £8.4
3 Std. 72.8+8.5 76.8 +£10.2 71.6 £7.3
4 Std. 77.6 £14.8 78.1 £10.1 69.8 £ 8.0
dP/dt,,, (mm Hgs™)
Ausgangswert 1954 £ 1145 2201 + 480 2853 £ 812
HMR-3480/Losungsmittel 2218 + 1193 2127 £ 583 2345 + 880
OKkKlusion
5 Min. 1649 + 734 1625 £ 498 1803 £ 543
9 Min. 1793 + 747 1687 + 469 1493 £ 745
Reperfusion
5 Min. 1894 £ 919 2141 + 396 2140+ 719
10 Min. 1724 + 855 1753 £ 604 1817 £ 685
15 Min. 1625 £ 799 1697 £ 660 2347 £ 115
30 Min. 1705 £ 702 1811 £506 2013 £ 598
1 Std. 2072 £ 1035 2009 + 534 2178 +£ 602
2 Std. 1999 + 1005 2365 + 789 2196 £ 691
3 Std. 1857 £ 867 2611 £700 2241 +719
4 Std. 2035 +908 2684 + 704 2076 =708
MAD (mm Hg)
Ausgangswert 699 £15.5 699+114 71.4+9.1
HMR-3480/Losungsmittel 69.6 + 12.8 63.1 £8.3 69.5+£5.7
OKkKlusion
5 Min. 61.6+11.0 55.8+7.3 58.5+£9.7
9 Min. 67.0+14.5 51.6 £8.8 59.8+11.5
Reperfusion
5 Min. 66.9+14.4 63.2+5.5 66.1 6.7
10 Min. 64.7+14.5 559+183 60.2+13.3
15 Min. 67.0+13.5 584+159 67.5+7.1
30 Min. 64.4+12.2 62.5+9.5 65.4+6.3
1 Std. 724+ 144 60.2+124 67.0+9.4
2 Std. 69.7+12.3 569+11.5 64.4+10.5
3 Std. 67.6+11.4 57.1+£83 60.3+9.2
4 Std. 72.5+21.2 58.6 £10.7 57.5+3.8

Werte angegeben in Mittelwert + Standardabweichung, HMR-3480/Losungsmittel Messwerte wihrend Infusion
von HMR-3480 oder des Losungsmittels, LVSD linksventrikuldrer systolischer Druck, dP/dt,, maximale
linksventrikuldre Druckanstiegsgeschwindigkeit, MAD mittlerer Aortendruck, * p < 0.05 vs. Ausgangswert
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Tabelle 2: Herzzeitvolumen, RIVA und RCX-Fliisse

Kontrolle HMR/I+R HMR/R
Herzzeitvolumen (I min™)
Ausgangswert 1.9+0.5 2.1+0.7 23405
HMR-3480/Losungsmittel 2.0+0.6 23+0.6 2.0+£0.6
OKkKlusion
5 Min. 1.8+0.5 1.8+0.6 1.9+04
9 Min. 1.7+0.7 23+0.7 1.6 £0.5
Reperfusion
5 Min. 1.8+04 22+0.5 2.0+0.3
10 Min. 20+04 1.9+0.7 1.8+04
15 Min. 1.7£04 1.8+0.6 1.9+0.7
30 Min. 1.5+04 1.9+0.5 2.0+0.7
1 Std. 2.1+0.5 1.9+0.5 1.9+£04
2 Std. 1.8+0.5 2.1+09 1.8+0.3
3 Std. 1.8+0.5 22409 1.7+£0.6
4 Std. 1.7+04 23+1.1 1.6 04
RIVA-Fluss (ml min™")
Ausgangswert 22.0£5.7 234+£52 263 £10.3
HMR-3480/Losungsmittel 23.5+ 8.1 243+ 8.7 21.3+8.8
OKkKlusion
5 Min. 0 0 0
9 Min. 0 0 0
Reperfusion
5 Min. 51.2 £33.3* 52.7+16.4* 543 +19.1*
10 Min. 273+94 23.9+9.0 23.0+10.9
15 Min. 223+6.2 21.1+9.4 229+13.0
30 Min. 182 +8.9 19.3+6.7 18.7+6.8
1 Std. 21.7+9.6 21.7+8.3 19.0+7.5
2 Std. 20.3+9.3 22.7+10.7 185+6.4
3 Std. 19.6 £12.1 22.4+7.0 19.8+7.5
4 Std. 21.2+10.7 243 +8.0 19.8+7.4
RCX-Fluss (ml min™)
Ausgangswert 18.8+11.5 23.1+£3.7 256 £5.5
HMR-3480/Losungsmittel 17.7 +9.1 22.1+49 25.6%+5.0
OKkKlusion
5 Min. 17.8 +8.4 222+39 223+6.4
9 Min. 19.6 £ 8.9 23.0+8.0 204+7.5
Reperfusion
5 Min. 209+7.0 242+ 6.4 229+6.6
10 Min. 18.7+8.9 209+6.9 21.1+4.9
15 Min. 18.1+6.4 22.0+43 25.6+12.0
30 Min. 152+8.3 20.6 +4.1 21.7+54
1 Std. 19.1 +8.8 203+1.4 22.8+6.6
2 Std. 18.1+8.8 243+2.7 21.0%6.1
3 Std. 21.1+13.1 23.0+4.3 25.7+16.4
4 Std. 223+ 11.8 25.0+6.5 23.9+104

Werte angegeben in Mittelwert + Standardabweichung, HMR-3480/Losungsmittel Messwerte wihrend Infusion
von HMR-3480 oder des Losungsmittels, R/VA Ramus interventricularis anterior der linken Koronararterie; RCX

Ramus circumflexus der linken Koronararterie, * p < 0.05 vs. Ausgangswert
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Abbildung 3: Systolische Wandverdickung in der Vorder- und Hinterwand. O bezeichnet die Dauer der RIVA-
Okklusion. Bei Kon wurde das Losungsmittel verabreicht. Kon diente als Kontrollgruppe. Bei HMR/I+R und
HMR/R wurden HMR-3480 verabreicht, entweder wihrend der Ischimie und den ersten 60 Minuten der
Reperfusion oder zu Beginn der Reperfusion. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.
*P<0.001 gegeniiber Ausgangswerten
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Abbildung 4: Mittlere systolische Wandverdickungsgeschwindigkeit in der Vorder- und Hinterwand. O
bezeichnet die Dauer der RIVA-Okklusion. Bei Kon wurde das Losungsmittel verabreicht. Kon diente als
Kontrollgruppe. Bei HMR/I+R und HMR/R wurden HMR-3480 verabreicht, entweder wéhrend der Ischdmie und
den ersten 60 Minuten der Reperfusion oder zu Beginn der Reperfusion. Alle Werte sind als Mittelwerte +
Standardabweichung angegeben. *P<0.001 gegeniiber Ausgangswerten
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4 Diskussion

Das in der Untersuchung verwendete Ischdmie-Reperfusions-Modell sollte nach Ischdmie in
der Reperfusion eine verminderte regionale Wandfunktion im Sinne eines Stunning
nachweisen. Allerdings lieBen die Daten keine signifikante Verminderung der Wandfunktion
in der Reperfusion und damit kein Stunning erkennen. Dies schrénkt die Aussagekraft der
Untersuchung ein. Eine Verldngerung der Ischdmiezeit hétte gegebenenfalls zu statistisch
signifikanten Unterschieden fiihren konnen. Wegen des gleichzeitig auch moglichen
Auftretens von Nekrosen wurde die Ischdmiezeit aber nicht verlangert. Die Komplexitét des
von uns gewdhlten Versuchsaufbaus mit einer hohen Letalitdt bereits bei der gewdéhlten
Ischdmiezeit kann ebenfalls zum fehlenden Nachweis eines statistisch signifikanten
Unterschieds der regionalen Wandfunktion beigetragen haben.

Wegen des fehlenden Nachweises von Stunning konnen wir auch keine Aussage dariiber
treffen, ob der ICE-/Caspase-1-Hemmer HMR-3480 einen Effekt auf die Erholung der
Wandfunktion hatte oder nicht. Ein wesentlicher Einfluss auf Himodynamik und die globale
Myokardfunktion durch HMR-3480 selbst ist anhand der gewonnenen Daten nicht
nachweisbar: Mit einer Ausnahme, dem signifikanten Abfall des LVSD im Vergleich zu den
Ausgangswerten bei HMR/R zum Zeitpunkt ,,10 Minuten Reperfusion®, unterschieden sich
RIVA-Fluss und die globale Myokardfunktion (LVSD, dP/dt, HZV) nicht zwischen der
Kontrollgruppe und den Interventionsgruppen wéhrend der Reperfusion. Ein Grund fiir den
signifikanten Abfall beim LVSD konnte moglicherweise auch die o.g. Komplexitit des
Versuchsaufbaus mit der hohen Letalitdt bei der gewdhlten Ischdmiezeit sein. Die Ursache fiir
diesen Unterschied bleibt aber insgesamt unklar.

Zusammenfassend lassen die gewonnenen Daten keine signifikante Verminderung der
Wandfunktion in der Reperfusion und damit kein Stunning erkennen. Deshalb kénnen wir
einen Effekt der ICE-/Caspase-1-Hemmung durch HMR-3480 auf die Erholung der
Wandfunktion nach kurzzeitigem Koronararterienverschluss am Schweineherzen in vivo

weder nachweisen noch ausschlief3en.

4.1 Ubertragbarkeit des Versuchsmodells auf den Menschen

Zunidchst stellt sich bei Untersuchungen am Schweinemodell die Frage nach der
Ubertragbarkeit auf den Menschen und die klinische Situation.
Fiir Mensch und Schwein ldsst sich festhalten, dass eine dhnliche stammesgeschichtliche

Entwicklung zum Allesfresser sowie die Anpassung an einen relativen Bewegungsmangel zur
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Ausbildung eines dhnlichen kardiovaskuldren Systems und kardialen Metabolismus fiihrten.
Die Ahnlichkeit von Mensch und Schwein in Hinblick auf das kardiovaskulire System fiihrt
zu vergleichbaren Modellen des Herzens und der Koronargefife, die fiir Untersuchungen von
kardialer Funktion, koronarer Arteriosklerose, Angioplastie und Ischidmie-Reperfusion
genutzt werden. So gleichen sich Blutgase, pH-Wert, zirkulierendes Blut- und
Plasmavolumen pro kg Korpergewicht sowie systemischer und pulmonaler Blutdruck. Die
Ventrikelfiillung, der enddiastolische Druck, das Druck-Frequenzprodukt und die
Druckanstiegsgeschwindigkeit ~ (dP/dtma.x)  stehen  in &dhnlicher Beziehung zum
Sauerstoffverbrauch.”

Wie bei jedem Modell, so gibt es auch beim Schweinemodell gewisse Einschrinkungen, die
zu beachten sind. So sind, verglichen mit dem Menschen, das Herzzeitvolumen gréBer und
der pulmonale und systemische GefiBwiderstand hoher, die Hématokrit- und
Hamoglobinwerte hingegen geringfiigig niedriger. Das Schwein hat auflerdem einen hoheren
myokardialen Sauerstoffverbrauch als der Mensch. Zusammen mit niedrigeren Hamatokrit-
und Himoglobinwerten fiihrt dies zu einem hoheren myokardialen Blutfluss pro g Gewebe.”
Im Allgemeinen konnen also — unter Beachtung dieser Einschrinkungen — die Ergebnisse am

Schweinemodell auf die klinische Situation {ibertragen werden.

4.2 Stunning

Obwohl wir in unserem Ischdmie-Reperfusions-Modell keine statistisch signifikante
Verminderung der Wandfunktion nach Ischdmie bzw. kein statistisch signifikantes Stunning
nachweisen konnen, mochte ich doch auf Stunning eingehen, da die Auslésung von Stunning
das eigentliche Ziel der vorliegenden Arbeit war. Das Ausmall von Stunning bzw. des
Verlustes der linksventrikuldren Funktion wird durch die ischdmische Belastung bestimmt,
d.h. durch die Dauer und die Schwere des Sauerstoffdefizits, sowie durch die GrofBe des

ischamischen Gebietes (global vs. regional).®” °'

Bei Schweinen ist ein zehnmintitiger
Koronararterienverschluss ausreichend, um mit Beginn der Reperfusion zu einer
Einschrankung der Myokardfunktion zu fithren, ohne dabei jedoch einen Infarkt zu
verursachen.”” Bei unserem Versuchsaufbau wurde in der jeweils nach Versuchsende
durchgefiithrten TTC-Féarbung entsprechend kein nekrotisches Gewebe nachgewiesen. Die
Reaktion auf eine Ischdmie ist auch abhingig vom Vorhandensein einer Blutversorgung tiber
Kollateralgefifle. Bei Schweinen ist die geringe Zahl von Kollateralgefilen gut

dokumentiert.”> ®* Dies ist ein weiterer Unterschied im Vergleich zum Menschen: Im

Gegensatz zum Schwein kommt es bei kardiovaskuldren Risikopatienten mit einer KHK zur
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63, 66, 67 ind dennoch lisst sich bei diesen Patienten auch das

Ausbildung von Kollateralen,
Auftreten von Stunning nachweisen.® * ' ' 12 13 1% 15 Bej den in der vorliegenden Studie
von uns verwendeten Schweinen haben wir die Blutversorgung iiber Kollateralgefifle wegen
ihres geringen Vorhandenseins daher nicht quantifiziert. Bei der regionalen Wandfunktion,
welche eine sehr sensitive Abschédtzung der Kollateralperfusion im ischamischen Myokard
erlaubt,”’ lieBen sich wihrend der Koronarokklusion zwischen den einzelnen Gruppen keine
Unterschiede feststellen. Es ist daher unwahrscheinlich, dass hinsichtlich der
Kollateralperfusion signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen bestanden.

Myokardiales Stunning ist ein multifaktorieller Prozess, welcher selbst nur einen Teil des
moglichen Reperfusionsschadens nach einer Ischdmie-Reperfusions-Situation darstellt. In
klinischen Situationen kommen noch Reperfusionsarrhythmien, der Untergang von Myozyten
und die endotheliale und mikrovaskuldre Dysfunktion einschlieBlich des No-Reflow-
Phinomens hinzu.! Myokardiales Stunning erfordert eine Interaktion von mehreren

pathophysiologischen Mechanismen, von denen ich die wichtigsten im Folgenden kurz

aufzeigen mochte.

4.2.1 Sauerstoffradikal-Hypothese

Die Sauerstoffradikal-Hypothese postuliert, dass Stunning durch oxidativen Stress nach der
Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen, wie dem Superoxid-Anion (O%),
Wasserstoffperoxid (H.0,) oder dem Hydroxylradikal (OH), verursacht wird.®* ® Bei
isolierten und perfundierten Herzen konnte mit Hilfe von paramagnetischer Elektronen-
Resonanz-Spektroskopie die Bildung von Sauerstoffradikalen wihrend der postischdmischen

. . 0 1
Reperfusion dokumentiert werden.”” ’

Viele Studien konnten zeigen, dass reaktive
Sauerstoffradikale, die in den ersten Minuten der Reperfusion gebildet werden, Stunning in
vivo und in vitro sowohl bei groBen S&ugetieren als auch bei Nagetieren verursachen
konnen.”> 7 74 75 76 77 78 Getiitzt wurde die Hypothese auch durch Nachweise eines

Anstiegs von Sauerstoffradikalen wihrend Stunning,” *

eines Schutzes vor Stunning durch
Antioxidanzien” und einer kontraktilen Dysfunktion durch zugefiihrte Sauerstoffradikale.®’
Die verfligbaren Daten weisen darauf hin, dass 50 bis 70 % des Stunning-Effektes auf der
Freisetzung von Sauerstoffradikalen in den ersten Minuten der Reperfusion beruhen. Dies
wiirde bedeuten, dass sich ein GroBteil des Stunning-Effektes auch als Komplikation der
Reperfusion bzw. als eine Art Reperfusionsschaden auffassen lieBe.*® Da sich Stunning durch

den Einsatz von Antioxidanzien aber nicht vollstindig hemmen l&sst, ist es wahrscheinlich,

dass sich eine weitere Komponente des Stunnings wihrend der Ischimie entwickelt.®®
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4.2.2 Kalzium-Hypothese

Die Kalzium-Hypothese postuliert, dass Stunning das Ergebnis einer Storung der
intrazelluldren Kalzium-Homoostase darstellt. Sie impliziert, dass es in der frithen Phase der
Reperfusion in den Muskelzellen zu einer voriibergehenden Kalziumiiberladung kommt,

83, 84, 85 N . . )
» % % Fg ldsst sich nachweisen, dass eine

welche zum Entstehen von Stunning beitragt.
voriibergehende Kalziumiiberladung®® und ein Abfall der Kalziumempfindlichkeit wihrend
der friihen Phase der Reperfusion zur kontraktilen Dysfunktion beitragen.®” Als eine mdgliche
Ursache fiir die erhohte intrazelluldre Kalziumkonzentration wird eine erhohte intrazellulédre
Natriumkonzentration nach metabolischer Hemmung der Na-K-ATPase und Azidose

8. 9% Auch eine Stérung von Kalziumaufnahme und -abgabe aus dem

angeschen.®®
sarkoplasmatischen Retikulum kommt in Frage.”" ** Als eine Auswirkung der erhohten
intrazelluldren Kalziumkonzentration kann es, moglicherweise {iber den Mechanismus der
kalziumabhiingigen Proteolyse, zu einem Abbau von Myofilamenten kommen.” ** *°

Beide o. g. Hypothesen konnten auch Teilaspekte ein und desselben pathophysiologischen
Mechanismus sein. So konnten zum Beispiel Sauerstoffradikale Zellmembranen schidigen
oder Transportprozesse in der Muskelzellmembran verdndern. Dies wiirde dann zum
vermehrten Einstromen von Kalziumionen iiber die Zellmembran und zu einer zelluldren
Kalziumiiberladung fiihren.”® *’

Sauerstoffradikale konnen ebenfalls die Empfindlichkeit der Myofilamente gegeniiber
Kalzium herabsetzen, entweder indirekt iiber erhohte intrazelluldre Kalzium-Konzentrationen

8 ,
Diese Verdnderung der

oder direkt iiber eine Veriinderung der Troponinstruktur.’
Troponinstruktur kann durch eine veridnderte Phosphorylierung und eine partielle Proteolyse
der Myofilamente verursacht werden und fithrt zu Stérungen der systolischen und
diastolischen Funktion, welche sich auf molekularer Ebene durch Stérung der
Querbriickenzyklen und  Kraftentwicklung duflern und zu einer ineffizienten
Energieverwertung fiihren konnen.”

Doch auch verdnderte Kalziumtransportprozesse konnten eine Rolle spielen. Durch
Vergleiche von Myozyten aus Regionen mit Stunning und nicht-ischdmischen Regionen
konnten Kim et al. am Schwein eine deutliche Reduktion von kalziumgenerierten
Spitzenstromen und der Stromdichte von L-Typ Kalziumkanilen zeigen, ohne dass dabei ein

Abbau von Troponin nachzuweisen war. Dies deutet auf einen grof3en Unterschied zu den o.g.

Untersuchungsergebnissen zur Kalzium-Hypothese hin, die an Nagetieren erbracht wurden.'"’
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4.2.3 Einfliisse von Genexpression und Proteintranslation

Molekularbiologische Untersuchungen deuten zudem auf einen Einfluss von Genexpression
und Proteintranslation auf die myokardiale Dysfunktion wihrend Stunning hin.'”" Einige
Autoren konnten dabei eine Hochregulierung einiger Proto-Onkogene nach kurzfristigen
Koronarokklusionen sowie eine erhohte Transkription der Gene fiir die kalziumregulierenden
Proteine Ca®"-ATPase, Calsequestrin und Phospholamban nachweisen.'"> ' Dies kénnte ein
Hinweis auf spezifische Reparationsmechanismen der kalziummodulierenden Proteine sein
und ebenso darauf, dass es sich beim Stunning um eine Schidigung von Proteinen handelt, die
eine Reparatur bendtigen. Die Zeit, die diese Reparationsvorgéinge in Anspruch nahmen,

101 . .
Die Tatsache einer nur

entspricht relativ genau der Zeit der funktionellen Erholung.
teilweisen Bestitigung in anderen Untersuchungen lédsst sich durchaus mit technischen und
methodischen Unterschieden erkldren. So konnten Liiss et al. in ihrem Modell einer koronaren
Hypoperfusion keine Erhdhung von Ca’’-ATPase-, Calsequestrin- und Phospholamban-
Protein nachweisen.'®*

Depré et al. haben die Hypothese iiberpriift, ob myokardiale Ischdmie zur Ausfithrung eines
Genprogramms fiihrt, welches das Uberleben der Zellen unterstiitzt. Durch die Technik der
substraktiven Hybridisierung konnten sie zeigen, dass es nach Ischidmie zu einer
Hochregulierung von einigen antiapoptotischen, zytoprotektiven und wachstumsfordernden
Genen kommt, welche das Uberleben der Zellen begiinstigen.'® In weiteren Untersuchungen
konnten Hofstaetter et al. an isolierten Rattenherzen einen ischdmieinduzierten Schutz gegen

NO-induzierte Apoptose zeigen. Dieser Schutz wurde von einer verstirkten Induktion

antiapoptotischer Gene begleitet.'"

4.2.4 Einfliisse von extrazelluliren Faktoren

Chandrashekar et al. hingegen hinterfragten die Ansicht, dass Stunning auf zelluldren
Mechanismen beruhe. In ihrer Untersuchung an isolierten Ratten-Myozyten zeigten sich nur
geringe Unterschiede bei Kontraktion, Kalziumverarbeitung und Kalziumsensitivitét
zwischen gesundem und ,,stunned* Myokard. Sie deuteten dies als einen Hinweis darauf, dass
extrazellulire Faktoren wie Abnormalititen der extrazelluliren Matrix oder der Kopplung
zwischen Myozyten und Interstitium fiir die Ausbildung der myokardialen Dysfunktion bei

Stunning wichtig sind.'"’
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4.2.5 Einfliisse von abnormem Sauerstoffmetabolismus

Ergebnisse aus Tierversuchen deuten auf ein durch Stunning verursachtes
Sauerstoffparadoxon hin, was bedeutet, dass der Sauerstoffverbrauch trotz einer verminderten
Myokardfunktion gleich bleibt.'® ' 110 1L 112 Besgoen auf den Sauerstoffmetabolismus
wihrend Stunning beim Menschen gibt es Untersuchungen, die keinen Unterschied im
Sauerstoffverbrauch zwischen dysfunktionellem und funktionellem Myokard nachweisen
konnen.* ' Dies wiirde auf einen unangemessen hohen Sauerstoffverbrauch — bezogen auf
den Grad der gezeigten Dysfunktion — hindeuten.® Eine mogliche Erklirung fiir diese
Ineffizienz konnte ein zu hoher Energiebedarf fiir die elektromechanische Kopplung sein.'”
Auch das Vorkommen eines zusitzlichen metabolischen Stunning wird postuliert.''’ Auf
weiterfithrende Literaturquellen zu den Mechanismen von Stunning sei hier kurz

VCI‘WieSCI’l.“S’ 114, 115, 116, 117

4.3 ICE-/Caspase-Hemmung bei Ischiimie-Reperfusion

Untersuchungen, die die inflammatorische Reaktion wéhrend einer Ischdmie-Reperfusions-
Situation in den Mittelpunkt stellten, konnten einen signifikanten Anstieg der IL-1p3-

11 119 .
8 Weitere Autoren

Plasmakonzentration bei Patienten nach akutem Herzinfarkt zeigen.
konnten nachweisen, dass die Syntheseleistung von IL-1a, IL-6, G-CSF und TNF-a, aber
nicht von IL-1P, bei Patienten nach Herzinfarkt signifikant gesteigert wurde.'” Auch
Neumann et al. konnten keine signifikante Verdnderung der IL-1(3-Plasmakonzentration nach
Reperfusion feststellen. Thnen war es aber moglich, signifikante Verdnderungen der
Plasmakonzentrationen von IL-6 und IL-8 nachzuweisen.'*'

In verschiedenen experimentellen Modellen von Ischimie-Reperfusion haben therapeutische
Ansitze, welche die kardiale Entziindungsreaktion begrenzten, positive Effekte gezeigt. In
unterschiedlichen Tiermodellen des akuten Herzinfarktes konnte die Infarktgroe durch Gabe
von unselektiven Caspase-Hemmern sowie selektiven Caspase-1-Hemmern (ICE = Caspase-
1) signifikant reduziert werden. An einem Rattenmodell konnten Yaoita et al. zeigen, dass der
unselektive Caspase-Hemmer ZVAD-FMK die InfarktgroBe und die Anzahl der
apoptotischen Kardiomyozyten im Infarktgebiet und im umgebenden Gewebe reduziert.'?
Holly et al. konnten mit dem selektiven Caspase-1-Hemmer YVAD-CMK eine 31-prozentige
Reduktion der InfarktgroBe an Kaninchen demonstrieren.'” Mocanu et al. untersuchten an
isolierten Rattenherzen die Effekte der folgenden Inhibitoren: ZVAD-FMK, ein unselektiver
Caspase-Hemmer, Z-IETD-FMK, ein selektiver Caspase-8-Hemmer, Z-LEHD, ein selektiver
Caspase-9-Hemmer, und Ac-DEVD-CMK, ein selektiver Caspase-3-Hemmer. Alle wurden
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vor Ischdamie (Ischdmiedauer 35 Minuten) verabreicht, und alle reduzierten die Infarktgrof3e
nach zwei Stunden Reperfusion.'* In einer von Okamura et al. mit negativem Ergebnis
durchgefiihrten Untersuchung an Ratten wurden der selektive Caspase-3-Hemmer DEVD-
CHO und der selektive Caspase-1-Hemmer YVAD-CHO fiinf Minuten vor Ischimie
gegeben. Nach 30 Minuten Ischdmie, gefolgt von 6 Stunden Reperfusion war die Infarktgréf3e
unverdndert, obwohl die Anzahl von apoptotischen Kardiomyozyten und die myokardiale
Caspase-3-Aktivitit signifikant reduziert waren.'” Ein Grund fiir das negative Ergebnis
konnte die Aldehydgruppe sein, welche — wie weiter oben bereits erldutert wurde — zu einer
verringerten Zellpermeabilitidt des entsprechenden Hemmers fiihrt. Deswegen konnten hohere
Konzentrationen des Hemmers benotigt werden, um ein dhnliches Ergebnis wie mit Hemmern
zu erzielen, die eine Methylketongruppe enthalten. Huang et al. untersuchten an Kaninchen
den Effekt einer unselektiven Caspase-Hemmung mit ZVAD-FMK und BocD-FMK, welche
entweder vor oder nach Ischdmie in einem In-vivo-Modell verabreicht wurden. Bei Gabe fiinf
Minuten vor Ischdmie konnte bei beiden Hemmern eine Reduktion der Infarktgrofe gezeigt
werden. Bei Gabe 20 Minuten nach Beginn der Ischdmie war nur ZVAD-FMK in der Lage,
die InfarktgroBe zu reduzieren.'”® Kovacs et al. konnten an isolierten Rattenherzen eine
Reduktion der Infarktgrofe mit selektiver Caspase-1-Hemmung (YVAD-CMK) nachweisen;
mit selektiver Caspase-Hemmung durch DEVD-CMK (Caspase-3) und Z-LEHB-FMK

127
Pomerantz et al. waren an

(Caspase-9) konnten sie keinen Effekt nachweisen.
menschlichem Vorhofgewebe in der Lage zu zeigen, dass sich nach 30 Minuten Ischdmie und
45 Minuten Reperfusion mit dem selektiven Caspase-1-Hemmer YVAD-CMK die Funktion
und Anzahl der iiberlebenden Zellen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe verbessern lie.'*®
Chapman et al. konnten sowohl mit dem neuartigen Caspase-Hemmer MMPSI, welcher fiir
Caspase-3 und -7 selektiv ist, als auch mit dem selektiven Caspase-3-Hemmer DEVD-FMK
sowie mit dem unselektiven Caspase-Hemmer ZVAD-FMK die InfarktgréBe an
Kaninchenherzen reduzieren. In diesen von Chapman et al. durchgefiihrten Untersuchungen
in einer Langendorff-Préparation konnte jedoch der vor Ischdmie verabreichte selektive
Caspase-1-Hemmer YVAD-CMK die InfarktgroBe nicht reduzieren.'” Wang et al. konnten
an Kaninchen durch Gabe des selektiven Caspase-1-Hemmers Ac-YVAD-CMK nach 20-
miniitiger Ischdamie und 10 Minuten vor Beginn der Reperfusion die Infarktgrée nach 4
Stunden Reperfusion reduzieren. Sie konnten auch eine Verminderung von Apoptosemarkern
0

und IL-1B-Protein sowie eine verminderte Aktivitit von Caspase-1 und -3 zeigen.”

Armstrong und Mitarbeiter wiederum konnten zeigen, dass der unselektive Caspase-Hemmer
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IDN-6734 die InfarktgroBe an Rattenherzen reduzieren konnte, wenn dieser vor oder eine

Stunde nach Reperfusion des RIVA verabreicht wurde. "'

4.4 Apoptose bei kardialen Erkrankungen

Mitglieder der Caspasen-Familie spielen eine wichtige Rolle bei der Apoptose von
Kardiomyozyten. Apoptose wiederum ist mit dem Ischdmie-Reperfusions-Schaden nach
Myokardischdmie oder nach kardioplegem Herzstillstand bei Herzoperationen in Verbindung
gebracht worden."** '3

Zum Nachweis von Apoptose werden biochemische Methoden angewandt. Das biochemische
Kennzeichen von Apoptose ist der Abbau von DNA durch endogene DNasen, welche die
internukleosomalen Regionen in doppelstrangige DNA-Fragmente von einer Linge von 180
bis 200 Basenpaaren spalten. Der Nachweis dieser internukleosomalen DNA-Fragmentation
dient dem Nachweis von Apoptose. Die DNA-Fragmente lassen sich durch Elektrophorese
von isolierter DNA als Leiter-Muster sichtbar machen. Zusitzlich werden mit Hilfe der
TUNEL-Methode solche Zellen, die DNA-Strangbriiche enthalten, fiir die
lichtmikroskopische Analyse erkennbar. TUNEL steht flir ,,Terminal-Desoxyribosyl-
Transferase mediated dUTP Nick End Labeling®: Hierbei werden die Strangbriiche mit Hilfe
des Enzyms Terminale-Desoxyribosyl-Transferase durch markierte Nukleotide zum
Vorschein gebracht.*

Bei Tiermodellen haben einige Autoren apoptotische Zellen in der ischdmischen Region nach
Ischdmie-Reperfusion nachweisen konnen.** 3% 3% 137 Doch auch nach alleiniger Ischidmie

lieB sich Apoptose nachweisen,”” '**

wiéhrend dies anderen Autoren nach alleiniger Ischdmie,
ohne Reperfusion, nicht gelang.”* '° Hierbei konnten Unterschiede zwischen den
Versuchstieren eine Rolle spielen: Die beiden erstgenannten Studien wurden an Ratten, die
letztgenannten an Kaninchen und Hunden durchgefiihrt. Weiterhin kann das Fehlen von
Apoptose nach alleiniger Ischimie auch durch die Entleerung der intrazelluliren ATP-
Speicher wihrend der vorangegangenen Ischdamie erkldrt werden, da es sich bei Apoptose um
einen energieverbrauchenden Prozess handelt.* Durch Hypoxie ldsst sich an Zellkulturen
Apoptose ausldsen.*” ' Aber auch oxidativer Stress und die zellulire Kalziumiiberladung,
welche ebenfalls mit myokardialem Stunning in Verbindung gebracht werden, scheinen bei
der Ausldsung von Apoptose nach Ischimie-Reperfusion eine Rolle zu spielen.'>> '** 1*! An

isolierten Rattenherzen lie3 sich zeigen, dass Apoptose nach Auslésung von oxidativem

Stress auftrat. Dieser Reperfusionsschaden konnte durch Antioxidanzien riickgéngig gemacht
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werden.'*> '*> 1% Bej Ratten konnten Kajstura et al. Apoptose von Kardiomyozyten sowohl
im frithen als auch im spéten Stadium eines Myokardinfarktes nachweisen. In derselben
Studie tibertraf die Anzahl der apoptotischen Zellen innerhalb von zwei Stunden nach
Ligierung einer Koronararterie die Anzahl der nekrotischen Zellen bei weitem. Apoptose war
hierbei fiir bis zu sechs Stunden die Hauptform des Zelltodes."”® Es handelt sich jedoch
hierbei um ein Herzinfarktmodell mit einer permanenten Okklusion, also nur Ischdmie ohne
Reperfusion, so dass die Ubertragbarkeit auf ein Ischimie-Reperfusions-Modell nur vermutet
werden kann. Auflerdem muss das Ergebnis noch in weiteren Studien bestitigt werden. Es
bleibt aber eine sehr detaillierte Darstellung des Beitrags des apoptotischen Zelltodes zum
Herzinfarkt im Vergleich zum nicht-apoptotischen Zelltod.'"* Das Vorkommen von Apoptose
ist auch bei ischdamischen und dilatativen Kardiomyopathien, akutem Myokardinfarkt,
Atherosklerose, Myokarditis, kardialer TransplantatabstoBung und Herzerkrankungen, die
durch Rhythmusstdrungen verursacht werden, nachgewiesen worden.”” +*

Auf molekularer Ebene ist man sich aber noch unsicher, welche Mechanismen die Apoptose
von Kardiomyozyten bei klinisch manifesten Herzerkrankungen initiieren. Obwohl sich an
Zellkulturen von Kardiomyozyten durch mehrere Stimuli (z. B. Katecholamine, Atrialer
Natriuretischer Faktor, Angiotensin II, {iberméBige Dehnung) Apoptose induzieren ldsst, ist
die Relevanz in der klinischen Situation bisher unbewiesen. Dariiber hinaus bestehen Zweifel,
ob der Nachweis von Apoptose mittels alleiniger TUNEL-Férbung fiir einen Beweis ausreicht
und ob zum Nachweis einer Apoptose von Kardiomyozyten nicht auch ultrastrukturelle
Zellverinderungen in situ zu fordern sind.'*® Ein weiterer Hinweis darauf, dass das bei
experimentellen Ischdmie-Reperfusions-Schiaden gezeigte Apoptoseausmall mit Vorsicht zu
interpretieren ist, stammt von Ohno et al.'* Sie haben gezeigt, dass DNA-Fragmentationen,
ein anerkanntes Merkmal von apoptotischen Zellen, auch in Myozyten mit
elektronenmikroskopischen Merkmalen von irreversibler Onkose vorkommen konnen.
Merkmale von apoptotischen Zellen hingegen konnten die Autoren mit dem
Elektronenmikroskop nicht nachweisen.'*’ Fiir einige Autoren ist die DNA-Fragmentation
deshalb auch kein eindeutiges Kriterium fiir die Abgrenzung zwischen apoptotischem und
nicht-apoptotischem Zelltod.'*> Im Gegensatz dazu aber konnten in weiteren Untersuchungen
keine mit der TUNEL-Methode gefirbten Zellen bei Koagulationsnekrosen nachgewiesen
werden. Aullerdem konnte belegt werden, dass die post mortem auftretende Autolyse bei
Nerven- und Herzgewebe die Zuverlissigkeit der TUNEL-Methode nicht beeinflusst.*’ Trotz
Nachweis von Apoptose ist der Anteil der Apoptose am gesamten Zelluntergang sowie an der

gesamten Infarktgroe und kardialen Schidigung bislang abschlieBend nicht geklart
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worden.'*" '*® Die Anzahl von Studien an In-vivo-Modellen von kardialen Erkrankungen ist
begrenzt. Als Beispiel sei hier die Studie von Yaoita et al. genannt.'** '*® Auch ist unklar, ob
Apoptose ursédchlich fiir pathologische Zustinde am Herzen ist oder erst sekundér nach diesen
auftritt. Erschwerend kommt hinzu, dass antiapoptotische Therapien dariiber hinaus zum
nicht-apoptotischen Zelltod fithren konnten und damit keine funktionelle Verbesserung nach

. . . 43, 148
sich ziehen wiirden.™”

4.5 Caspase-1 und Apoptose

Die Mitwirkung von Caspasen bei Apoptose nach Ischdmie-Reperfusion konnte in einigen
Untersuchungen nachgewiesen werden. Immunhistochemie in Verbindung mit einer TUNEL-
Farbung zum Nachweis von Apoptose hat Caspase-3-Aktivierung in apoptotischen Zellen
nachgewiesen und die Aktivierung von Caspase-3 vor dem Auftreten einer TUNEL-positiven
Firbung gezeigt.'* Holly et al. konnten eine gesteigerte Umwandlung der Vorlduferformen
von Caspase-2, -3 und -7 in ihre jeweils aktive Form durch Immunoblotting nach einem

3 Mit einem simulierten

Ischimie-Reperfusions-Schaden bei Kaninchen nachweisen.'
Ischdmie-Reperfusions-Schaden bei einer Zellkultur aus menschlichen Myozyten konnten
Stephanou et al. durch Immunoblotting zeigen, dass Caspase-3, -8 und -9 nach Ischidmie in

ihre aktive Form umgewandelt werden."’

Die Aktivierung von Caspasen erfolgt demzufolge
rasch nach Beginn der Myokardischidmie, aber noch vor dem Auftreten von Apoptose.*®

Neben der Teilnahme an der proteolytischen Verarbeitung von proinflammatorischen
Zytokinen gibt es auch fiir Caspase-1 Hinweise auf eine zusétzliche Funktion bei der
Initiierung von Apoptose nach Ischdmie-Reperfusion. Kuida et al. konnten nachweisen, dass
Caspase-1/ICE bei Fas-induzierter Apoptose von normalen Thymozyten eine Rolle spielt.
Hierbei wurde die Apoptose durch einen agonistischen Fas-Antikorper induziert. Das Fas-
Antigen ist ein Protein der Zelloberfldche und ein Mitglied der TNF-a-Rezeptor-Superfamilie,

welche die Apoptose in aktivierten T-Zellen vermittelt.'’

Der Todesrezeptor Fas wird
wihrend Ischdamie und Hypoxie in Kardiomyozyten merklich hochreguliert, und Myozyten
konnten so durch die Interaktion mit dem Fas-Liganden fiir apoptotischen Zelltod
empfinglich werden.”” Wihrend unter Kontrollbedingungen weniger als 1 % der Myozyten
Fas exprimieren, so sind es mehr als 50 % innerhalb weniger Stunden nach Ischdmie oder

s : 1 152
Ischdmie-Reperfusion.'** '

In eine dhnliche Richtung deutet eine Untersuchung, die zeigt,
dass eine bei der Umwandlung von Procaspase-1 in Caspase-1 freigesetzte Prodoméne tiber
eine Aktivierung von Caspase-8 die Fas-induzierte Apoptose verstirkt.'”> Andererseits ist

jedoch vollig unklar, ob der fiir die Fas-induzierte Apoptose essentielle Fas-Ligand im
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ischdmischen Myokard iiberhaupt gebildet wird.”” Dimmeler et al. konnten zeigen, dass eine
durch TNF-a induzierte Apoptose mittels eines Caspase-1-Hemmers oder eines Caspase-3-

154 )
Andere Autoren konnten nachweisen, dass es durch

Hemmers verhindert werden konnte.
Einsatz von selektiven Caspase-1-Hemmern (Ac-YVAD-CMK und Z-YVAD-FMK)
ebenfalls zu einer verminderten Produktion von Caspase-3 — einer apoptoseinitiierenden
Caspase — kommt, und postulieren die Aktivierung von Caspase-3 durch Caspase-1. Die
Moglichkeit einer direkten Hemmung von Caspase-3 durch die selektiven Caspase-1-Hemmer
wird in diesen Untersuchungen zwar diskutiert, doch bei den erreichten Konzentrationen fiir
nicht relevant erachtet: im Fall von Ac-YVAD-CMK wegen der durch die inhibitorische
Konstante ausgedriickten, unterschiedlich starken Hemmwirkung auf Caspase-1 (K; 0,8 nM)
und -3 (K; > 10000 nM), im Fall von Z-YVAD-FMK wegen der nachgewiesenen Selektivitéit
fur Caspase-1. Auch in weiteren In-vitro-Untersuchungen konnten die Autoren zeigen, dass
Konzentrationen von 500 nM Ac-YVAD-CMK eine fast ausschlieBliche Hemmung der
Aktivitdt von Caspase-1 zur Folge hatten und die Aktivitdt von Caspase-3 fast iiberhaupt nicht
beeinflussten. " '*°

Van de Craen et al. haben gezeigt, dass Caspase-1 und Caspase-11 die Procaspasen -3, -6 und
-7 in ihre Wirkform umwandeln konnen. Die Autoren folgern daraus, dass die
proinflammatorischen =~ Caspasen in  der  Aktivierungskaskade  oberhalb  der
apoptoseausfiihrenden Caspasen stehen, da umgekehrt die apoptoseausfithrenden Caspasen

nicht in der Lage waren, Procaspase-1 in die Wirkform umzuwandeln.'

Diese Ergebnisse
lassen sich mit einer Studie in Einklang bringen, die im Rahmen von Fas-induzierter
Apoptose eine sequentielle Aktivierung von proinflammatorischen (Caspase-1) und
apoptoseausfithrenden (Caspase-3) Caspasen zeigen konnte."”” Ebenso konnte Caspase-8 in
den durchgefiihrten Untersuchungen die apoptoseausfithrenden Caspasen -3, -6 und -7
aktivieren sowie die Procaspasen -1, -11 und -12 in die Wirkform umwandeln. Da die
Caspasen -1 und -11 auch effiziente Aktivatoren der apoptoseausfithrenden Caspasen waren,
stellen die Autoren die Hypothese auf, dass die proinflammatorischen Caspasen je nach
Zelltyp und Art des apoptotischen Stimulus in die Verstirkung der von Caspase-8 initiierten
Aktivierung der apoptoseausfithrenden Caspasen involviert sein konnten.'”® Einige Zelltypen
(Thymozyten und embryonale Fibroblasten) bei Caspase-1 Knock-out-Mdusen weisen einen
reduzierten Fas-vermittelten Zelltod auf, was darauf hinweist, dass Caspase-8 hierbei
wenigstens teilweise iiber eine Aktivierung von proinflammatorischen Caspasen wirkt."”' Der

Todesrezeptor-Signalweg bendtigt vielleicht in manchen Zelltypen Caspase-1 und/oder
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Caspase-11 zur einwandfreien Ausfiihrung, wihrend diese bei anderen Zelltypen nicht
bendtigt oder iiberbriickt werden.'*®

An Miuse-Myozyten konnte gezeigt werden, dass eine Caspase-1-Uberexprimierung und
deren Aktivierung durch Hypoxie oder Endotoxine zu Apoptose fiihren kann.'>® '%
Stephanou et al. konnten an Kardiomyozyten zeigen, dass es sowohl im Rahmen von durch
simulierte Ischdmie induzierter als auch durch Interferon-Gamma induzierter Apoptose zu
einer Uberexpression des Transkriptionsfaktors STAT-1 kommt und in deren Folge zu einer
Aktivierung des Promotors des Caspase-1-Gens.'®® Die STAT-1-Signalkaskade wird damit —
und in Ubereinstimmung mit einigen anderen Untersuchungen — fiir die Expression von

Caspase-1 und Apoptose in bestimmten Zelllinien bendtigt.'®" 12

4.6 Fazit

In unserer Untersuchung wollten wir die Effekte einer Hemmung des proinflammatorischen
Zytokins IL-1p auf die Myokardfunktion an einem Ischdmie-Reperfusions-Modell
untersuchen. Als Grundlage fiir unsere Untersuchung diente eine Studie, in der die Gabe eines
selektiven ICE-/Caspase-1-Hemmers (Ac-YVAD-CHO) die postischdmische Erholung der
Myokardfunktion nach Stunning an isolierten Rattenherzen verbesserte; und zwar sowohl bei
Gabe vor Ischidmie und Reperfusion als auch bei alleiniger Gabe vor Reperfusion.”® Da sich
jedoch anhand der gewonnenen Daten kein Stunning nachweisen liell, konnen wir keine
Aussage zu Effekten einer ICE-/Caspase-1-Hemmung auf die Myokardfunktion in unserem
Modell treffen.

Zusammenfassend lassen sich wihrend myokardialer Ischdmie-Reperfusion sowohl eine

118, 119, 120, 121 132, 133, 134,

inflammatorische Reaktion
135, 136, 137

als auch ein apoptotischer Zelluntergang
nachweisen. Die inflammatorische Reaktion kann die myokardiale Funktion

beeintrachtigen, wie anhand einer betrdchtlichen myokardialen Protektion durch sowohl eine

123, 127, 128, 130

selektive Caspase-1-Hemmung als auch eine unselektive Caspase-Hemmung

122, 124, 126, 129, 131

bzw. Pancaspase-Hemmung gezeigt werden konnte. Eine Beeintrdchtigung

der myokardialen Funktion erscheint auch fiir den apoptotischen Zelluntergang denkbar.’” **

138, 145, 146

Die Enzymfamilie der Caspasen (= Cysteinyl-Aspartat-spezifische Proteasen) ist iiber die

proinflammatorischen und die proapoptotischen Caspasen an beiden Prozessen beteiligt.*> **

37 3% 39 Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-1p wird durch das Interleukin-

Konversionsenzym (ICE), auch Caspase-1 genannt, in seine aktive Form umgewandelt.”” **
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Die Synthese der IL-1B-Vorstufe und die Aktivierung von ICE/Caspase-1 finden wihrend
einer Ischdmie-Reperfusions-Situation statt: An Rattenherzen liel sich innerhalb von 15 bis
30 Minuten nach Ischdmiebeginn ein rascher Konzentrationsanstieg von IL-1B-mRNA
nachweisen. Die Konzentration dieser mRNA sank nach 24 Stunden wieder auf die
Ausgangswerte ab.”* IL-1p wird moglicherweise aber auch durch alternative enzymatische
Kaskaden gebildet, wie etwa Trypsin, Elastase und andere Proteasen, welche sich im
Allgemeinen in inflammatorischen Fliissigkeiten nachweisen lassen.'® Der Anteil dieser
Proteasen an der In-vivo-Umwandlung von prilL-1p in die Wirkform ist unbekannt, es wird
aber stets biologisch aktives IL-1 produziert. Neben der Beteiligung an
proinflammatorischen Prozessen gibt es fiir ICE/Caspase-1 Hinweise auf eine indirekte

Verstirkung der Signalkaskade der proapoptotischen Caspasen.'’ '3 155 136 157 170

zumindest Hinweis auf eine Mitwirkung bei Apoptose.'>!> 1% 138 139

Aus experimentellen Beobachtungen ldsst sich aber auch ableiten, dass unter bestimmten
Umstidnden Caspase-unabhidngige Mechanismen zu Apoptose fithren konnen. Dies konnte
dann zur Folge haben, dass in diesen Situationen die Caspase-Hemmer als antiapoptotische
Wirkstoffe nutzlos sind.* So konnten Sperandio et al. einen programmierten nicht-
apoptotischen Zelltod nachweisen, der sich durch Caspase-Hemmung nicht unterdriicken
lieB.'* Bei einer Untersuchung von Ruetten et al. an isolierten Rattenherzen wurde nach
spezifischer Hemmung von Caspase-3, einer ICE-dhnlichen Protease, eine signifikant
verbesserte postischimische Erholung der Myokardfunktion nach Stunning festgestellt.'®> Der
Schutzmechanismus schien ebenso unabhingig von Apoptose zu sein.

Es ist sehr wahrscheinlich, dass nicht ein einzelner Faktor, sondern vielmehr unterschiedliche
und vielfiltige Mechanismen zur Entwicklung der postischdmischen Einschriankung der
Myokardfunktion beitragen. Ungeachtet der Ergebnisse unserer Studie stellt die Hemmung
von proinflammatorischen Zytokinen eine klinisch relevante therapeutische Strategie zur

Reduktion von ischdmieinduzierter myokardialer Dysfunktion dar.
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8 Zusammenfassung

Wihrend myokardialer Ischdmie-Reperfusion lassen sich sowohl eine inflammatorische
Reaktion als auch ein apoptotischer Zelluntergang nachweisen. Die inflammatorische
Reaktion kann die myokardiale Funktion beeintrachtigen, und auch fiir den apoptotischen
Zelluntergang erscheint dies denkbar. Die Enzymfamilie der Caspasen (= Cysteinyl-Aspartat-
spezifische Proteasen) ist iiber die proinflammatorischen und die proapoptotischen Caspasen
an beiden Prozessen beteiligt. Das proinflammatorische Zytokin Interleukin-1f3 wird durch
das Interleukin-Konversionsenzym (ICE), auch Caspase-1 genannt, in seine aktive Form
umgewandelt. Neben der Beteiligung an proinflammatorischen Prozessen gibt es fiir
ICE/Caspase-1 Hinweise auf eine indirekte Verstirkung der Signalkaskade der
proapoptotischen Caspasen.

Die vorliegende Studie untersucht, ob die ICE-/Caspase-1-Hemmung mit der Substanz HMR-
3480 die Myokardfunktion nach Ischi@mie-Reperfusion verbessert. An thorakotomierten
Schweinen wurden der linksventrikuldre Druck (LVD), das Herzzeitvolumen (HZV) und der
koronare Blutfluss im Ramus interventricularis anterior (RIVA) und im Ramus circumflexus
(RCX) gemessen. Die regionale Wandfunktion wurde mittels Sonomikrometrie als systolische
Wandverdickung (SWV) und als systolische Wandverdickungsgeschwindigkeit (Vs) in der
Vorder- und in der Hinterwand bestimmt. Die Tiere wurden einer zehnminiitigen Okklusion
des RIVA unterzogen, gefolgt von vier Stunden Reperfusion. Die Substanz HMR-3480
(flussadaptiert, um koronare Plasmakonzentrationen von 10 pg/ml zu erzielen) oder das
Losungsmittel wurden wihrend der Ischimie und 60 Minuten Reperfusion (HMR/I+R, n=7;
Losungsmittel: KON, n=7) oder wéhrend der ersten 60 Minuten der Reperfusion (HMR/R,
n=6) iiber einen koronaren Seitenast in den RIVA infundiert. Die RIVA-Okklusion fiihrte in
allen Gruppen zu einer Verminderung der Parameter der regionalen Wandfunktion in der
Vorderwand, doch in der anschlieBenden Reperfusion erholte sich die Wandfunktion fast bis
auf Ausgangswerte. Der Blutfluss im RIVA wurde durch HMR-3480 nicht beeinflusst. Die
globale Myokardfunktion (LVSD, dP/dt, HZV) unterschied sich wihrend der Reperfusion
zwischen der Kontrollgruppe und den Interventionsgruppen nicht.

Anhand der gewonnenen Daten ldsst sich an unserem Ischd@mie-Reperfusions-Modell am
Schweineherzen in vivo keine signifikante Verminderung der Wandfunktion und damit auch
kein Stunning nachweisen. Ein Effekt der ICE-/Caspase-1-Hemmung durch HMR-3480 auf
die Erholung der Wandfunktion kénnen wir in unserer Untersuchung daher weder nachweisen

noch ausschliefen.
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