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1. Einleitung

Arbeitshypothese

Der Myokardinfarkt fiihrt zu komplexen strukturellen Verdnderungen des infarzierten
und nicht-infarzierten Myokardgewebes des linken Ventrikels, das so genannte
linksventrikulire =~ Remodeling (20, 21). Zahlreiche Prozesse tragen zum
linksventrikuldren Remodeling bei, wie zum Beispiel die neurohumorale Aktivitit und
Verianderungen der Extrazelluldrmatrix (6). In der Tat spielt die Kollagenmatrix eine
wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der linksventrikuldren Geometrie und der
strukturellen Anordnung der Kardiomyozyten. Die Regulierung von abgelagertem
Kollagen konnte eine effektive und therapeutische Strategie zur Hemmung des

schadlichen Prozesses der linksventrikuldren Dilatation darstellen.

Transforming growth factor (TGF)-B ist ein lokal erzeugtes Zytokin mit Einfluss auf
Heilungsprozess und Gewebsfibrose (1). TGF stimuliert die Proliferation von
Fibroblasten und die Produktion der Extrazellularmatrix (22). Die Expression von TGF
ist sowohl bei myokardialer Ischdmie als auch bei Myokardhypertrophie erhoht (4, 13).
Die funktionelle Rolle von TGF beim linksventrikuldren Remodeling ist unklar.
Wihrend TGF die Kardiomyozyten in vitro gegen die Ischdmie-Reperfusions-
Verletzung schiitzt (15), werden in zwei Modellen mit voriibergehender Uberexpression
von TGF-Inhibitoren beziiglich des linksventrikuldren Remodelings sowohl protektive

als auch schidliche Einfliisse von TGF beschrieben (12, 19).

Um die weitere Rolle und das therapeutische Potential der Anti-TGF-Behandlung zu
erkldaren, behandeln wir Méuse mit einem monoklonalen Antikérper (1D11), der alle
drei Subformen von TGF neutralisiert (3). Die Antikdrper werden entweder vor oder
nach der Induktion eines Myokardinfarktes intraperitonial appliziert, um den Effekt von

TGF im linksventrikuldren Remodeling zu untersuchen.



1.1. Myokardinfarkt

1.1.1. Definition und Ursachen

Bei einem Myokardinfarkt handelt es sich um eine Nekrose eines umschriebenen
Herzmuskelbezirkes, welche durch eine lédngerfristige Ischdmie entsteht (49). Die
auslosende Ursache fiir eine akute Myokardischdmie ist in der Regel eine Thrombose
auf dem Boden der Ruptur eines arteriosklerotischen Plaques einer Koronararterie. In
Ausnahmefillen konnen koronare Embolien, Koronaranomalien, Vasospasmen und
Gerinnungsstorungen (erworben oder angeboren) ursidchlich sein (51). Ein akuter
Myokardinfarkt bildet sich durch einen thrombotischen Verschluss eines
Koronargefdafles mit folgender Unterbrechung der Blutversorgung (52). Die Zeitdauer
des Koronarverschlusses, das Ausmall der koronaren Herzkrankheit, der
Sauerstoffverbrauch zum Zeitpunkt des Verschlusses und der Kollateralisierungsgrad
bestimmen die Infarktgroe. Der Beginn des Infarktes ist subendokardial im Zentrum
des Versorgungsgebietes der Koronararterie, danach findet eine Ausbreitung in den
Innenschichten und anschlieBend zum Epikard statt. Seine endgiiltige GroBe wird erst
nach einigen Stunden erreicht (49). Myokardinfarkte kommen praktisch nur im linken
Ventrikel vor. 50% sind anteroseptal (Vorderwandinfarkte), 30% posteroseptal
(Hinterwandinfarkte), 10% in der Seitenwand und 1% isoliert im Kammerseptum

lokalisiert. In 9% der Félle liegt eine Kombination der oben genannten Formen vor (54).

Unter Beriicksichtigung der Ausdehnung wunterscheidet man folgende

Infarktformen:

- Zirkumferenzinfarkte umfassen die gesamte Wand des linken Ventrikels und entstehen
durch einen DreigefiBverschluss (beide Aste der linken und die rechte Koronararterie)

- Transmurale Infarkte reichen vom Endokard bis zum Epikard

- Subendokardiale Infarkte, das heif3t nur die Innenschicht ist betroffen



Je nach Grofle spricht man von einem:

- Makroinfarkt: > als 2,5 cm Durchmesser

- Mikroinfarkt: < als 2,5 cm Durchmesser (54)

Die Herzmuskelnekrose zeigt verschiedene Zell- und Gewebeverdnderungen in einem

bestimmten zeitlichen Ablauf.

1.1.2. Patho- und Histopathologie des Myokardinfarktes

- Frischer Myokardinfarkt: In der ersten 30 bis 60 Minuten nach Ischdmiebeginn

entwickeln sich die ersten morphologischen Zeichen einer Zellschidigung in Form

eines Myokardfaserédems.

- Koagulationsnekrose: Nach 4 Stunden kommt es =zur Bildung einer
Koagulationsnekrose, die Kardiomyozyten zeigen ein homogenes eosinorotes
Zytoplasma, im Zwischengewebe finden sich zundchst Granulozyten und spéter

Makrophagen.

- Nekrosebildung: Nach 6 Stunden ist die Nekrose voll entwickelt, das Zytoplasma

weist eine sehr ausgeprigte Azidophilie auf. Ferner kommt es zu einem Verlust der
Querstreifung und zu einem Zerfall der Muskelfasern. Die Kerne sind zunichst
hyperchromatisch, spiter liegt eine Fragmentierung und Auflésung der Kernstruktur

vor. Es entwickelt sich im Nekrosebereich innerhalb von 24 Stunden ein

hdamorrhagischer Randsaum, der aus blutreichen Kapillaren und Hdmorrhagien besteht.

AnschlieBend kommt es zum Austritt von Leukozyten, der die ndchste Phase anzeigt.

- Myokardinfarkt in Organisation: Im Verlauf von 2 bis 3 Wochen wird die Nekrose
abgebaut und durch Granulationsgewebe ersetzt. Im Zentrum erkennt man Reste von
zerfallenen Myokardnekrosen, die von einem kapillarreichen Granulationsgewebe (nach
dem 10. Tag) eingeschlossen werden. Zwischen den Kapillaren findet man reichlich

Histiozyten, die Pigment (Hamosiderin, Lipofuszin) speichern.



Neu gebildete kollagene Fasern sind in dieser Phase nur spérlich vorhanden.

- Herzmuskelschwiele: Nach Monaten wird das Granulationsgewebe durch eine
unregelmifig begrenzte, zell- und kapillararme sowie kollagenfaserreiche Narbe ersetzt.
Die GroBBe der Narbe hingt von der Ausdehnung der urspriinglichen Myokardnekrose
ab. Zundchst erkennt man zarte, leicht gewellt verlaufende, kollagene Fasern, die spiter

in verdickte und hyalinisierte Fasern umgewandelt werden.

Nach Jahren schlieBen sich die alten Narben in kleinen Ansammlungen von Fettzellen
ein (55). Nach dem pathologischen Erscheinungsbild werden akute (6 Stunden bis zu 7
Tagen), sich in Heilung befindende (7 bis zu 28 Tagen) und abgeheilte (29 Tage und
alter) Infarkte unterschieden (53).

1.1.3. Remodeling

Sofort nach dem Auftreten des Myokardinfarktes beginnen sich GréfBe, Form und
Struktur des infarzierten, sowie spéter des nicht-infarzierten Bereiches des Ventrikels zu
verdndern. Es wird vom myokardialen Remodeling gesprochen, welches nach Infarkt
asymmetrisch verlduft (56). Der segmentale Verlust an kontraktiler Masse, die meistens
durch eine Koagulationsnekrose ersetzt wird, fiihrt in der Regel bei gro3en transmuralen
Infarkten innerhalb der 1. Woche zur Dehnung und Ausdiinnung des Infarktgebietes,
was auch als Expansion bezeichnet wird (57, 58). Patienten, die eine Infarktexpansion
aufweisen, besitzen eine hohere Préadisposition fiir das Auftreten von Aneurysmen,
Myokardrupturen und zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz (59, 60, 61). An eine
Infarktexpansion schlieBt sich eine fortschreitende Erweiterung des nicht infarzierten
Ventrikelabschnittes an, die abhidngig von der Grofe des Infarktes, von der
Infarktheilung und von der ventrikuliren Wandbelastung ist (57). Im infarzierten
Ventrikel liegt die grofte Wandbeanspruchung an der Grenze zwischen infarziertem
und nicht-infarziertem Myokard (62). Die Dilatation des Ventrikels kann als
Kompensationsmechanismus im Hinblick auf die Dysfunktion des Ventrikels
verstanden werden, um das Schlagvolumen trotz abnehmender Ejektionsfraktion

aufrechtzuerhalten (57).



AuBerdem setzt eine Hypertrophie des verbleibenden, nicht infarzierten Restmyokards
ein. Dadurch wird zunéchst die Kontraktionskraft gesteigert und entsprechend dem La-
Place-Gesetz, die Wandspannung gemindert. Trotzdem kann die Hypertrophie spiter
zur Maladaptation fiithren und das Fortschreiten der Herzinsuffizienz beglinstigen, in
dem durch eine relative Abnahme der Kapillardichte in Relation zur
Kardiomyozytenmasse eine Ischdmie und eine Verminderung der Koronarreserve
eintritt (63, 64). Das anfianglich bestehende Gleichgewicht zwischen der
kompensatorischen Dilatation und der Hypertrophie des Ventrikels gerdt schnell ins
Wanken, was Auswirkungen auf das Fiillungsvolumen des Herzens hat und die
ventrikuldre  Erweiterung und Dysfunktion vorantreibt (57). Neben der
kardiomyozytiaren Hypertrophie kommt es im nicht infarzierten Myokard zu Nekrosen
und Apoptosen, die eine weitere Progression der Herzinsuffizienz fordern (65, 66). Die
nekrotischen Herzmuskelzellen des Infarktgebietes bewirken schon wihrend der ersten
24 Stunden eine Komplementaktivierung, eine Zytokinfreisetzung, die Entstehung von
freien Radikalen, die Anlockung von Neutrophilen und Makrophagen sowie die Bildung
von Wachstumsfaktoren. Am 1. Tag nach Infarkt beginnen die Neutrophilen
einzuwandern und am 4. Tag beginnt das Granulationsgewebe in das Infarktgebiet
einzusprossen. Die Histiozyten, Fibroblasten und Kapillaren sind daran beteiligt, die
Nekrose zu beseitigen. Matrixmetalloproteinasen bauen unter anderem die interzellulére
Matrix ab. Der Zeitraum fiir die Eliminierung der Nekrose betrdgt ca. 4 - 6 Wochen.
Narbengewebe, das vorwiegend aus parallel angeordneten Kollagenfasern besteht,

ersetzt die Nekrose. Die Infarktnarbe ist gegeniiber dem nicht-infarzierten Myokard sehr

diinn (49).

1.1.4. Auswirkungen auf die Herzfunktion

Ein linksventrikuldrer Infarkt beeintrachtigt die linksventrikuldre Funktion, so dass das
linksventrikuldre Schlagvolumen abfillt und der linksventrikuldre Fiillungsdruck
ansteigt. Wiederum fithrt eine starke Verminderung des linksventrikuldren
Schlagvolumens zum  Absinken des Aortendruckes wund des koronaren

Perfusionsdruckes.



Dieser Prozess kann weitere myokardiale Ischdmiezustinde hervorrufen. AuBlerdem
bedingt ein vermindertes Schlagvolumen die Erh6hung der Nachlast, was sich negativ
auf das Schlagvolumen auswirkt und den myokardialen Sauerstoffverbrauch anhebt.
Die Unfahigkeit des linken Ventrikels sich regelrecht zu entleeren, erhoht die Vorlast
des Herzens, es besteht die Moglichkeit der Entwicklung eines Lungenddems.
Gleichzeitig wird durch die erhohte Vorlast das verbleibende nicht-infarzierte Myokard
gedehnt und das Schlagvolumen normalisiert sich fiir einen gewissen Zeitraum auf
Kosten einer reduzierten Ejektionsfraktion, wenn die Infarktnekrose nicht zu grof3 ist

(67).

1.1.5. Komplikationen nach Myokardinfarkt

Die ersten 48 Stunden nach Infarkt ist die geféhrlichste Zeitphase, 40% der Patienten

iberleben den ersten Tag nach Infarkt nicht.

I. Herzrhythmusstorungen

- Ventrikuldre Extrasystolen

- Ventrikuldre Tachykardien und Kammerflimmern

- Vorhofflimmern mit absoluter Tachyarrhythmia und der Gefahr von arteriellen

Embolie

- Bradykarde Herzrhythmusstérungen (AV-Block, Sinusbradykardie)

II. Linksherzinsuffizienz und deren Folgen

- Lungenstauung und Lungenddem

- Kardiogener Schock



III. Komplikationen bei ausgedehnter Nekrose

- Herzwandruptur mit Herzbeuteltamponade (hdufig gedeckte Perforation)

- Ventrikelseptumruptur

- Papillarmuskelnekrose sowie —abriss mit akuter Mitralklappeninsuffizienz

IV. Herzwandaneurysma

V. Frithperikarditis ,, Perikarditis epistenocardiaca“

V1. Postmyokardinfarktsyndrom ,,Dressler-Syndrom* mit Spatperikarditis / Pleuritis

VIL Persistierende oder rezidivierende Angina pectoris oder Infarktrezidiv



1.2. Herzinsuffizienz

Unter Herzinsuffizienz versteht man einen Zustand, bei dem das Herz trotz
ausreichendem vendsen Riickfluss nicht in der Lage ist, den unterschiedlichen
metabolischen Bediirfnissen des Korpers gerecht zu werden. Die Inzidenz und die
Privalenz der Herzinsuffizienz sind in Europa in den letzten Jahrzehnten bedingt durch
die demographische Verdnderung der Altersstruktur und die Verbesserung der

Akutbehandlung kardiovaskularer Erkrankungen stark angestiegen.

Pravalenz der symptomatischen Herzinsuffizienz
Rotterdam-Studie 1999
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Abbildung I: Die Abbildung zeigt die Pridvalenz der Herzinsuffizienz in der Allgemeinbevdlkerung
Hollands, Rotterdam-Studie 1999 (33).

Die chronische Herzinsuffizienz hat stadienabhidngig nach einem Krankheitsverlauf
iiber Wochen und Monate eine hohe Letalitit von 20-30% pro Jahr (34). Je nach
Beteiligung des rechten oder des linken Ventrikels am Pumpversagen des Herzens wird

zwischen einer Rechtsherz-, Linksherz- und einer Globalinsuffizienz unterschieden.



Nach dem Zeitverlauf differenziert man zwischen der akuten, meist schnell, binnen
weniger Minuten bis Stunden entstehenden, sowie der chronischen Herzinsuffizienz, die
sich innerhalb von Wochen bis Monaten entwickelt.

Ursachen der akuten Herzinsuffizienz:

- Erkrankung des Myokards, z. B. myogenes Pumpversagen bei Infarkt,
Septumruptur bei Infarkt, Myokarditis, Intoxikation z.B. Kalziumantagonisten
und B-Blocker

- Erkrankung des Klappenapparats, z. B. Papillarmuskelruptur bei Infarkt,
Klappendestruktion bei  Endokarditis, dekompensierte  Aortenstenose/
Mitralstenose,  Sehnenfadenabriss  (idiopathisch, ~ Mitralklappenprolaps,
Endokarditis), Prothesenfehlfunktion

- Erkrankung des Perikards, z. B. Herzbeuteltamponade infolge Ruptur der freien
Ventrikelwand bei Infarkt, Perikarditis, Typ-A-Aortendissektion, traumatisch

- Bradykarde / tachykarde Herzrhythmusstorungen

- Massive Lungenembolie

- Hypertensive Krise (35)

Die akute Dekompensation einer chronischen Herzinsuffizienz ist die hdufigste Ursache
einer akuten Herzinsuffizienz und eine der héufigsten Diagnosen unter den
internistischen Notféllen. Die intrinsische Kontraktilitdt des Myokards, die Vorlast, die
Nachlast und die Herzfrequenz determinieren die Pumpfunktion des Herzens (35).

Es wird zwischen der systolischen Herzinsuffizienz mit verminderter Ejektionsfraktion
und Ventrikeldilatation und der diastolischen Herzinsuffizienz mit verminderter
Relaxationsfdhigkeit des Ventrikels und/oder erhohter Kammersteifigkeit und

Behinderung der Ventrikelfiillung in der Diastole unterschieden (108).



Ursachen der chronischen Herzinsuffizienz:

¢ Chronische systolische Herzinsuffizienz

- Koronare Herzkrankheit, z.B. ischdmische Kardiomyopathie

- Erkrankung des Klappenapparats , z.B. Aortenstenose, Aorteninsuffizienz
und Mitralklappeninsuffizienz

- Kardiomyopathien, z.B. dilatative, inflammatorische, toxische, metabolische,
hypertrophe, tachykardieinduzierte, peripartale und immunologische
Kardiomyopathie

- Arterieller Hypertonus, sekundire Dilatation des hypertrophierten
linken Ventrikels

¢ Chronische diastolische Herzinsuffizienz

- Koronare Herzkrankheit

- Arterieller Hypertonus

- Erkrankung des Klappenapparats z.B. Mitralstenose

- Perikarditis constrictiva z.B. idiopathisch, nach aortokoronarem Bypass,

Tuberkulose, bestrahlungsinduziert, immunologisch

- Hypertrophe Kardiomyopathie

- Restriktive/infiltrative Kardiomyopathie (35)
Die koronare Herzkrankheit steht als Hauptursache der systolischen Herzinsuffizienz
und die arterielle Hypertonie als Hauptursache der diastolischen Herzinsuffizienz im

Vordergrund (34).

1.2.1. Kompensationsmechanismen des insuffizienten Herzens

Aufgrund  kardiovaskuldrer = Erkrankungen kommt es zu Druck- und
Volumenbelastungen am Herzen, welche im Verlauf zu myokardialer Schiadigung und
Funktionsbeeintrachtigung hervorrufen. Um die Herzfunktion aufrechtzuerhalten,
werden verschiedene pathophysiologische Mechanismen aktiviert, die zunéchst eine
ausreichende Versorgung aller Organe und Gewebe sicherstellen und spéter beim
Uberschreiten kritischer Grenzen der Myokardhypertrophie zur Progression der
Herzinsuftizienz fiihren.
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Das Herz antwortet auf die erhohte Arbeitsbelastung mit den folgenden
Kompensationsmechanismen

* Mechanische Anpassungsreaktion

Eine wichtige Anpassung an die vermehrte Druck- oder Volumenbelastung des Herzens
sowie an den Verlust von kontraktiler Muskelmasse nach Myokardinfarkt stellen die
ventrikuldre Dilatation und Hypertrophie dar (36). Dieser adaptive Prozess verandert die
Dimensionen und die Form des Herzens (37). Nach dem Laplace-Gesetz kommt es
somit bei einer primdren Erhohung des Ventrikeldurchmessers durch eine
Volumenbelastung zu einer Hypertrophie mit einem unverdnderten oder sogar erhhten
Verhiltnis zwischen Radius und Wanddicke des Ventrikels (exzentrische
Hypertrophie). Bei einer primdren Druckbelastung stellt sich eine Verminderung des
Verhiltnisses zwischen Radius und Wanddicke ein. Dies ist charakteristisch fiir eine
konzentrische Hypertrophie (49). Nach dem Laplace-Gesetz ist die Wandspannung
proportional zum Druck und Radius sowie umgekehrt proportional zu
Wanddicke. Die Wanddickenzunahme durch eine Myokardhypertrophie senkt die
Wandspannung. Die Kontraktilitdt ist umgekehrt proportional zur systolischen
Wandspannung. Die Wanddickenzunahme fiihrt initial zu einer Aufrechterhaltung der
systolischen Myokardfunktion und einer Herabsetzung der Wandspannung (49).
Chronische Druckbelastung bzw. Volumenbelastung fiihren zu einer Erhéhung der
Wandspannung. Bei inaddquater Zunahme der Wandspannung reicht die Hypertrophie
nicht aus und dieser Vorgang geht in eine kontraktile Dysfunktion iiber (39, 40).
Bei Volumenbelastung des Myokards kommt es zu einem seriellen, nacheinander
geschalteten Wachstum der Sarkomere. Im Gegensatz dazu, fithrt die primére
Druckbelastung zu einem parallelen Zuwachs der Sarkomere. Es ist bekannt, dass eine
grofe  Anzahl  neurohumoraler = Aktivatoren, @ wie  z.B.  Noradrenalin,
Schilddriisenhormone, Angiotensin II, Wachstumsfaktoren, Radikale und mechanische
Reizung, eine Myokardhypertrophie induzieren kann (109, 110, 111, 112). Diese
Stimuli verursachen Verdanderungen in der Genexpression und in der Proteinsynthese, es
erfolgt eine liberproportionale Zunahme bestimmter Gene bzw. Proteine, so genannter
Hypertrophiemarker. Zu diesen zéhlen u.a. ANP, B-Tropomyosin, atriales MLC, -
MHC und skelettales Muskel-a-Aktin (113).
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Neben der kardiomyozytiren Hypertrophie findet auch eine Zunahme des
Kollagenvolumens statt, insbesondere bei chronischer Druckbelastung (118).
Aldosteron, Angiotensin II, Superoxidanionradikale und Wachstumsfaktoren regen das
Fibroblastenwachstum mit einer vermehrten Bildung von Kollagen an (114, 115, 116,
117). Zu Beginn der Herzhypertrophie verhindert die Einlagerung des zugfesten und
wenig dehnbaren Kollagens eine weitere Ventrikeldilatation. Das Fortschreiten der

Kollageneinlagerung bedingt aber nachfolgend eine Relaxationsstorung und
Fiillungsstorung des Ventrikels (119). Die Umkehr der anfangs positiven Wirkungen
der Hypertrophie wird vor allem durch eine relative Abnahme der Kapillardichte in
Bezug auf die entstandene kontraktile Masse verursacht. Energieangebot und
Energiebedarf stehen dann im Widerspruch zueinander, Myozytennekrosen setzen ein,
und die interstitielle Fibrose schreitet voran. AuBerdem entwickeln die
intramyokardialen Koronararterien eine Mediazunahme sowie eine perivaskulire
Fibrose, die durch die hypertrophiebedingte Druckbelastung erzeugt werden. Weitere
Myokardischdmien und damit verbundene Myozytenverluste konnen die Folge sein.

* Neurohumorale Anpassungsreaktion

Die neurohumorale Aktivierung ist ein wichtiger Kompensationsmechanismus zur
Aufrechterhaltung der Herzfunktion. Die korperliche Anstrengung gilt als stérkster
Stimulus fiir die Aktivierung des sympathischen Nervensystems. Dieses antwortet mit
einer erhohten Freisetzung von Katecholaminen, v.a. Noradrenalin (38). Das Myokard
wird durch kardiale sympathische Nervenfasern aktiviert und wirkt selbst als endokrines
Organ, indem es zu erhohten Noradrenalinkonzentrationen im Plasma beitragt (121).
Uber vaskulire a-Rezeptoren steigert Noradrenalin die peripheren GefiBwiderstinde
mit anschlieBender Erhohung des diastolischen und systolischen Blutdrucks (122).
Vorwiegend iiber 1-Rezeptoren beeinflusst Noradrenalin die Kontraktionskraft und die
Frequenz des Herzens (120). Dadurch wird filir eine gewisse Zeitspanne die
Durchblutung der lebenswichtigen Organe, wie z.B. von Herz und Gehirn,
aufrechterhalten, jedoch fiihrt eine stdndige Stimulation mit Katecholaminen zur
Desensibilisierung bis hin zum Abbau der -Adrenozeptoren am Herzen, es kommt zu
einer Abnahme der B-Rezeptoren (Downregulation) (120). Der positiv inotrope und
positiv chronotrope Effekt von -Agonisten wird vermindert.

12



Die arterielle Vasokonstriktion erhoht die Nachlast, so dass sich das Schlagvolumen
reduziert und der Energiebedarf des Myokards ansteigt. Die vendse Vasokonstriktion
hat eine Vorlasterhdhung mit konsekutiver Odembildung zur Folge (123). Weitere
Auswirkungen der Noradrenalinfreisetzung sind Kardiomyozytenhypertrophie und
Apoptose, die das Fortschreiten der Herzinsuffizienz fordern (124, 125). Eine Abnahme
der Herzauswurfleistung aktiviert das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (49).
Allgemein bewirkt es eine Vasokonstriktion, die anfanglich wiederum die Perfusion der
lebenswichtigen Organe sicherstellt und eine Wasserretention, welche die Vorlast
erhoht und damit die Kontraktionskraft des Myokards durch Dehnung der
Herzmuskelfasern steigert. In Anlehnung an den Frank-Starling-Mechanismus ist ein
dilatierter Ventrikel in der Lage mit geringerer Faserverkiirzung ein unverdndertes
Schlagvolumen zu erreichen (38). Es gelingt einem erweiterten Ventrikel jedoch nur bis
zu einem gewissen Radius ein ausreichendes Schlagvolumen zu erzeugen.

Die renale Reninfreisetzung aus den juxtaglomeruldren Zellen geschieht bei einem
Abfall des intrarenalen  Perfusionsdruckes, bei einer Reduktion der
Natriumkonzentration in den proximalen Anteilen des distalen Tubulus und durch
Stimulation der f1-Rezeptoren der juxtaglomeruldren Zellen. Renin wandelt das in der
Leber gebildete Angiotensinogen in Angiotensin I um. Das Angiotensin I wurde mit
Hilfe des Angiotensin-Converting-Enzyms in Angiotensin II umgesetzt. Angiotensin II
wirkt {iber AT1- und AT2-Rezeptoren, wobei die meisten Organe ATI1-Rezeptoren
besitzen, welche Effekte wie Vasokonstriktion, Katecholaminausschiittung,
Hypertrophie und Hyperplasie vermitteln. AT2-Rezeptoren verhelfen zu
antiproliferativen Wirkungen (120). Angiotensin II aktiviert die Aldosteronfreisetzung
durch die Bindung an ATI1-Rezeptoren in der Nebenniere, es bewirkt eine renale und
systemische Vasokonstriktion, eine Freisetzung von Noradrenalin aus dem
sympathischen = Nervensystem sowie eine Myozytenhypertrophie und eine
Myozytenapoptose (126, 111, 127). Die Herzauswurfleistung wird aufgrund der von
Angiotensin  II  vermittelten vasokontriktorischen Wirkung auf die glatte
GefaBmuskulatur und der direkten Katecholaminfreisetzung, die eine Nachlast- und
Vorlasterh6hung als auch eine kardiale Desensibilisierung von -Rezeptoren verursacht,
letztendlich negativ beeinflusst.
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Die Kontraktilitit verschlechtert sich, der Sauerstoff- und der Energiebedarf des
Myokards erhoht sich. Die Vorlasterhdhung durch Aldosteronwirkung tragt im Laufe
der Zeit zu Stauungen im groflen und spéter kleinen Kreislauf bei. Zytokine, wie z.B.
Tumornekrosefaktor, Interleukine und TGF-B8, sind bedeutsam fiir die Entwicklung der
Herzinsuffizienz. Diese Molekiile werden als proinflammatorische Zytokine bezeichnet
und vor allem von Makrophagen sezerniert. Zytokine kdnnen in Kardiomyozyten
synthetisiert werden. Stimuli fiir die Synthese von Zytokinen in Kardiomyozyten sind
mechanische Dehnung, Hypoxie, oxidativer Stress, Angiotensin II, Katecholamine und
Endotoxin. Im gesunden Myokard werden keine Zytokine freigesetzt. Zytokine tragen
chronisch zum Myokardumbau bei. Uber eine Freisetzung freier Sauerstoffradikale und
eine Aktivierung des MAP-Kinase- Signaltransduktionsweges bewirken Zytokine eine
Myokardhypertrophie, die myokardiale Expression fetaler Gene, eine interstitielle
Fibrose und einen Untergang von Kardiomyozyten durch Apoptose (49). Ein
wesentlicher Mechanismus flir den myokardialen Gefligeverlust ist dabei eine TNF—
induzierte Aktivititsdanderung von Matrixmetalloproteinasen und ihren Inhibitoren mit
konsekutivem Strukturverlust des myokardialen Bindegewebes. Teilweise sind diese
Effekte iiber eine Aktivierung des Renin—Angiotensin-Systems und eine Freisetzung

von TGF-B vermittelt.
1.3. Arteriosklerose

1.3.1 Definition der Arteriosklerose

Die Arteriosklerose stellt einen systemischen Prozess der groferen und mittleren
muskuldren und elastischen Arterien dar. Laut WHO handelt es sich um eine variable
Kombination von Verdnderungen der Intima im Sinne herdférmiger Ansammlungen
von Fettsubstanzen, komplexen Kohlenhydraten, Blut, Blutbestandteilen, Bindegewebe
und Kalziumablagerungen, verbunden mit Verdanderungen der Arterienmedia (28). Die
Entstehung der Arteriosklerose erstreckt sich iiber Jahrzehnte und kann besonders in

industrialisierten Landern bereits im Kindesalter beginnen.
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1.3.2 Pathophysiologie der Arteriosklerose

Arteriosklerotische Lésionen entstehen an bevorzugten Stellen im Kreislaufsystem und
fiihren dann in Abhéngigkeit des betroffenen Gefdllbettes und Ausmall der
Verdnderungen zu charakteristischen klinischen Manifestationen. Betrifft die
Arteriosklerose die Herzkranzgefdle, dann kommt es typischerweise zu den
Symptomen einer Angina pectoris bis hin zu einem Myokardinfarkt. In den letzten
Jahren wurden zahlreiche experimentelle Modelle entwickelt, die jedoch stets nur einen
Teilaspekt der komplexen Vorgidnge der Arterioskleroseentwicklung beschreiben.
Entsprechend konkurrieren die verschiedenen Hypothesen nicht miteinander, sondern
betonen die verschiedenen Aspekte der Pathogenese (47). Der arteriosklerotische
Prozess muss als ein hoch komplexer und aktiver Vorgang betrachtet werden, bei dem
die Lipidakkumulation nur einen Teilaspekt neben der endothelialen Dysfunktion und
einer inflammatorischen Reaktion darstellt. Im Zentrum der Entwicklung einer
arteriosklerotischen Léasion steht auf der einen Seite das Endothel, als die
Gefiallinnenwand auskleidende Schicht und auf der anderen Seite ein lokaler, wie auch
systemischer inflammatorischer Prozess (29, 30, 31). Bluthochdruck, Diabetes mellitus,
und Hypercholesterinimie, sowie Rauchen, Bewegungsmangel, Ubergewicht, fettreiche
Erndhrung, Stress, hoheres Alter und das Geschlecht fordern die Entstehung von
Arteriosklerose, ebenso wie eine genetische Disposition und Hyperhomozysteindmie
(48). Die Manifestation der Arteriosklerose an den Herzkranzgefillen fiihrt zur
koronaren Herzkrankheit mit den Folgen von stabiler/instabiler Angina pectoris und

thren Komplikationen.
1.4. Koronare Herzkrankheit

Die koronare Herzkrankheit ist die Manifestation der Arteriosklerose an den
Koronararterien. Es handelt sich hierbei um eine chronische Erkrankung, die sich durch
den schleichenden Prozess der Arteriosklerose im Verlauf von Jahrzehnten

fortschreitend verschlechtert.
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Obwohl wesentliche Fortschritte in Diagnostik und Therapie der durch Arteriosklerose
verursachten Krankheiten gemacht werden, ist sie die derzeit hdufigste Erkrankungs-
und Todesursache besonders bei Ménnern iiber dem 40. und bei Frauen iiber dem 50.
Lebensjahr. Es gibt gro3e Unterschiede von Land zu Land in der Inzidenz der koronaren
Herzkrankheit und den kardialen Todesfillen, wie die MONICA-Studie anhand von
Untersuchungen in 21 Léndern auf 4 Kontinenten zeigt (27). Bei der koronaren
Herzkrankheit handelt es sich um Ablagerungen in den GefiBwinden, die zu einer
Verringerung des GefaBinnendurchmessers und einer Versteifung der Geféalle fiihren.
Infolgedessen kann die Durchblutung der Herzmuskulatur (Myokard) beeintréchtigt
werden, so dass die Sauerstoffversorgung unter Umstinden nicht ausreichend ist. Es
entsteht ein Missverhéltnis zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot, welches
als Koronarinsuffizienz bezeichnet wird. In Folge des Sauerstoffmangels im
Herzmuskelgewebe kommt es zu einer Myokardischdmie und den hieraus
resultierenden klinischen Bildern der Angina pectoris und des Myokardinfarkts mit den
Komplikationen wie z.B. Herzinsuffizienz, malignen Herzrhythmusstérungen bis hin
zum plotzlichen Herztod. Obwohl Patienten mit einer koronaren Herzerkrankung
typischerweise erst nach dem 40. Lebensjahr Symptome entwickeln, sind
arteriosklerotische Verdnderungen schon sehr viel frither nachweisbar, wie in
histopathologischen Untersuchungen an Leichenherzen jlingerer Individuen gezeigt
werden kann (42 ,43, 44, 45, 46). Mit einer Sauerstoffunterversorgung eines Areals,
welches von einem stenosierten Gefall versorgt wird, ist erst ab einer Koronarstenose
von mehr als 50% des Gefdllumens zu rechnen. Sind mehr als 75% des Gefél3lumens
eingeengt (,.kritische Stenose), tritt ohne ausreichende Kollateralisierung (Bildung von
den Herzmuskel mit Sauerstoff versorgenden Nebengefdllen) eine belastungsabhénige
Angina pectoris auf. Bei einem akuten Verschluss von 100% tritt meist ein Infarkt mit
einer absoluten Sauerstoffunterversorgung des Herzmuskelgewebes auf, welche ein
Absterben des entsprechenden Herzmuskelareals zur Folge hat (49, 50). Allerdings
fiihren arteriosklerotische Verdnderungen nicht zwangsweise zu einer klinischen

Symptomatik.
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1.5. Zytokine

Bei den Zytokinen handelt es sich um eine Gruppe kleiner Proteine, die zwar
strukturelle Unterschiede zeigen, aber wegen ihrer vergleichbaren physiologischen
Wirkungen zusammengefasst werden konnen. Zur Gruppe der Zytokine zdhlen unter
anderen Interleukine (IL), Interferone (IFN), Chemokine, Kolonie-Stimulierende-
Faktoren (CSF), Tumornekrosefaktoren (TNF) und die transformierenden
Wachstumsfaktoren (TGF). Zytokine erreichen ihr Ziel durch ein Zusammenspiel von
Transkriptionsfaktoren und Zielgenen im Zellkern, welches schlielich zur DNA-
Synthese, Zellteilung oder aber zur Expression differenzierungsspezifischer Proteine

fiihrt.

1.5.1. Transforming Growth Factor B

Bei TGF-B handelt es sich um ein multifunktionelles Zytokin, welches in flnf
verschiedenen Isoformen (TGF-B1-5) bekannt ist. TGF-B wurde urspriinglich als ein
Faktor identifiziert, der das Wachstum von Fibroblasten in Kulturen unterstiitzt (76).
Die Mitglieder der TGF-B-Familie sind Homodimere und weisen untereinander eine 60-
80%ige Ahnlichkeit in ihren Aminosiduresequenzen auf. Dabei sind fiinf Isoformen
bekannt, TGF-B1-3 in Saugetieren, TGF-B4 im Huhn und TGF-B5 im Krallenfrosch,
wobei die kodierenden Gene dieser Isoformen auf verschiedenen Chromosomen liegen.
Das Gen fiir TGF-B1 liegt in der Region 19q13, das fiir TGF-B2 in der Region 1g41 und
das fir TGF-B3 in der Region 14q24 (68). TGF-B wird wie auch die anderen Mitglieder
der Superfamilie von verschiedensten Zellen in Form eines inaktiven Vorstufen-
Proteins synthetisiert (70). Hierbei ist ein sog. LAP (latency associated peptide), ein aus
278 Aminosduren bestehendes Propeptid, mit dem eigentlichen bioaktiven TGF-8
Peptid assoziiert. LAP hidlt TGF-B in einer latenten und inaktiven Form, die dann nicht
an Membranmolekiile oder Rezeptoren binden kann. Der latente TGF-B Komplex
beinhaltet auBerdem eine dritte Komponente, ein groBes Glycoprotein, das als LTBP
(latent TGF-B binding protein) bezeichnet wird und iiber Disulfidbriicken mit dem LAP

verbunden ist.
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LTBP wird fiir die Latenz des TGF-B Komplexes nicht bendtigt, spielt aber bei
Sekretions- und Aktivierungsprozessen eine wichtige Rolle. LTBP assoziiert sehr stark
mit der Extrazelluldrmatrix und vermittelt somit eine Speicherung von latentem TGF-f3
in derselben. Latentes TGF- wird in vitro mittels Saure, Alkali, Hitze oder Proteolyse
aktiviert. An physiologischen Aktivierungsmechanismen sind vermutlich Plasmin oder
Thrombospondin beteiligt (77, 78). Die aktivierte TGF-f Isoform entspricht dem C-
terminalen Ende des jeweiligen Vorldufermolekiils und besteht aus 112 Aminosduren
(71). Die Abbildung II zeigt die TGF-B1- Struktur mit den zysteinreichen Monomeren
(32,74, 75).

Abbildung II: Von der NMR-Struktur des humanen TGF-B1 abgeleitetes Ribbon-Diagramm (Protein-
Datenbank Eintrag 1KLC). In griin und blau sind die beiden TGF-8 Monomere dargestellt, die
verbindende Disulfidbriicke in der Mitte ist gelb markiert (32).
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1.5.1.1. Mitglieder der TGF-B Superfamilie

Die TGF-B Superfamilie umfasst neben den TGF-B Isoformen insgesamt iiber 30
Proteine, die strukturell &hnliche, aber dennoch funktional unterschiedliche
Wachstumsfaktoren reprisentieren und eine Vielzahl zelluldrer Verhaltensweisen
regulieren. Zu nennen sind hier unter anderen die BMPs (bone morphogenetic proteins),
Dpp (decapentaplegic), die GDFs (growth/differentiation factors), GDNF (glial derived
growth factor), Aktivine und Inhibine, AMH (anti muellerian hormone) und Nodal (72,
73). Diese Molekiile treten in der Regel als ca. 25 kDa groe Dimere auf, die durch eine
einzelne Disulfidbriicke zwischen den Monomeren stabilisiert sind. Die Monomere
besitzen eine cysteinreiche Knotenstruktur, die ithnen extreme Kompaktheit verleiht (74,

75).

1.5.2. TGF-B-Signalweg

Die Wirkung von TGF-B auf die Zielzelle wird iiber Rezeptoren in der Zellmembran
vermittelt, welche eine extrazellulire Doméne zur Bindung des Liganden, eine
transmembranidre und eine zytoplasmatische, Serin/Threonin-Kinase tragende Doméne
besitzen. TGF-f bindet zuerst an den Typ II Rezeptor, welcher dann durch seine
Kinasedomine den Typ I Rezeptor (in seiner GS-Doméne) phosphoryliert und somit
aktiviert. Es entsteht vorriibergehend ein Komplex aus Rezeptor I und II. Ohne den Typ
I Rezeptor ist eine Bindung des Liganden an den Typ I Rezeptor offenbar nicht
moglich (69).

1.5.2.1. Smad - Proteine

Eine Reihe von zytoplasmatischen Proteinen kénnen mit den Rezeptoren in Interaktion
treten. Die Familie der Smad-Proteine ist hier als die wichtigste Gruppe zu nennen. Der
Name SMAD leitet sich von MAD, einem Drosophila-Protein (mothers against
decapentaplegic) und von SMA (smaller worms), einem Gen aus Caenorhabditis ab.

Smads sind Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 42 kDa und 60 kDa.
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Charakteristisch fiir die Smad-Proteine ist das Vorhandensein von zwei homologen
Doménen, jeweils am Amino- und Carboxy-Ende, welche als MHI1 bzw. MH2 (mad
homology domains) bezeichnet werden (285). Nach ihren funktionellen Eigenschaften

werden die Smads in drei Gruppen eingeteilt:

- Rezeptor-aktivierte ,,R-Smads* (Smadl, Smad2, Smad3, Smad5, SmadS)
- Co-Smads (Smad4)
- Inhibitorische Smads ,,I-Smads‘ (Smad6, Smad?7) (79)

Aus der Gruppe der R-Smads sind fiir den TGF-B Signalweg vor allem Smad2 und
Smad3 von Bedeutung. Die Aktivierung der R-Smads durch den Typ I Rezeptor erfolgt
durch Phosphorylierung von zwei Serinresten am Carboxy-Ende. Smad2 und Smad3
bilden iiber ihre MH2 Doméne einen Komplex mit dem Membranassoziierten Protein
SARA (smad-anchor for receptor activation), wodurch die Annidherung der R-Smads an
die Kinase des Typ I Rezeptors vermittelt wird (79, 80). Die phosphorylierten R-Smads
(Smad2 und Smad3) oligomerisieren dann mit dem Co-Smad4 und bilden einen Smad-
Proteinkomplex, welcher in den Zellkern geht, um dort auf DNA-Ebene die
Genexpression zu beeinflussen. Interessanterweise kann Smad4 nur im Komplex mit R-
Smads in den Zellkern gelangen, wohingegen die R-Smads auch ohne Smad4 in den
Nukleus translokieren konnen. Smad4 ist dennoch weniger als Transporter anzusehen,
sondern eher an der Regulation der Genexpression beteiligt (79). Angesichts der
komplexen Interaktionen der TGF—B-aktivierten Smads ist es deshalb gut
nachvollziehbar, dass TGF-B iiber verschiedene Signalwege die Genexpression
beeinflussen kann. Die I-Smads (Smad6/7) antagonisieren den TGF-B- Signalweg,
indem sie die Phosphorylierung der R-Smads bzw. die Bindung an den
Rezeptorkomplex verhindern (80). So lisst sich durch Uberexpression von Smad7 in
der Zelle die TGF—B-Signaltransduktion {iber die Smad-Proteine blockieren und somit
auch einige typische TGF-B-Effekte, wie z.B. die Wachstumsinhibition (81) oder die
SBE (smad-binding Element)-Aktivierung induzieren. Dabei wird die Transkription der
[-Smads durch TGF-B selbst induziert, so dass hier ein negativer Feedback-

Regulationsmechanismus vorliegt.
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Abbildung III: Schematische Darstellung der TGF—B-Rezeptoren und der Smad—Proteine.

1.5.3. Funktionen von TGF - B

Bei der ersten Entdeckung von TGF- dachte man, dass TGF-B ausschlieBlich eine
Rolle bei der Tumorentwicklung spielt. Heute weill man, dass TGF-f eine Vielzahl von
Wirkungen auf fast alle Zellen hat und viele physiologische Prozesse reguliert (84, 85,
86, 87, 89, 91).
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Verschiedene Zellen konnen auf das gleiche TGF-f Protein auf vollig unterschiedliche

Weise reagieren:

- Stimulierung der Zellproliferation

- Inhibition der Zellproliferation und der Differenzierung einiger Zellen
- Stimulation der Differenzierung einiger anderer Zellen

- Stimulation der Zellmigration

- Potenter Wachstumsregulator z.B. im Bindegewebe

Die Effekte von TGF-B auf Zellproliferation und Zelldifferenzierung haben

wahrscheinlich mehrere Wirkungsmechanismen (96, 97):

- Induktion der Synthese und Sekretion vieler Proteine der Extrazelluldrmatrix
(Kollagene, Fibronectin, Thrombospondin, Tenacin, Osteopontin, Osteonectin und

Proteoglykane)

- Durch die Erhohung der Expression vieler Integrine (Zell-Adhdsions-Rezeptoren)
kommt es zu vermehrter Zelladhédsion und zu Genexpression. Durch Integrin vermittelte

intrazelluldre Signalgebung kommt es zur Zelldifferenzierung.

- Abnahme der Proteasen-Aktivatoren und Zunahme der Proteasen-Inhibitoren

- Durch die chemotaktische Wirkung, vor allem auf Monozyten und Fibroblasten,
beeinflusst TGF— insbesondere die Wundheilungs- und Gewebsregenerationsprozesse,

sowie das Immunsystem und die Organ- und Gewebsentwicklung (83, 98).

1.5.3.1. TGF - B im Immunsystem

TGF-B besitzt eine immunmodulatorische Funktion. Fast alle Immunzellen, wie
Monozyten und Lymphozyten synthetisieren TGF—1. Zielzellen dieser latenten Form
des TGF-B sind nicht nur Immunzellen, sondern auch Gewebszellen, wie

Endothelzellen oder Tumorzellen.
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Die Lymphozyten und besonders die Monozyten besitzen wahrscheinlich die benétigten
Proteasen, um die latente Form des TGF-P zu aktivieren (84, 86, 89, 99, 100, 101, 102).
Die potenteste Wirkung des TGF-f auf Lymphozyten ist der antiproliferative Effekt.
TGF-f inhibiert die Proliferation von T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Thymuszellen,
Granulozyten und NK-Zellen (89, 91, 93, 94, 95, 98). Ferner verringert TGF-f die
Expression vieler Zytokine, die eine potentielle Wirkung auf die aktivierten Zellen
haben. So inhibiert TGF-B die Effekte und/oder Produktion von INFy, TNF-a, TNF-f3,
IL-1, IL-2, IL -3 und die Expression des IL-2 Rezeptors (88).

1.5.3.2. TGF-B in der Embryogenese

Die Funktionen von TGF-f sind in der Embryogenese sicherlich vielfiltig.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass TGF-B an der Differenzierung von
undifferenzierten Mesenchymalzellen in z.B. Chondrozyten oder Osteoblasten mitwirkt
(83, 103). Ferner wird TGF-B wihrend der Embryogenese auch in Epithelzellen
synthetisiert, so dass angenommen werden kann, dass TGF-3 auch bei der Entwicklung
von komplexen epithelialen Strukturen, wie Lunge oder Brustdriise eine wichtige Rolle

spielt (87).

1.5.3.3. TGF-B in der Tumorentstehung

In der Tumorentstehung scheint der Effekt von TGF-f weniger in der
Tumorentwicklung zu liegen, als in der Beschleunigung des Tumorwachstums. Dieser
Effekt beruht hauptsidchlich auf der durch TGF-f induzierten Synthese der
Extrazelluldrmatrix (85, 99, 104, 105, 106, 107). TGF-8 gilt allerdings als der

wirksamste fibrogene Mediator und ist wichtig fiir die Synthese vieler Proteine.
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1.6. Matrixmetalloproteinasen

Matrixmetalloproteinasen gehdren zur Familie der Zink-beinhaltenden Endopeptidasen.
Sie benétigen Calcium fiir ihre Stabilitit. Diese Enzyme bewirken den Abbau der
Extrazellulirmatrix. Uber 25 verschiedene Mitglieder, die bis heute identifiziert sind,
werden nach Substratspezifitit in bestimmte Klassen eingeteilt. Es existieren
Kollagenasen,  Gelatinasen,  Stromelysine  und  Elastasen. @ Die  meisten
Matrixmetalloproteinasen stellen zundchst Proenzyme dar, die per Sekretion in den
Extrazelluldirraum gelangen und anschlieBend durch enzymatische Spaltung aktiviert
werden. Im Gegensatz dazu stehen die membrangebundenen Matrixmetalloproteinasen,
welche schon im aktiven Zustand vorliegen. Die Synthese der MMPs im Herz erfolgt
dort in allen vorhandenen Zellen, wie in Kardiomyozyten, Fibroblasten, Endothelzellen
und Entziindungszellen (128, 129). Die Zusammensetzung der kardialen
Extrazelluldrmatrix besteht aus Matrixproteinen wie Kollagen, Laminin, Fibronektin,
Chondroitinsulfat als auch aus  Basalmembranproteinen, Proteoglykanen,
Glykosaminoglykanen und bioaktiven Signalmolekiilen (130, 131). Sie unterstiitzt die
Anordnung und Ausrichtung der Kardiomyozyten, so dass eine Kraftiibertragung
zwischen benachbarten Kardiomyozyten erfolgen kann und damit eine optimale
Herzarbeit moglich ist (132). Eine Kontaktaufnahme der Matrix mit kardialen Zellen
findet {iber Integrinrezeptoren statt (133). Kardiale Fibroblasten regulieren den Zustand
der Extrazelluldrmatrix durch Synthese und Platzierung von Matrixmolekiilen, durch
den Abbau der Matrix per Sekretion von Matrixmetalloproteinasen sowie durch die
Erhaltung der mechanischen Spannung des Kollagennetzwerkes (134). Die Synthese
und der Abbau der Extrazelluldrmatrix befinden sich normalerweise im Gleichgewicht,
jedoch kann diese Balance im Rahmen einer Herzinsuffizienz oder nach Myokardinfarkt
zerstdrt werden. Mit zu den Hauptverursachern fiir die Anderung der Zusammensetzung
der Extrazelluldrmatrix zdhlen die Matrixmetalloproteinasen. Eine umfangreiche Studie
mit Ratten protokolliert zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Myokardinfarkt diverse
MMP-Spiegel, dabei liegen MMP-2, MMP-9 und MMP-13 zu jedem Zeitpunkt iiber
den Kontrollwerten (135). Patienten mit akutem Myokardinfarkt zeigen erhohte
Plasmaspiegel von MMP-9 (136).
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Die Plasmaspiegel von herzinsuffizienten Personen weisen, im Vergleich zu Gesunden,
Erh6éhungen von MMP-8 und MMP-9 auf (137). Die pharmakologische Ausschaltung
von MMPs in Miusen und Kaninchen erzielt auch eine reduzierte ventrikuldre
Dilatation nach Myokardinfarkt (140, 138). Die zahlreich durchgefiihrten
tierexperimentellen MMP-Inhibitorbehandlungen nach Myokardinfarkt zeigen eine
Reduktion des kardialen Remodelings, die Kardiomyozytenhypertrophie und die
Wanddickenabnahme nehmen wenig zu, die linksventrikuldre Dilatation begrenzt sich

und damit wird die linksventrikuldre Pumpfunktion nur leicht eingeschrankt (138, 139).
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2. Material und Methoden

2.1. Tiere und Chirurgie

Wir haben C57B16 Méuse von Harlan Winkelmann mit Korpergewicht von 20 - 25g
und im Alter von 8-12 Wochen behandelt. Die Tiere werden in einzelnen, beliifteten
Kéfigen unter standardisierten Umweltbedingungen gehalten. Standardisierte
Umweltparameter heiflt man hélt eine Raumtemperatur von 20 + 1°C, eine
Luftfeuchtigkeit von 60 + 5%, Lichtphasen mit 12 Stunden Helligkeit und 12 Stunden
Dunkelheit ein, sowie Kifige mit Futterraufe, maximal 5 Maéause pro Kifig und
Holzgranulat als Einstreu. Der Myokardinfarkt wird durch die Ligatur der Arterie
coronaria sinistra induziert (11). Nach endotrachealer Intubation und Isofluran -
Narkose werden die Méiuse iiber einen Kleintier-Respirator (Rodent Ventilator UB
7025) beatmet. Die Narkose wird mit einem Isofluran-Verdampfer aufrechterhalten.
Zunichst wird die linke Throaxhilfte enthaart, die Haut mit einer Schere durchtrennt
und die Pektoralismuskulatur stumpf prapariert. Die Interkostalmuskulatur und das
Perikard werden durchtrennt. Nach der Perikarder6ffnung wird der absteigende Ast der
linken Koronararterie, der schréig iiber die freie linksventrikuldre Wand verlduft, kurz
nach dem Erscheinen unterhalb des linken Herzohres mit einem 6-0 Prolene-Faden
unterbunden. Letztlich werden die Lungen durch kurzfristige Uberdruckbeatmung
entfaltet. Die Anti-TGF-B-Behandlung (Smg/kg Korpergewicht 1D11) wird entweder 1
Woche vor (Anti-TGF vor MI) oder 5 Tage nach (Anti-TGF nach MI) Myokardinfarkt
durch intaperitoneale Injektionen, jeden zweiten Tag vorgenommen. Der Antikorper
1D11 neutralisiert alle 3 Isoformen (Subtypen) des TGF’s. Die Kontrollgruppe wird mit
dem Isotyp kontroll-monoklonalem Antikdrper 13C4 (Smg / kg Korpergewicht)
behandelt. Die Antikorper stellte freundlicherweise Genzyme Corporation zur

Verfligung.
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Abbildung IV: Der Pfeil zeigt die Ligaturstelle des Herzkranzgefaf3es.

2.2. Echokardiographische Analyse

Die echokardiographischen Untersuchungen werden in leichter Anésthesie mit Isofluran
unter Spontanatmung durchgefiihrt (7, 10). Fiir die Echokardiographie verwenden wir
den Toshiba PowerVision 6000 mit einem linearem 15 MHz Schallkopf. Der Thorax
wird geschert, die Tiere in eine 45° Linksseitenlage gebracht und in dieser Position mit
Pflasterstreifen auf einer Warmeplatte fixiert. Ein gewédrmtes Ultraschallgel wird auf
den Thorax im Bereich des Herzens aufgebracht. Die in der kurzen Achse und in 2-
Dimensionen durchgefiihrten echokardiographischen Bilder enthalten sowohl das
papillare als auch apikale Segment des linken Ventrikels und werden als digitale
Schleife gespeichert. In denselben anatomischen Segmenten konnen M-Mode-Bilder
der kurzen Achse mit der Geschwindigkeit von 100 mm/s gewonnen werden. Die
echokardiographischen Untersuchungen werden am 1., 21. und 56. Tag nach Infarkt
durchgefiihrt. Im Anschluss werden die hdmodynamischen Messungen erhoben. Alle
echokardiographischen Aufnahmen werden ohne Wissen iiber die Behandlung des

jeweiligen Tieres off-line analysiert (9).
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Fiir die Auswertung wird ein Prototyp eines Off-line Analyse Systems (NICE, Toshiba
Medical Systems) verwendet. Die Ergebnisse werden jeweils als Mittelwert aus drei
Messungen ermittelt. Die Merkmale fiir das Remodeling im B-Mode sind die
linksventrikuldre endsystolische Fliache (LVESA) und die linksventrikuldre
enddiastolische Fliche (LVEDA), im M-Mode der linksventrikuldre endsystolische
Durchmesser (LVESD) und der linksventrikuldre enddiastolische Durchmesser
(LVEDD). Aus den 2D M-Mode-Bildern wird der enddiastolische (LVEDD) und der
endsystolische (LVESD) Durchmesser bestimmt. Mit diesen Werten wird die
fraktionelle Ventrikelverkiirzung [FS= (LVEDD — LVESD) / LVEDD - 100] berechnet.

2.3. Himodynamische Untersuchung

Die hdmodynamischen Messungen werden acht Wochen nach Infarkt durchgefiihrt. Die
Maiuse werden mit Isofluran iiber einen Kleintier-Respirator narkotisiert. Der Katheter
wird durch die rechte Arterie carotis in den linken Ventrikel vorgeschoben und dessen
korrekte Lage anhand der Druckkurve kontrolliert. Die linksventrikuldre Druckkurve
wird nach Platzierung des Katheters im linken Ventrikel aufgezeichnet. Wihrend der
Messungen werden kontinuierlich der linksventrikuldre systolische und diastolische
Druck sowie die maximale Druckentwicklung iiber die Zeit gemessen (8). Als ein
Parameter der Kontraktionsphase wird die linksventrikuldre
Druckanstiegsgeschwindigkeit (erste Ableitung der Ventrikeldruckkurve, +dP/dt)
berechnet. Sie wird in der Literatur als gut geeigneter Parameter zur Beschreibung der
Kontraktilitdt genannt, da sie bei erhohter myokardialer Kontraktilitdt ansteigt und bei
verminderter ~Kontraktilitit abfdllt (146, 147). Zur Charakterisierung der
Relaxationsphase des Herzens wird die linksventrikuldre Druckabfallsgeschwindigkeit
(erste Ableitung der Ventrikeldruckkurve, -dP/dt) herangezogen. Der Zeitpunkt von -
dP/dt stellt also den Beginn der isovolumetrischen Relaxationsphase dar. Von diesem

Punkt an dhnelt der Verlauf der Druckkurve einer Exponentialfunktion.
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2.4. Probengewinnung und Infarktgrof3enberechnung

Nach der himodynamischen Untersuchung wird den Tieren in tiefer Narkose das Herz
entnommen. Der linke und der rechte Ventrikel werden voneinander getrennt. Der linke
Ventrikel wird in drei transversale Abschnitte, Apex, mittlerer Ring (quer durch die
Mitte des linken Ventrikels) und Basis, aufgeteilt. Der mittlere Teil wird in Spym grof3e
Scheiben geschnitten und mit Picrosiriusrot gefiarbt. Die Grofe des Infarkts wurde
durch die Planimeter-Messung berechnet. Hierfiir wurden die histologischen Schnitte
mit Hilfe eines digitalisierten Computerprogramms (Sigma Scan Pro, Jandel Software)
vermessen. Die InfarktgroBe wird durch die Teilung der Summe von dem endo- und
epikardialen Umfang der Infarktfliche durch die Summe des totalen endo- und
epikardialen Umfanges berechnet. Fiir die weiteren Analysen untersuchen wir nur
Maiuse mit histologisch gesicherter InfarktgroBe von tliber 30%. Ein Teil der Méuse wird

3 Tage nach Myokardinfarkt getotet.

2.5. Kollagengehalt

Fiir die morphologische Analyse wird die Kollagenablagerung mit Picrosiriusrot
gefarbt, die Quantitidt wird computergestiitzt durch die Benutzung von ChromaVision
(automated imaging scanning system) und Metamorph Programm (an imaging analysis
program, Molecule device) bestimmt. ChromaVision erlaubt das FErfassen einer
Teilmenge eines histologischen Schnittes. Durch die computergestiitze und kontrollierte
Integration aller Teilmengen entsteht ein intaktes histologisches Bild. Alle
Gewebeschnitte werden mit Picrosiriusrot gefarbt. Die erfassten hellen Felder der Bilder
werden in einer Serie von Bildelementen digitalisiert. = Das Benutzen von
Gestaltumwandler, dem Volumen und den optischen Dichten der Farberzeuger wird
durch mathematische Manipulation der Bilderelemente quantitativ erfasst. Das
Programm misst automatisch die Pixel und stellt den Prozentsatz der positiv gefdarbten

Fléache fiir Kollagenfasern fest (14).
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2.6. Biochemische und molekulare Messungen

2.6.1. RNA-Isolierung

Anders als DNA ist RNA durch die zusitzliche 2 "Hydroxylgruppe der Ribose besonders
unter alkalischen Bedingungen sehr instabil. Zudem ist RNA sehr anféllig gegen RNase
Kontaminationen, da dieses Enzym aufgrund seiner Héufigkeit und enormen Stabilitit
in einem biochemischen Labor allgegenwirtig ist. Zudem bendtigen RNasen keine
Cofaktoren wie bivalente Kationen. Ein schnelles und sauberes Arbeiten ist daher
unabdingbar. Intakte Gesamt-RNA wird nach einer modifizierten Methode von
Chomczynski und Sacchi mit Trizol gewonnen (141). Trizol, ein ready-to-use Reagenz
bestehend aus einer monophasischen Losung von Phenol und Guanidin Isothiocynat,
zerstort Zellen und 16st Zellkomponenten auf. Gleichzeitig gewéhrleistet die chaotrope
Wirkung des Guanidin Isothiocynats durch Denaturierung von RNasen die Stabilitéit der
RNA. Anschlieend wird durch die Gabe von Chloroform eine Phasentrennung in eine
phenolische und eine wassrige Phase erreicht. Letztere enthélt die gesuchte RNA, die
nach Abnahme der Phase mit Isopropanol ausgefillt wird. Die RNA wird mit 70%-igem
Ethanol gewaschen, getrocknet und schlieBlich mit RNase-freiem Wasser
aufgenommen. Die RNA-Isolierung erfolgt in 4 Schritten. Die Proben miissen
homogenisiert werden, dazu stellt man sie mit dem Homogenisierungsstab von Ultra
Turrax ca. 10 min in 3%-ige H202-Losung. Danach wird das Rundboden-R&éhrchen von
Sarstedt, beschriftet und je 1 ml Trizol-Reagenz von Sigma auf 50-100mg
Gewebestiickchen dazu gegeben. Diese Mischung wird unter Benutzung von Ultra
Turrax ca. 30-40 Sekunden homogenisiert. Die Proben ldsst man 5 min bei
Raumtemperatur inkubieren. Falls Brocken oder Fett in den Proben vorhanden sind,
werden sie 10 min. bei 12 000 U/min bei 4°C zentrifugiert. AnschlieBend wird der
Probe 200 pl Chloroform hinzugefiigt und das Rundboden-Réhrchen mit Parafilm
verschlossen und 15 Sekunden geschiittelt, dann ldsst man die Proben 3 Minuten
inkubieren und wiederholt 15 min bei 10 000 U/min bei 4°C zentrifugiert. Nach der

Homogenisierung erfolgt die Phasenseparation.
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Es entstehen 3 Phasen von oben nach unten, die wissrige Phase, welche die Geamt-
RNA enthilt, die weille Phase mit der DNA und die rote Phase, welche die Proteine
beinhaltet. Nach der Phasenseparation kommt die RNA-Prizipitation d.h. der wéssrige
Uberstand muss abpipettiert und in ein frisches GefdB iiberfiihrt und mit 200 pl
Chloroform gewaschen werden. Danach wird 1,5 ml Isopropanol hinzufiigt. Die Proben
werden griindlich geschwenkt, 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert und hinterher 10
min. bei 10 000 U/min bei 4°C zentrifugiert. Die RNA-Aufbereitung erfolgt in dem man
den Uberstand der Proben vorsichtig abnimmt und verwirft. Daraufhin wird 1 ml 75%-
ige Ethanol-DEPC-Losung (10 ml DEPC-H20 + 30 ml Ethanol 100 %) zum Pellet
pipettiert und 10 min bei 13 000 U/min. und 4°C zentrifugiert. Wiederum wird der
Uberstand vorsichtig abgenommen und noch einmal kurz zentrifugiert, sowie der letzte
Uberstand abpipettiert. Das so gewonnene RNA-Pellet bleibt zum Trocknen ca. 10-20
min. bei Raumtemperatur im Abzug offen stehen. Das RNA-Pellet ist erst trocken,
wenn es durchsichtig ist. Das Pellet wird in 10-30 ul DEPC-H20 (10 ml DEPC in 1000
ml destilliertem H2O) aufgeldst und bei -80 °C eingefroren.

2.6.2. RNA-Quantifizierung

Die RNA-Konzentrationen und die Reinheit von RNA-Proben kénnen durch UV-
Spektroskopie bei 260 nm und 280 nm untersucht werden. Das Verhéltnis der
Extinktionen von 260 nm zu 280 nm sollte zwischen 1,8 und 2,0 betragen. Es ist jedoch
vom pH-Wert und der Ionenstarke abhéngig. Die Quantifizierung der RNA-Proben wird
folgendermallen durchgefiihrt. Die Proben werden ca. 10 min. auf einen Warmeblock
bei 50°C gestellt. 1 pl RNA wird mit 69 pul Wasser verdiinnt und in eine Photometer

Kiivette iiberfiihrt und die Extinktion im Biophotometer bestimmt.

2.6.3. cDNA-Synthese iScript von BioRad

Initial wird die moglicherweise noch vorhandene chromosomale DNA nach der RNA-
Isolierung durch ein DNase-Verdau mit AMP-D1 von Sigma entfernt. Dies geschieht
wie folgt, zur 1 pl RNA-Losung (1pg RNA miissen jeweils eingesetzt werden) wird 1 ul
Puffer, 1 ul DNase und 10 pl destilliertes H2O hinzugefiigt.
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Man ldsst sie 15 min. bei Raumtemperatur inkubieren, anschlieBend pipettiert man 1 pl
Stop-Solution dazu und ldsst es noch mal 10 min. bei 70 °C inkubieren. Zu 11 pl
DNase-Losung wird dann 1 pl Primer, 4 pl Puffer, 4 ul H20 sowie 1 pl Reverse
Transkriptase dazugegeben und bei PCR Bedingungen, d.h., 5 min. 25 °C, 30 min. 42
°C, 5 min. 85 °C erwidrmt und anschlieend auf 4 °C gehalten. Die entstandene cDNA
wird fiir die real time RT-PCR direkt verwendet oder bis zu seinem Einsatz bei -20 °C

eingefroren.

Fiir die quantitative mRNA Bestimmung mittels RT-PCR (real time Polymerase chain
reaction) muss die RNA zunidchst in ¢cDNA (komplementire DNA) umgeschrieben
werden, da RNA nicht als Matrize fiir die Tag-Polymerase (thermophilus aquaticus)
verwendet werden kann. Dies geschieht mit Hilfe von reversen Transkriptasen (RT),
Primer, Hexanukleotiden mit statistischer Basenzusammensetzung, die folglich an den
verschiedensten Stellen eines mRNA Molekiils hybridisieren und damit eine cDNA

Synthese iiber die gesamte Linge der mRNA einleiten.

2.6.4. Das Prinzip der real-time Polymerasekettenreaktion

Die quantitative real-time PCR ist eine relativ neue Technik, die zu Beginn der 90er
Jahre entwickelt wurde. Sie ist seit ca. zehn Jahren fiir den kommerziellen Markt
verfiigbar. Die Technologie kombiniert die DNA-Amplifikation mit der Detektion des
Produktes in einem einzigen Reaktionsgefdl vom Ansatz bis zur Auswertung. Durch
das Wegfallen der zeitaufwendigen Auswertung mittels Agarosegelelektrophorese bietet
diese Methode ferner eine immense Zeitersparnis. Real-time PCR Systeme stellen eine
Kombination zweier Gerdte dar: zum einen ein Thermocycler zum Durchfiihren der
eigentlichen PCR, zum anderen ein optisches Detektionsmodul zum Messen der
entstechenden Fluoreszenz (144). Beide Gerdte werden dabei rdumlich miteinander
verknilipft, um PCR-Reaktion und Fluoreszenzmessung zeitgleich durchfiihren zu

konnen.
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TagMan-Sonden-Prinzip

Das Double Dye Sonden-Prinzip ist das Alteste und das zurzeit meist genutzte Prinzip.
Es wurde von den Firmen Roche und Applied Biosystems entwickelt und war zunichst
radioaktiv markiert (142). Die Auswertung war allerdings sehr zeitaufwendig. Daher
wurde zu Sonden mit Fluorochromen gewechselt. Double Dye Sonden tragen, wie der
Name sagt, zwei Fluorochrome auf einer Sonde. Der Reporterfarbstoff befindet sich
hier am 5°-Ende, der Quencherfarbstoff am 3°-Ende. Zusétzlich befindet sich am 3°-
Ende der Sonde noch eine Phosphatgruppe, damit die Sonde bei der Elongation nicht als
Primer fungieren kann (143). Solange die Sonde intakt ist, ist die Lichtstirke bei El
gering, da fast die gesamte Lichtenergie (E1), die nach der Anregung des Reporters (F1)
bei Wellenldnge Al entsteht, aufgrund der rdumlichen Ndhe vom Quencher (F2)
aufgenommen und in die Wellenldnge E2 umgeformt wird. Das emittierte Licht des
Reporterfarbstoffes wird ,,gequenched®, d.h. geloscht. Dieser FRET-Effekt bleibt auch
erhalten, nachdem die Sonde an den komplementidren DNA-Strang gebunden ist (143).
Wihrend der Elongationsphase trifft die Polymerase auf die Sonde und hydrolysiert sie.
Man bezeichnet die Féhigkeit der Polymerase, ein Oligonukleotid (bzw. eine Sonde)
wihrend der Strangsynthese zu hydrolysieren, als 5°-3" Exonukleaseaktivitét. Als Erstes
wurde dieses Prinzip fiir die Taq-Polymerase beschrieben. Da das Verhalten der Taq-
Polymerase bei der Strangverlingerung einer Comicfigur aus einem Computerspiel der
80er, genannt PacMan, gleicht, wurde dieses Prinzip in Anlehnung daran TagMan-
Prinzip genannt (145). Nach der Hydrolyse der Sonde befindet sich der
Reporterfarbstoff nicht mehr in rdumlicher Ndhe zum Quencher. Die emittierte
Fluoreszenz E1 wird jetzt nicht mehr umgeformt, dieser Fluoreszenzanstieg wird
gemessen. Nach Synthese der cDNA (iScript von BioRad, Miinchen) wird entsprechend
der Firmenprotokolle eine Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA,
U.S.A) mit kommerziell erhdltlichen TagMan Proben fiir 18S, Kollagen I, Tumor
Nekrose Faktor (TNF), a-MC und B-MHC durchgefiihrt. Die RNA wird mit 18S rRNA

standardisiert, um die unterschiedlichen cDNA-Ausgangswerte zu korrigieren.
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Abbildung V, Schematische Darstellung des TagMan-Prinzips: Double Dye Sonden tragen
zwei Fluorochrome auf einer Sonde. Ein Reporterfarbstoff befindet sich am 5 -Ende, der
Quencherfarbstoff am 3°-Ende. Solange die Sonde intakt ist, ist die Lichtstirke des Reporters
gering, da fast die gesamte Lichtenergie aufgrund der rdumlichen Néhe vom Quencher
aufgenommen wird. Wahrend der Elongationsphase trifft die Polymerase auf die Sonde und
hydrolysiert sie. Nach der Hydrolyse befindet sich der Reporterfarbstoff nicht mehr in

raumlicher Ndhe zum Quencher. Die emittierte Fluoreszenz E1 kann jetzt gemessen werden.

2.6.5. Die Bestimmung der Gewebskonzentration von Matrixmetallproteinase 9

Die Bestimmung der Gewebskonzentration von MMP-9 erfolgt nach der zweistufigen
Sandwich-ELISA-Methode, die unter Verwendung von zwei unterschiedlichen
Antikorpern gegen verschiedene Epitope des gleichen Matrixmetalloproteinasemolekiils
durchgefiihrt wird. Zur Farbentwicklung kommt es durch Hinzugabe -eines

Enzymsubstrates zu dem MMP-Antigen-Antikdrper-Komplex.
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Die hierfiir verwendeten ELISA-Kits (R & S Systems, Abingdon, UK) beinhalten eine
Mikrotiterplatte, deren Vertiefungen mit einem gegen MMP-9 gerichteten Antikdrper
beschichtet sind, enzymmarkierte AntikOrperlosung, Farbreagenz, lipophilisierten
Assay-Puffer, lipophilisierten MMP-9-Standard und konzentrierte Waschlésung (16).
Die Bestimmung wird laut Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die mit diesem Kit
bestimmte Konzentration reprasentiert die MMP-9-Konzentration. Durch die optische
Dichtemessung im Bereich von 450 nm wird die MMP-9-Gewebskonzentration mit

Hilfe eines Photometers anhand der Extinktion bestimmt.

2.6.6. Bestimmung der Neutrophilenzahl durch die Immunohistochemie

Der linke Ventrikel wird in drei transversale Abschnitte, Apex, mittlerer Ring und
Basis, aufgeteilt. Der basale Teil wird in 5-7 pm groBe Scheiben geschnitten und in
Paraffin eingebettet. Die Préparate werden entparaffiniert und 10 min. in Unmasking-
Losung bei 95 °C inkubiert und danach in frischer Unmasking-Losung abgekiihlt. Die
Praparate werden danach 3 Mal fiir 5 min. in PBS gewaschen. Die Schnitte werden mit
ImmunoEdgeStift umrandet. Direkt danach werden Sie 3 Mal fiir 5 min. in PBS
gewaschen. Die mikroskopischen Schnitte werden auf den Rechner iibertragen und die

Neutrophilen mittels High Power Fields ausgezahlt.

2.7. Statistische Analyse

Alle Daten werden unter Beriicksichtung des Mittelwertes und Standardfehlers
préasentiert. Die Mortalitdtsrate wird mittels eines log rank- Testes berechnet. Absolute
Unterschiede zwischen den Gruppen werden durch Varianzanalyse (ANOVA)
verglichen. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 wird als signifikant betrachtet.
Die statistischen Analysen werden durch StatView Statistics Program (Abacus

Concepts, Inc., Berkley, CA) ausgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Mortalitit

Die postoperative Sterblichkeit im Behandlungsverlauf ist zwischen den verschiedenen
Gruppen eindeutig verschieden. Das Uberleben der Miuse ist nach der Ligatur der
Arteria coronaria sinistra in der Kontrollgruppe signifikant besser als in den beiden
Anti-TGF-Gruppen (Abbildung VI, Kontrollgruppe vs. Anti-TGF vor MI vs. Anti-TGF
nach MI, 84% vs. 49% vs. 42%, p= 0.03).
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Abbildung VI: Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der Miuse nach Myokardinfarkt der verschiedenen
Gruppen.

3.2 Organgewichte

Die InfarktgroBen werden 8 Wochen nach Infarkt bestimmt. Es werden vergleichbare
InfarktgroBen in allen 3 Gruppen (Tabelle II, Kontrollgruppe vs. Anti-TGF vor MI vs.
Anti-TGF nach MI, p= n.s.) gefunden. Das Herzgewicht/Korpergewicht ist in den
Gruppen mit Anti-TGF-Behandlung hoher als in der Kontrollgruppe.
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Das Herzgewicht/Korpergewicht ist bei Méusen mit Anti-TGF-Behandlung vor
Myokardinfarkt hoher als bei Mausen mit Anti-TGF-Behandlung nach Myokardinfarkt.

Kontrollgruppe Gruppe von Anti-TGF Gruppe von Anti-
nach MI vor MI TGF nach MI
Myokardin- 52.9+4.2 55.245.0 43.3+1.0
farktgroBe in [%]
LV-Gewicht / 5.0+£0.2 6.2+0.3%* 5.2+0.4"
Koérper-gewicht
[mg/g]
dP/dt max 85521613 5944+378** 4057+605%*
[mmHg/s]
dP/dt min -60293+578 -4622+375% -3351+585%*
[mmHg/s]

Tabelle I: Organgewichte und hdmodynamische Messungen, *p<0.05 vs. Kontrollgruppe, **p<0.01 vs.
Kontrollgruppe, 1p<0.05 anti-TGF vor MI vs. anti-TGF nach MI.

3.3. Echokardiographische und himodynamische Messungen

Die nicht invasive und zweidimensionale Echokardiographie eignet sich besonders fiir
serielle Verlaufsbeobachtungen der linksventrikuldren Durchmesser und somit der
Beobachtung des Remodelings. In beiden Mode-Varianten werden die echokardialen
Grenzen in der Systole und Diastole bestimmt. Diese Messungen werden vom mittleren
Papillarmuskellevel und dem apikalen Drittel des Ventrikels durchgefiihrt. Die
Remodelingparameter im B-Mode sind die linksventrikuldre, endsystolische Fliache und
die linksventrikuldre, enddiastolische Flidche und im M-Mode der linksventrikulére,
endsystolische Durchmesser und der linksventrikuldre, enddiastolische Durchmesser.
Die echokardiographischen Messungen erfolgen an den Tagen 1, 21 und 56 nach
Infarkt. Die infarzierten Ventrikel der Anti-TGF-Maiuse zeigen von Tag 1 bis Tag 56

eine progrediente Dilatation.
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Im B- und M-Mode zeigen sich signifikant groBer werdende Remodelingparameter.
Wie erwartet sind im Vergleich zur Kontrollgruppe die infarzierten Ventrikel in den
beiden mit Anti-TGF-Antikorpern behandelten Gruppen, signifikant dilatiert
(Abbildung VII A+B, Tabelle III). Die linksventrikulire Dilatation wird bei den
behandelten Maéusen mit Anti-TGF-Antikdrpern signifikant im Vergleich zur
Kontrollgruppe verschlechtert (die linksventrikuldre endsystolische Fliache, die
linksventrikuldre enddiastolische Flache, p<0.05, Kontrollgruppe vs. Anti-TGF-
Antikorper).  Die InfarktgroBen und die Herzfrequenzen sind zwischen den
verschiedenen Gruppen vergleichbar (Tabelle II und III). Ubereinstimmend mit
echokardiographischen Daten verschlechtert sich bei den mit Anti-TGF-Antikdrpern
behandelten Miusen der Riickgang in dem dP/dt max und dP/dt min deutlich (Tabelle
10).

Kontrollgruppe nach Ml Anti-TGF vor MI Anti-TGF nach MI
n 6 10 7
Herzfrequenz / Min. 543+15 59748 510+6
Papillir
Endsystolische ~ Flache 11.2+1.5 21.7+4.3%* 21.4+4.6*
[mm’]
Enddiastolische  Flache 14.3£1.5 25.0+4.2% 25.2+4.6*
[mm’]
2D FS [%] 22.843.3 16.3+3.0 17.5+4.7
Apikal
Endsystolische  Fliache 14.3+£2.8 22.7+4.2 23.3+4.0
[mm’]
Enddiastolische  Fliache 16.6+2.0 25.0+4.3 26.3+4.1*
[mm’]
2 dimensionale 15.6+2.5 10.9+2.0 13.2+3.2
Verkiirzungsfraktion

(2D FS) [%]

Tabelle II: Echokardiographische Messungen in der achten Woche nach Infarkt, n Zahl der Tiere, 2D

zwei Dimension, FS Fractional shortening, *p<0.05 vs. Kontrollgruppe.
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E
Kontrollgruppe MI Anti-TGF nach MI Anti-TGF vor MI

Abbildung VII A, 2 D-Echokardiographie, Vergleich der Ventrikeldilatation zwischen den verschiedenen
Gruppen in der kurzen Achse (Kontrollgruppe vs. Anti-TGF-Antikorper)
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<
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Abbildung VII B, Entwicklung der linksventrikuldren Dilatation ( LVESF, LVEDF, Kontrollgruppe
vs. Anti-TGF-Antikorper)
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3.4. Kollagenstoffwechsel und Inflammation nach Myokardinfarkt

Die Kollagenmessung zeigt acht Wochen nach Myokardinfarkt zwischen den
verschiedenen Therapiegruppen keine signifikanten Unterschiede. Die Fraktion des
Kollagenvolumens wird in der Infarktregion der verschiedenen Behandlungsgruppen
bestimmt (Fraktion des Kollagenvolumens, Kontrollgruppe vs. Anti-TGF vor MI,
12.0+4.7, vs. 11.9£2.4%, p=n.s). Bei einer kleinen Gruppe der Tiere wird die
Behandlung mit Anti-TGF-Antikérpern und Plazebo fiir drei Tage durchgefiihrt, es
zeigt sich eine signifikant niedrige mRNA-Expression von Kollagen I bei den mit Anti-
TGF-Antikorpern behandelten Tieren (Infarktregion, Kollagen/18S, Kontrollgruppe vs.
Anti-TGF vor M1, 0.9+ 0.1 vs. 0.3+ 0.1, p=0.005).

Die MMP-9-Gewebekonzentration wird drei Tage nach Myokardinfarkt in den
verschiedenen Gruppen bestimmt. Es zeigt sich eine signifikant erh6hte MMP-9-
Konzentration in den mit Anti-TGF-Antikérpern behandelten Mausen (Kontrollgruppe
vs. Anti-TGF vor MI, 0.3+£0.2 vs. 1.3+0.4 ng/ug Protein, p=0.08).

Die Hypertrohiemarker (B-MHC/a-MHC) werden mit realtime PCR bestimmt. Die
Konzentration von den Hypertrophiemarkern in den mit TGF B behandelnden Mausen
ist signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (B-MHC/a-MHC, Kontrollgruppe vs.
Anti-TGF vor M1, 0.08+0.02 vs. 0.12+0.03, p=n.s.).

Die TNF mRNA-Expression wird mittels realtime PCR ermittelt. Es zeigt sich 3 Tage
nach Infarkt eine signifikant erhdhte TNF mRNA-Expression in den mit TGF B
behandelten Méusen im Vergleich zur Kontrollgruppe (TNF, real time PCR, Plazebo vs.
Anti-TGF pre M1, 0.04+0.004 vs. 0.1+0.01, p=0.08).

8 Wochen nach Infarkt zeigt die TNF mRNA-Expression keinen Unterschied (TNF, real
time PCR, Kontrollgruppe vs. Anti-TGF vor MI, 0.1+0.02 vs. 0.1+0.02, p=n.s.).

Die Infiltration von Neutrophilen wird immunhistochemisch bestimmt, es zeigt sich
kein signifikanter Unterschied in den verschiedenen Gruppen (Kontrollgruppe vs. Anti-

TGF vor M1, 69+17 vs. 53£8 pro Feld, p=n.s.).
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4. Diskussion

Als entscheidendes Resultat unserer Arbeit ldsst sich festhalten, dass die Hemmung von
TGF-B, sowohl vor als auch nach Ligatur der linken Herzkranzarterie, durch den
Einfluss auf die extrazellulire Matrix die Mortalitit erhoht sowie eine Verschlechterung
der linksventrikuldren Dilatation und der Kontraktilitdtsdysfunktion bewirkt. Die TGF-
3-Isoforme zeigen verschiedene Expressionsmuster im Infarktgebiet. TGF-B1 und TGF-
32 sind in der Frithphase des Infarktes induziert, wihrend TGF-B3 verzégert und
andauernd exprimiert ist (151, 152, 172). In der vorliegenden Arbeit sind alle Subtypen
des TGF's effektiv entweder eine Woche vor oder eine Woche nach Myokardinfarkt fiir
8 Wochen gehemmt. Auf der molekularen Ebene zeigen sich acht Wochen nach
Myokardinfarkt bei vergleichbarer InfarktgroBe keine signifikanten Unterschiede
beziiglich des Kollagenvolumens im Infarktgebiet, TNF mRNA-Expression und
Neutrophileninfiltration in den verschiedenen Gruppen. Im Gegensatz dazu ist die
Konzentration von Hypertrophiemarkern bei den mit TGF behandelten Maéausen
signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Bei einer kleinen Gruppe von Tieren wird
die Behandlung mit Anti-TGF-Antikdrpern oder Plazebo fiir drei Tage durchgefiihrt. Es
zeigt sich eine signifikant niedrige mRNA-Expression von Kollagen I und eine
signifikant erhohte TNF mRNA-Expression sowie eine signifikant erhohte MMP-9-
Konzentration der mit Anti-TGF-Antikdrpern behandelten Tiere.

Pathophysiologisch kommt es nach Myokardinfarkt zu strukturellen Verdnderungen des
Herzens, die allerdings nicht nur auf das eigentliche Infarktareal begrenzt sind. Sie
umfassen zugleich Adaptationsmechanismen des nicht-infarzierten Myokards, des
Interstitiums und der Peripherie, um ein bedarfsgerechtes Schlagvolumen
aufrechtzuerhalten und eine ausreichende Blutversorgung des Korpers sicherzustellen.
Zum groBten Teil ereignet sich der Wundheilungsprozess am Herzen nach
Myokardinfarkt in Analogie zu dem anderer Gewebe mit den Besonderheiten, dass die
Kardiomyozyten nicht teilungs- und regenerationsfihig sind und die rhythmischen
Kontraktionen einen stindigen wiederkehrenden Zug auf das Wundgebiet ausiiben. Der

Heilungsprozess umfasst mehrere Phasen.
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Die Entziindungsphase ist durch die Aktivierung des Komplementsystems, Freisetzung
der Interleukine IL-6 und IL-8 sowie die Immigration von neutrophilen Granulozyten
charakteristisch. Zwei bis drei Tage nach Infarkt werden zunichst in der Grenzzone
zwischen infarziertem und nicht-infarziertem Gewebe und spidter auch im zentralen
Infarktbereich neu gebildete Matrixproteine abgelagert. Nach Bildung des
Granulationsgewebes kommt es zur Abwanderung der Entziindungszellen aus dem
Infarktareal und anschlieBend zur Bildung eines Narbengewebes mit kompletter
Vernetzung der Kollagenfibrillen und Hypertrophie der Kardiomyozyten. Nach der
Ischdmie mit dem Untergang von Kardiomyozyten kommt es nach einigen Stunden zum
Zerfall von Sarkomeren und somit von Myofibrillen. Da die Mehrzahl der
apoptotischen Zellen von benachbarten Zellen nicht abgebaut werden kann, kommt es,
ausgelost durch Komplementaktivierung, in der Zeit von 12 Stunden bis 4 Tage nach
Myokardinfarkt zunehmend zu Nekrose und Freisetzung von Zytokinen.
Arachnoidonséure wird durch die Membranphospholipase zu Leukotrienen und
Prostaglandinen umgesetzt, die wiederum zu Leukozytose, Leukotaxis und Fieber
beitragen. Die Entziindungszellen werden durch die chemotaktischen Zytokine in den
Infarktbereich  gelockt. Die Makrophagen und die anderen -eingewanderten
Entziindungszellen sezernieren wiederum Zytokine, wie z.B. Tumornekrosefaktor (212,
213, 214). Fiir die beim Myokardinfarkt zunehmende Expression von Zytokinen scheint
die Anwesenheit von Transkriptionsfaktoren eine wichtige Voraussetzung zu sein.
Diese Transkriptionsfaktoren werden durch freie Radikale, aber auch durch die
Zytokine selbst im Sinne eines Circulus vitiosus aktiviert. Die Ausschiittung weiterer
Zytokine erfolgt hiernach kaskadenartig. TNF-a induziert die Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1 und IL-6, was wiederum zur Induktion von
Cyclo- und Lipoxygenasen sowie zur Aktivierung von B- und T-Zellen fiihrt. Das
aktivierte Komplementsystem, die freien Radikalmetabolite und die Chemotaxine sind
durch Aktivierung von TGF-B im infarzierten Myokard von Bedeutung (173, 175).
TGF-B fordert die Migration der Entziindungszellen und die Freisetzung von TNF-a.
Durch den Effekt von TGF-B auf die Entziindungszellen kommt es zu einem Circulus

vitiosus mit Verstarkung der Entziindungsreaktion.

42



Verschiedene Studien, sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen, zeigen, dass das
Ausmal der Infarktschidden zum Teil von der Entziindungsreaktion abhéngig ist. TGF-
scheint pathophysiologisch negative Auswirkung auf die Entziindungsreaktion zu
haben. Beim postischdmischen kardialen Infarkt bei Hunden erscheint TGF-B als
wichtiger Faktor fiir die Vermittlung von Monozytenrekrutierung wihrend der ersten 5
Stunden nach Reperfusion (173). Die TNF-a-mRNA-Expression korreliert mit dem
Ausmal} der Entziindungsreaktion. TGF-B verstirkt die Entziindungsreaktion und es
kommt zu einer verstiarkten TNF-a-mRNA-Expression. Verschiedene Studien berichten
unter der Behandlung mit TGF-B Inhibitoren iiber eine reduzierte Entziindungsreaktion
mit reduzierter TNF-a-mRNA-Expression. Wir erwarten durch die Behandlung mit
TGF-B AK eine schwache Entziindungsreaktion mit einer verminderten TNF-a-mRNA-
Expression und infolgedessen einer positiven Auswirkung auf den Heilungsprozess.
Durch die Behandlung mit TGF-B8 AK dokumentieren wir keine Reduktion der
Entziindungszellen und damit der gebundenen Expression von TNF-a. Es kommt in der
Entziindungsphase des Myokardinfarktes zur signifikanten Erh6hung der Expression
von TNF-a in den mit TGF-B8 AK behandelten Madausen im Vergleich zur
Kontrollgruppe, das spricht fiir eine starke Entziindungsreaktion und einen negativen
Einfluss der TGF-B AK in der akuten Entziindungsphase bei den Miusen mit TGF-
AK Behandlung. Nach 8 Wochen sind die TNF-a-mRNA-Expression und die
neutrophilen Granulozyten in beiden Gruppen identisch niedrig. Die zelluldren
Wirkungen von TGF- hiangen nicht nur vom Zelltyp, sondern auch vom Zustand der
Zelldifferenzierung, vom Zytokinenumfeld und von der Konzentration des TGF's ab
(164). Das konnte diese Diskrepanz zu den anderen Studien erkldren. Der Effekt von
TGF-B AK konnte eine Rolle in der akuten Entziindungsphase des Heilungsprozesses
spielen. Uber den gesamten Heilungsprozess konnte das AusmaB  der
Entziindungsreaktion mitentscheidend fiir die Entwicklung der Herzinsuffizienz sein.
Kollagen bildet die Hauptkomponente der extrazelluldiren Matrix des Herzens und
ermdglicht ein synergistisches Kontraktionsverhalten, indem es die Myozyten
miteinander vernetzt (216, 217). Bereits geringe Erhohungen des Kollagengehaltes
beeinflussen die physiologische Herzmechanik, indem sie die kardiale Elastizitét

einschrinken und dadurch die ventrikuldre Pumpfunktion herabsetzen (217).
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Die kardialen Fibroblasten regulieren den Zustand der extrazelluliren Matrix durch
Synthese und Platzierung von Matrixmolekiilen, durch den Abbau der Matrix per
Sekretion von Matrixmetalloproteinasen sowie durch die Erhaltung der mechanischen
Spannung des Kollagennetzwerkes. Die Synthese und der Abbau der extrazelluldren
Matrix befinden sich normalerweise im Gleichgewicht, jedoch wird diese Balance, z.B.
nach Myokardinfarkt zerstort, kommt es zur Dysregulation der Kollagensynthese und
zur Einlagerung der Kollagenfasern, diese sind von Infarktgroe und anderen
Kompensationsmechanismen abhédngig. Die Zusammensetzung der extrazelluldren
Matrix determiniert daher die mechanische Pumpfunktion des Herzens. Sie gibt dem
Herzgewebe eine Struktur und gewéhrleistet, dass auch wihrend der Kontraktion die
Myozyten und Gefdale ihre Position behalten. Sie libertragt wihrend der Systole die
Kontraktionskréfte gleichméBig und bewirkt die Steifigkeit wihrend der Diastole und
sorgt so durch passive Riickstellkrifte fiir die Ausdehnung des Herzens wéhrend der
Diastole. In den ersten Tagen nach Infarkt werden zunéchst in der Grenzzone zwischen
infarziertem und nicht-infarziertem Gewebe und spater auch im zentralen Infarktbereich
neu gebildete Matrixproteine abgelagert, wodurch die Zugfestigkeit des geschidigten
Infarktareals erhoht und einer Herzwandruptur vorgebeugt wird. Myofibroblasten
wandern ein und produzieren interstitielles Kollagen, wobei vorwiegend Kollagen Typ
III und in etwas geringeren Mengen Kollagen Typ I gebildet wird. Die Folge dieser
Kollagenbildung ist die Stabilisierung und Festigung der geschéidigten Herzwand.
Zusatzlich wird in der ersten Woche nach Infarkt zugleich die kollagenolytische
Aktivitdit der Matrixmetalloproteinasen gesteigert, welche interstitielles Kollagen
spalten und dadurch zum Abbau von Kollagen beitragen (190, 191). Nach ungefahr
zwei bis drei Wochen stellt sich ein Gleichgewicht im Kollagenstoffwechsel ein. Die
abgelagerten Kollagene sind entscheidend fiir das kardiale Remodeling (157, 158, 159,
169). Die Matrixmetalloproteinasen tragen zum ventrikuldren Remodeling nach
Myokardinfarkt bei (205, 207, 210). Die Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen
kann durch eine Reihe von Stimuli u.a. durch reaktive Sauerstoffspezies verursacht

werden (206, 209).
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Die Auswahl der =zu untersuchenden Matrixmetalloproteinasen fiel auf
Matrixmetalloproteinase-9, da sie in diversen tierexperimentellen Studien nach
Myokardinfarkt induziert ist und das ventrikuldre Remodeling zu férdern scheint (202,
203, 204, 208, 211). Durch die Erhoéhung der Matrixmetalloproteinase-9-Synthese
versucht der Organismus der zunehmenden Kollagenablagerung entgegen zu wirken.
TGF-B zeigt verschiedene Effekte auf die gleichen Zellarten und —typen.
Untersuchungen in vitro demonstrieren die potenten und konstanten Wirkungen von
TGF-B auf die kardialen Fibroblasten. TGF-B fordert die Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten und scheint in der Infarktgrenzzone lokalisiert zu sein.
TGF-B kann die Expression von extrazelluliren Matrixproteinen bei den lokalen
Fibroblasten verstirken. TGF-B verstiarkt die TIMP-Synthese durch Fibroblasten und
fordert die fasrige Ablagerung in der extrazelluliren Matrix des funktionstiichtigen
Myokards der Grenzzone. Verschiedene experimentelle Studien berichten durch die
Behandlung mit TGF-f Inhibitoren iiber Beeinflussung der Fibroblastendifferenzierung
und des Fibroblastenwachstums sowie der Kollagensynthese und der
Metallomatrixproteinase-Aktivitdit im Tiermodell. Durch die Behandlung erwarten wir
ein vermindertes Fibroblastenwachstum mit verminderter Kollagensynthese und
demzufolge eine Verbesserung des kardialen Remodelings. In unserer Studie kommt es
unter TGF-B AK Behandlung in den ersten Tagen nach Myokardinfarkt zur Reduktion
der Kollagensynthese Typ I und zur Steigerung der MMP-9-Synthese. Sie konnten sich
in der frithen Heilungsphase positiv auf das linksventrikuldre Remodeling auswirken.
Der FEinfluss der TGF-8 AK Behandlung beziiglich der Kollagen- und
Matrixmetalloproteinasensynthese scheint eine wichtige Rolle in den ersten Tagen zu
sein. In der vorliegenden Studie kann allerdings beziiglich der Kollagenanalyse im
Infarktgebiet kein Unterschied 8 Wochen nach Myokardinfarkt zwischen den
Behandlungsgruppen festgestellt werden. Die TGF-8 AK Behandlung kann das
Fibroblastenwachstum und die Fibroblastendifferenzierung iiber den gesamten
Heilungsprozess nicht effektiv beeinflussen. Es kommt zur Aggravierung des kardialen

Remodelings und zur Steigerung der Mortalititsrate.
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Die Myokardhypertrophie ist als Kompensationsmechanismus nach Verlust von
kontraktiler Masse zu sehen. Durch die Muskelhypertrophie kommt es zur Steigerung
der Kontraktionskraft nach dem Gesetz von Laplace. Zusétzlich entstehen neben der
myozytdren Hypertrophie bei der pathologischen Hypertrophie Verdnderungen im
Interstitium. Die vermehrt eingelagerten, zugfesten und wenig dehnbaren Kollagene
fithren durch die Steifigkeit der Ventrikel und somit nach dem Laplace’schen Gesetz zur
weiteren Ventrikeldilatation. Durch eine relative Abnahme der Kapillardichte in Bezug
auf die kontraktile Masse entsteht ein Missverhédltnis zwischen Energieangebot und
Energiebedarf. Es kommt zu weiteren Myozytennekrosen und zum Fortschreiten der
interstitiellen Fibrose. Letztendlich kommt es durch die Kammersteifigkeit zur
diastolischen Funktionsstorung und Progression der Herzinsuffizienz. Verschiedene
Studien zeigen, dass es beim Ubergang von der kompensierten zu der dekompensierten
Form der Myokardhypertrophie zu einer vermehrten Expression von TGF-8 kommt.
Manche Studien berichten von Vorbeugung und Riickgang der Myokardhypertrophie
durch die Applikation von TGF-Inhibitoren (177, 178, 199, 200, 201). In unserer Arbeit
dokumentieren wir eine signifikant hhere Konzentration von Hypertrophiemarkern in
den mit TGF-B AK behandelten Maiusen. Im Rahmen der zunehmenden
Kollagenablagerung mit der verstidrkten Ventrikelsteifigkeit und der konsekutiven
Verstarkung der Hypertrophie intakter Kardiomyozyten koénnte dies nach dem
Laplace’schen Gesetz erkliart werden. Es handelt sich um einen Circulus vitiosus mit
den Folgen des negativen kardialen Remodelings und Zunahme der
Kardiomyozytenhypertrophie und anschlieBender Ventrikeldilatation und Progression
der Herzinsuffizienz. Verschiedene Studien mit Ischdmie-Reperfusionsmodell berichten
iiber die starke Korrelation der Herzfunktion mit der InfarktgroBe (215). Je kleiner der
Infarkt ist, desto besser sind die Kompensationsmechanismen. In der vorliegenden
Studie wird sowohl vor als auch nach der Infarktoperation mit der Behandlung
begonnen. Die InfarktgroBen aller Tiere werden am 1., 21. und 56. postoperativen Tag
echokardiographisch gemessen. Die Effekte durch die TGF-B AK Behandlung auf die
MyokardinfarktgroBBe konnen somit ausgeschlossen werden. Die mit TGF-3-AK
behandelten Mause zeigen 8 Wochen nach Myokardinfarkt dhnliche Infarktgrolen wie
die Kontrollgruppe.
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Die schlechtere Herzfunktion der mit TGF-B-AK behandelten Miuse kann also nicht
durch die ausgedehnte InfarktgroBe erkldrt werden, sondern durch das schlechte
kardiale Remodeling mit ausgepriagter Kardiomyozytenhypertrophie und damit
gebundenen Ventrikeldilatation. Die Gruppe von Okada et al. und Ikeuchi et al.
berichten nach Hemmung von TGF-f im ischdmischen Mausmodell eine Verbesserung
des linksventrikuliren Remodelings (178, 179). Sie weisen darauf hin, dass die Effekte
der Anti-TGF-B-Behandlung von der Interventionszeit abhidngen (178, 179). Laut
Ikeuchi et al. verstarkt die Anti-TGF-B-Behandlung innerhalb der ersten 24 Stunden
nach Myokardinfarkt die Synthese von Zytokinen und Chemokinen, erhoht die
Infiltration von Neutrophilen und fiihrt zu linksventrikuldrer Dysfunktion und erhohter
Mortalitdtsrate (177). Im Gegensatz dazu schwicht die spatere Anti-TGF-B-Behandlung
die kardiale Hypertrophie ab, vermindert die interstitielle Fibrose im Bereich des
kardialen Remodelings und reduziert die linksventrikuldre Dilatation und Dysfunktion
(177). Die Gruppe von Ikeuchi hemmt TGF mit Hilfe viraler Uberexpression der
extrazelluliren Doméne des humanen TGF-B Typ II Rezeptors (12), welcher aktives
TGF-B binden kann und dadurch seine Signale hemmt. Okada et al. zeigt in seinen
Untersuchungen am Mausmodell einen protektiven Effekt nach Hemmung von TGF
zwischen der ersten und dritten Woche nach Myokardinfarkt. Die Uberexpression von
Anti-TGF-Inhibitoren zeigt vier Wochen nach der Ligatur der Herzkranzarterie keinen
Effekt auf das linksventrikuldre Remodeling, wenn bereits eine solide Narbe entstanden
ist. Diese protektiven Effekte von Okada et al. und lkeuchi et al. beziiglich der
abgeschwichten, linksventrikuldren Dilatation und dem nicht ausgepréigten, kardialen
Remodeling kdnnen wir in unseren Untersuchungen sowohl vor als auch nach Induktion
von Myokardinfarkt nicht nachweisen. Wir dokumentieren schédliche Effekte beziiglich
der verstirkten akuten Entziindungsreaktion, der kardialen Hypertrophie und der
extrazelluldiren Matrix mit der gebundenen Aggravierung des kardialen Remodelings
sowie der verstirkten Mortalitétsrate. Es bestehen allerdings deutliche Unterschiede zu
unserer Studie: So werden z.B. verschiedene Mausarten verwendet. Die vorliegende
Studie verwendet C57B16 Miuse von Harlan Winkelmann, wihrend in den anderen

CD-1 Méuse bei den anderen Gruppen eingesetzt werden.

47



Diesem Unterschied zufolge konnten Anti-TGF-B-Effekte art- bzw. speziesspezifisch
sein. Ein weiterer Unterschied betrifft die Verabreichungsart und -ort von TGF-B
Inhibitoren. In unserer Studie werden regelmidfig TGF-B-AK intraperitoneal
verabreicht, bei Okada et al. und Ikeuchi et al. werden virale TGF-B-Rezeptor II
Inhibitoren in die hinteren GliedmaBen intramuskuldr appliziert, dieses konnte zu
unterschiedlichen Spitzen- und Steady-State-Konzentrationen fiihren. Als letztes
unterscheiden sich die Behandlungszeitpunkte. Bei Okada et al. findet die Behandlung
nach der Intervention und bei Ikeuchi et al. sowohl vor als auch nach der Intervention

statt, in der vorliegenden Arbeit findet die Behandlung wie bei Ikeuchi et al. statt.

viral OE (lkeuchi)

viral OE (Okada

neutraler Effekt viral OE (Okada)

viral OE (lkeuchi

Anti-TGF Antikorper (Frantz)
Anti-TGF Antikérper (Frantz)

Woche
Abbildung VIII, Darstellung der Effekte von Anti-TGF-B-Behandlung der verschiedenen Studien.

Klinische Einschitzung

Durch die Behandlung mit TGF-B-Antikérpern im Mausmodell nach Myokardinfarkt
zeigen sich negative Auswirkungen auf die extrazellulire Matrix und dementsprechend
auf das postmyokardiale Remodeling. In den ersten Tagen nach Myokardinfarkt scheint
die TGF-B AK Behandlung eine Rolle zu spielen. Weitere experimentelle Studien sind

notig, um diese Effekte auf die Herzinsuffizienz zu kléren.
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5. Zusammenfassung

Bei dem Transforming growth Faktor (TGF)-B handelt es sich um ein lokales Zytokin,
das im Zusammenhang mit Heilungsprozessen und Fibrosierung von Gewebe sowie mit
relevanter Bedeutung beim kardialen Remodeling und beim Herzversagen nach
Myokardinfarkt steht. Die derzeitige Datenlage beziiglich der Funktion von TGF-8 ist
nach Ischdmie unklar. Infolgedessen haben wir den Effekt der Hemmung von TGF-
durch Verabreichung von blockierenden Antikdrpern bei Méusen nach Induktion eines
Myokardinfarkts getestet. Die Méuse wurden mittels einer intraperitonialer Injektion
von Anti-TGF-B-Antikérpern (Smg/kg Korpergewicht 1d11, Genzyme) oder Plazebo
entweder eine Woche vor oder 5 Tage nach der Ligatur der Arteria coronaria sinistra
behandelt. Es wurden regelméBig Echokardiographien am 1., 21. und 56. Tag nach
Myokardinfarkt durchgefiihrt. Die linksventrikuldre Dilatation war signifikant
verschlechtert bei Miusen mit Anti—-TGF—-Antikdrper Behandlung im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Die Mortalitdit war bei Méusen mit Anti—-TGF-B-Antikorper
Behandlung nach acht Wochen signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Die
Expression von Kollagen und Matrixmetalloproteinase bei den mit Anti-TGF-83-
Antikorpern  behandelten Méusen wurde reduziert. Die Expression vom
proentziindlichen Zytokin TNF wurde durch die Behandlung jedoch nicht beeinflusst.
Die Behandlung mit Anti-TGF-B-Antikérpern vor oder nach einem Myokardinfarkt
erhoht also die Mortalitdit und aggraviert das linksventrikuldre Remodeling,

moglicherweise durch Verdnderungen der Extrazellularmatrix.
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