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1. Einleitung

Leukotriene gehdren zur Familie der Eicosanoide, einer Gruppe verschiedener
Molekile, die aus Arachidonsaure synthetisiert werden. Arachidonsaure liegt
normalerweise als Ester gebunden in den Phospholipiden der Zellmembran vor,
kann aber durch Phospholipasen aus der Zellmembran freigesetzt werden. Die
Metaboliten der so entstandenen Arachidonsaure, die Eicosanoide, lassen sich
grob in zwei Gruppen einteilen, die von zwei verschiedenen Enzymklassen
synthetisiert werden.  Cyclooxygenasen produzieren  Prostaglandine,
Prostazykline und Thromboxane, Lipoxygenasen produzieren Leukotriene und
Lipoxine. Auf einem Nebenweg werden auRerdem Uber weitere Lipoxygenasen
HPETEs (hydroperoxyeicosatetraenoic acids) und HETEs (hydroxyeicosatetra-

enoic acids) produziert (siehe Abb. 1).
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Abb. 1: Eicosanoide und ihre Biosynthese. Aus Phospholipiden der Zellmembran wird durch
Phospholipasen Arachidonsaure freigesetzt. Diese kann durch Cyclooxygenasen in
Prostaglandine, Prostazykline und Thromboxane umgewandelt werden, durch die 5-
Lipoxygenase in Leukotriene, und durch 5- und 12-Lipoxygenase in Lipoxine. Auf einem
Nebenweg werden durch andere Lipoxygenasen HPETEs und HETEs erzeugt (nach

Kumar et al, 2004).



Eicosanoide werden bevorzugt in Gewebearealen synthetisiert, in denen eine
Entziindung ablauft, und vermitteln als Mediatoren die einzelnen Schritte des
Entzindungsprozesses, z.B. Vasokonstriktion und Vasodilatation, Erh6hung der
Gefal3permeabilitat, Chemotaxis und Leukozytenadhasion (Karmazyn, 1989).
Die Synthese der Leukotriene aus Arachidonsaure, die insbesondere in
Leukozyten aber auch in Endothelzellen und glatten Muskelzellen ablauft (Khan
& Tripathi, 2005), wird durch das Enzym 5-Lipoxygenase katalysiert. Dabei wird
die b5-Lipoxygenase zunadchst durch Translokation vom Zytosol zu
Zellmembranen aktiviert, wo sich das Enzym mit dem membranstandigen 5-
lipoxygenase-activating protein (FLAP) verbindet. Durch andauernde
Verbindung mit Zellmembranen wird die 5-Lipoxygenase wieder inaktiviert,
ebenso wie durch ihr Produkt Leukotrien A4 (LTA,). LTA4 wird durch das Enzym
LTAs-Hydrolase in Leukotrien B4 (LTB4) umgewandelt, und durch das Enzym
LTC4-Synthase in Leukotrien C4 (LTC,4). Nach Ausschleusen von LTC4 kann
dieses extrazellular durch eine y-Glutamyl-Transferase in Leukotrien D4 (LTD,)
umgewandelt werden, welches dann durch Dipeptidasen in Leukotrien E4
(LTE4) gespalten werden kann (Denzlinger, 1996). Auf diese Weise werden
intra- und extrazellular mehrere verschiedene Leukotriene gebildet. Eine
Schlisselposition in der Produktion nimmt jedoch die 5-Lipoxygenase ein. Ohne
sie ist keine Synthese von Leukotrienen mdglich (siehe Abb. 2).

Leukotriene nehmen viele verschiedene Funktionen wahr, v.a. in
Entzindungsprozessen und bei anaphylaktischen Reaktionen. So werden z.B.
polymorphonukledre Leukozyten, Makrophagen, natirliche Killerzellen und
zytotoxische  T-Lymphozyten durch Leukotriene aktiviert, sowie die
Immunglobulinproduktion  von  B-Lymphozyten  gebremst und die
Kollagensynthese von Fibroblasten angeregt. LTC,4, LTD4 und LTE4 sind sowohl
am langsamen Wirkmechanismus der Anaphylaxe beteiligt als auch an
hypersensitiven  Sofortreaktionen  der  Lunge. Sie sind  starke
Bronchokonstriktoren, erhéhen die Permeabilitat postkapillarer Venolen und
stimulieren die Produktion von mukdsen Sekreten. LTB, fordert die Adhasion

und Chemotaxis von Leukozyten und stimuliert die Aggregation, Enzym- und



Superoxidproduktion in neutrophilen Granulozyten. Alle Leukotriene sind in der
Lage, eine proinflammatorische Wirkung zu entfalten (Samuelsson, 1983).
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Abb. 2: Leukotriene und ihre Biosynthese. Alle Leukotriene entstehen durch die 5-Lipoxygenase
aus Arachidonsaure. Erstes Syntheseprodukt ist Leukotrien A4, welches durch LTA4-
Hydrolase in Leukotrien B, und durch LTC,4-Synthase in Leukotrien C, umgewandelt
werden kann. Aus Leukotrien C, entsteht durch y-Glutamyltransferase Leukotrien Dy,
welches wiederum durch Dipeptidasen in Leukotrien E, gespalten werden kann (nach
Kumar et al, 2004).

Es scheint, dass die Leukotriene unter physiologischen Bedingungen die
Homoostase in der Zelle mit aufrechterhalten und sie im Krankheitsfall mit
wiederherstellen. Werden Leukotriene allerdings extensiv produziert oder
geraten in ihrer Produktion auf3er Kontrolle, so sind sie in der Lage, ein nicht
unerhebliches pathogenetisches Potential zu entwickeln. Eine solche erhéhte
Leukotrienproduktion kann z.B. im Laufe einer Hypersensibilitatsreaktion
zustande kommen. Insbesondere bei den allergischen Erkrankungen der
Atemwege wird den Leukotrienen schon lange eine tragende Rolle
zugeschrieben (Lewis et al, 1990). Die Leukotrienproduktion kann aber auch
durch Endotoxin-Stimulation oder durch schwere Gewebeschéden wie z.B.

durch Ischamie ausgelost werden. Gerade in solchen Fallen ist es von



medizinischem Interesse herauszufinden, ob durch eine Blockade der
Leukotrienproduktion oder —wirkung ein positiver Effekt auf den
Krankheitsverlauf zu erzielen ist.

Mit diesem Ziel wurden bereits mehrere Studien durchgefihrt, die den Effekt
einer Leukotrien-Ausschaltung in verschiedenen physiologischen und
pathologischen Situationen Uberpriften. Chen et al zeigten, dass sich
Leukotrien-KO-Mause in anatomischen und physiologischen Aspekten nicht
wesentlich von Wildtyp-Méausen unterscheiden, allerdings in gewissen Fallen
unterschiedliche pathologische Reaktionen zeigen: u.a. widerstehen die KO-
Mause einem durch Platelet Activating Factor (PAF) induzierten Schock und
einer durch Arachidonsaure induzierten Entzindung wesentlich besser als
Wildtyp-Mause (Chen at al, 1994). In einem Uberblick tber verschiedene
Studien mit Leukotrien-KO-M&ausen kommen auch Funk und Chen zu der
Ansicht, dass den KO-Mause im allgemeinen keinerlei Nachteile aus dem
Verlust der Leukotrienproduktion erwachsen, und dass sich eher positive
Effekte des knockouts zeigen (Funk & Chen, 2000). Patel et al verglichen die
Wirkung eines 5-Lipoxygenase-knockouts mit der einer Behandlung mit dem 5-
Lipoxygenase-Inhibitor Zileuton bei renaler Ischdmie und Reperfusion bei
Mausen und fanden in beiden Fallen eine signifikante Reduktion der
Entzindungsreaktion (Patel et al, 2004). Bei Ischamie und Reperfusion des
Gehirns von Mausen zeigte sich hingegen kein Unterschied zwischen den 5-
Lipoxygenase-KO-Mausen und Wildtypmausen (Kitagawa et al, 2004).

Ein Organsystem von besonderem medizinisch-pathologischem Interesse ist
das Herz. Die koronare Herzerkrankung einschlie3lich Myokardinfarkt ist immer
noch die am haufigsten zum Tode fihrende Erkrankung in der westlichen Welt
(Kumar et al, 2004). Der Myokardinfarkt lasst sich definieren als das
ischamiebedingte Absterben von Herzmuskelgewebe (Kumar at al, 2004) und
lasst sich in seiner Pathogenese in zwei Abschnitte unterteilen. Zunachst
kommt es zum Verschluss einer Koronararterie, typischerweise durch einen
rupturierten atherosklerotischen Plaque, und anschlieRend, als Konsequenz der
resultierenden Ischdmie, zu einer Koagulationsnekrose im Dbetroffenen

Herzmuskelbereich. Der nekrotische Herzmuskel 16st eine akute



Entzindungsreaktion aus, die den weiteren pathogenetischen Verlauf bestimmt,
mit der Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
beginnt und in den Umbau des nekrotischen Gewebes durch Fibroblasten in
eine kollagendse Narbe mundet. Der Ablauf einer akuten Entziindungsreaktion
wird hauptsachlich durch die Zytokine Tumor Necrosis Factor o (TNF-a) und
Interleukin-1 (IL-1) vermittelt. Sie sind verantwortlich fir die endotheliale
Aktivierung im Entzindungsverlauf, die Aktivierung der neutrophilen
Granulozyten und Fibroblasten, und die systemische Akute-Phase-Antwort, die
u.a. Fieber, hamodynamische Verdnderungen und die Produktion von Akute-
Phase-Proteinen zur Folge hat. In der Menge von im entziindeten Gewebe
produzierten TNF-a bzw. IL-1 bildet sich daher die Auspragung der Entziindung
ab (Kumar et al, 2004).

Der effektivste Weg, ischdmisches Gewebe nach einem Koronarverschluss zu
retten, ist die mdglichst schnelle Reperfusion. In der Klinik stehen hierzu
mehrere Madoglichkeiten zur Verfigung, die Thrombolyse, die perkutane
transluminale Koronarangioplastie (PTCA) und die koronare Bypass-Operation.
Je friher das ischamische Gewebe wieder mit Sauerstoff versorgt wird, desto
geringer ist der Anteil an Gewebe, der tatsachlich nekrotisch wird, narbig
umgebaut wird und nicht mehr zur Herzaktion beitragt. Durch die Reperfusion
ist ein Teil des ischamischen Gewebes in der Lage, sich wieder zu erholen und
als vitales Gewebe erhalten zu bleiben (siehe Abb. 3).

Es stellt sich allerdings die Frage, ob dieser Anteil durch eine zusatzliche
Beeinflussung des ischamiebedingten Entziindungsprozesses noch erhdht
werden kann. Der gesamte pathogenetische Prozess bei Ischamie und
Reperfusion des Herzmuskels lasst sich als das Gegenspiel zweier
Mechanismen betrachten: der Sauerstoffmangel flhrt Gber die Entstehung einer
Nekrose zu Entzindung und Gewebeverlust, die Reperfusion durch erneute
Sauerstoffversorgung zum Eingrenzen der Entzindung und zu Gewebeerhalt
(Wargovich et al, 1987). Plausiblerweise sollte sich durch eine Hemmung der
Entziindungsreaktion die Balance zugunsten des Gewebeerhalts verschieben

lassen. Entsprechend liegen auch bereits mehrere pharmakologische Verfahren



vor, die thrombolytische Therapie bei  Myokardischamie  durch
Entziindungshemmer zu erganzen (Willerson & Buja, 1990).

Abb. 3: Ischamie und Reperfusion im menschlichen Herzen.
Links: akuter Myokardinfarkt. Die Nekrosezone ist daran zu erkennen, dass sie nicht
durch Triphenyltetrazoliumchlorid rot anfarbbar ist (—). Ebenfalls nicht angefarbt ist
die Narbe eines alten Infarkts ¢ ).
Rechts: Aufnahme nach Myokardischdmie und Reperfusion durch Streptokinase-
behandlung. Das ischamische Gebiet ist hdmorrhagisch und dunkel gefarbt, das
Gewebe lasst sich aber durch Triphenyltetrazoliumchlorid rot anfarben und zeigt noch
keine ausgedehnten Nekrosen.
(aus Schoen, 2004)

Hierzu wurden bereits diverse Studien durchgefihrt, in denen verschiedene
Abschnitte der Entzindungskaskade bei Ischamie und Reperfusion
experimentell untersucht wurden. Unter anderem wurde z.B. gezeigt, dass
endogene Prostaglandine reperfusionsassoziiertes Versagen der
Ventrikelfunktion bei Ischamie des Herzmuskels vermitteln (Kamarzyn, 1986)
und dass sie dies wu.a. Uber eine Beeinflussung des zellularen
Energiemetabolismus tun (Kamarzyn et al, 1993). Die Effekte von
Prostaglandinen und Thromboxan A2 wurden unter anderem auf ihre
Regulation des Tonus und der Proliferation glatter Muskelzellen zurickgefuhrt
(Schror, 1993). Thromboxane sind u.a. in der Lage, den Tonus der glatten
Muskulatur zu erhéhen und so den Blutfluss in Betroffenen Arealen zu senken
(van Bilsen, 1989). Bezuglich der Prostazykline wurde u.a. nachgewiesen, dass
endogenes Prostacyclin die Myokardfunktion bei Myokardischamie zu erhalten
hilft (Schror & Woditsch, 1992) (iber die Beteiligung mitochondrialer K*-Kanale

(Shinmura at al, 2005). Insgesamt wurde eine FOrderung der akuten



Entzindung nach Myokardinfarkt tber den Cyclooxygenase-Weg mehrfach
nachgewiesen (Patrignani, 2003), was auch dem zeitweiligen klinischen Einsatz
von COX-2-Hemmern bei Myokardinfarkt zugrunde lag (Deng et al, 2006).
Neben Prostaglandinen, Prostacyclin und Thromboxanen wurden auch die
Leukotriene auf ihre Bedeutung bei Ischamie und Reperfusion des Herzmuskels
Uberpruft. Auf klinischer Ebene aul3ert sich die Wirkung der Leukotriene in einer
Reduktion des koronaren Blutflusses, erniedrigter myokardialer Kontraktilitat
und reduziertem Herzzeitvolumen bei gleichbleibender Herzfrequenz (Letts,
1987). Auch auf biochemischer Ebene wurde die Beteiligung der Leukotriene an
den pathologischen Prozessen nach Myokardischdmie mehrfach dargestellt. Es
wurden sowohl erhdhte Leukotrienmengen nach Koronarverschluss im
Tiermodell nachgewiesen (Sasaki et al, 1988), als auch eine gesteigerte
endogene Leukotrienproduktion bei Patienten mit Myokardischamie gezeigt
(Carry et al, 1992). Die genaue Rolle der Leukotriene bei Myokardinfarkt ist
allerdings noch nicht geklart, da die bisher durchgeflihrten Untersuchungen
widersprichliche Ergebnisse zeigten. Einerseits wurde nachgewiesen, dass
Nafazatrom, ein Inhibitor der 5-Lipoxygenase, im Hundemodell die Infarktgrofie
nach Ischamie und Reperfusion reduziert (Shea et al, 1984, Fiedler & Mardin,
1985). Ebenso wurde ein infarktverkleinernder Effekt eines spezifischen LTB,-
Antagonisten (Taylor et al, 1989) sowie ein protektiver Effekt von LTCy4-
Rezeptor-Antagonisten (Maclouf et al, 1996) bei Kaninchen dargestellt.
Andererseits zeigten weder der LTB4-Rezeptor-Antagonist LY 255283 (Hahn et
al, 1990), noch der Leukotrienrezeptor-Antagonist FLP-55712 (Shekher &
Singh, 1997) nachweisbare positive Effekte auf das Infarktgeschehen. Die
Frage nach der Bedeutung der Leukotriene bei Myokardischamie bedarf also
noch einer genaueren Bearbeitung.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die Rolle der Leukotriene in den
pathogenetischen Prozessen nach Ischamie und Reperfusion im Herzmuskel
genauer aufzuklaren. Dazu wurden Ischdmie und Reperfusion an einem
Mausmodell nachvollzogen, fur das Wildtyp-Méause einerseits und 5-
Lipoxygenase-KO-Mause andererseits herangezogen wurden. Die Verwendung

von knockout-Mausen wurde einer medikamentdsen Hemmung der 5-



Lipoxygenase vorgezogen, um zu vermeiden, dass die Ergebnisse durch
unspezifische Effekte von Pharmaka verfalscht werden. Ein Vergleich zwischen
den beiden Mausgruppen sollte klaren, ob durch das Ausschalten der
Leukotrienproduktion ein positiver Effekt auf das Infarktgeschehen zu erzielen
ist. Fur diesen Vergleich wurden als Parameter des Endzustands die
Infarktgrof3e und die GrolRe von ischdmischem aber nach Reperfusion vital
verbleibendem Gewebe herangezogen. Als Parameter fur die Auspragung der
Entzindung nach Ischamie und Reperfusion sollten die Anzahl eingewanderter

neutrophiler Granulozyten und die Menge von produziertem TNF-q dienen.



2. Material und Methoden

Versuchstiere

Verwendet wurden 5LX”" Mause, deren Zichtung erstmals von Chen et al
beschrieben wurde (Chen et al, 1994). Fur diese Zuchtung wurde mittels
embryonaler  Stammzelltechnologie  das  5-Lipoxygenase-Gen  durch
Unterbrechung der Gensequenz inaktiviert. Dazu wurde ein Target-Vektor aus
den Exons 4 bis 6 des 5-Lipoxygenase-Gens der Maus konstruiert, in dem das
Exon 6 von einer Neomycin-Resistenz-Cassette ersetzt wurde. Durch homologe
Rekombination wurde das Konstrukt anschlieRend in embryonale Stammzellen
inseriert (siehe Abb. 4). Heterozygote Fi-Mause wurden miteinander gekreuzt,
so dass schlieBlich 5-LX" Mause resultierten, die nicht in der Lage sind, 5-
Lipoxygenase zu synthetisieren. Die tatsdchliche Unterbrechung der
Gensequenz wurde mit Southern Blot Analyse Uberprift, und die Tatsache,
dass die KO-Mause keine 5-Lipoxygenase synthetisieren kénnen, durch
Western Blot Analyse bestétigt. Phanotypisch erscheinen die Knockout-Mause
aul3erlich normal und entwickeln sich wie Mause des zugrunde liegenden
Wildtyps (Chen et al, 1992, Funk & Chen, 2000, Funk et al, 2002).
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Abb. 4: Inaktivierung des 5-Lipoxygenase-Gens der Maus. Auf den Restriktionskarten des
Wildtyp-Allels und der homologen Rekombinante ist zu sehen, dass die Inaktivierung
durch den Ersatz des Exons 6 durch eine Neomycin-Resistenzkassette (neo) erzielt
wird (nach Chen et al, 1994).
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30 solcher Mause wurden von Charles River Laboratories (Sulzfeld, BRD)
bezogen. Zum Zeitpunkt der Experimente waren die Tiere 6 bis 8 Wochen alt
und wogen 20 bis 28g. Von Harlan Winkelmann (Borchen, BRD) wurden
auBerdem 30 C57BI/6J Mause bezogen, die als Wildtyp der 5-LX"-Mé&use als
Kontrollgruppe fir die Experimente verwendet wurden. Auch diese Mause
waren 6 bis 8 Wochen alt und wogen 20 bis 28g.

Ischamie und Reperfusion
FiUr das Setzen einer Ischamie im Herzen und die anschlieRende Reperfusion
wurde das Modell von Michael et al herangezogen (Michael et al, 1995), wie
bereits kirzlich beschrieben (Frantz et al, 2005). Die Mause wurden mit Ether
betaubt, mit einer Brauniile (BD Venflon™ Pro, Becton Dickinson, Heidelberg,
BRD) intubiert und an ein Kleintierbeatmungsgerat (Mouse Ventilator, UGO
BASILE biological research apparatus, Comerio, Italien) angeschlossen.
Wahrend der Beatmung wurde die Narkose mit Isofluran aufrechterhalten,
welches der Atemluft vigilanzabhéngig bis zu einem Anteil von 5 Vol% beigeflgt
wurde. Auf dem Ricken liegend wurde die narkotisierte Maus an den vier
Pfoten mit Klebeband an der Unterlage fixiert. Der Beatmungsschlauch wurde
ebenfalls mit Klebeband befestigt, um ein Verrutschen wéhrend der Operation
zu vermeiden. Die Elektroden eines EKG-Gerats (cardiofax GEM, Nihon
Kohden, Rosbach v.d.H., BRD) wurden angebracht und praoperativ ein EKG
der Maus aufgezeichnet. Anschliel3end wurde ein Hautschnitt durchgefuhrt und
der Brustkorb eroffnet. Unter einem Mikroskop (OPMI1-FR, Carl Zeiss,
Oberkochen, BRD) wurde die linke vordere absteigende Herzkranzarterie mit
chirurgischem Nahtmaterial (Perma-Hand Seide, Ethicon, Norderstedt, BRD)
abgebunden (siehe Abb. 5). Mit einer weiteren EKG-Aufzeichnung wurde
Uberpruft, ob das Setzen der Ischamie erfolgreich war. Nach 30 Minuten,
wéahrend derer der offene Brustkorb mit einer angefeuchteten Kompresse
abgedeckt blieb, wurde der Knoten um das Gefal3 wieder geldst, so dass das
ischamische Areal reperfundiert wurde. Auch zu diesem Zeitpunkt wurde ein
EKG aufgezeichnet. Der fur die Ischamie verwendete Faden wurde locker an

der gleichen Stelle um das Blutgefal3 verknotet im Brustkorb belassen, um bei
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der spateren InfarktgrofRenbestimmung die Abbindungsstelle wiederfinden zu

kénnen (s.u.).

Abb. 5: Schematische Zeichnung der

Anatomie der linken vorderen
absteigenden Herzkranzarterie
(LAD) bei der Maus. Gezeigt sind
vier verbreitete Verlaufsmuster,
oben mit einem Hauptgefaf3, unten
mit einer frihen Verzweigung.
Zwischen rechtem (RA) und linkem

(nach Michael et al, 1995).

AnschlieRend wurde der Brustkorb mit einer Langsnaht und einer Hautnaht
wieder verschlossen. Der Beatmungsschlauch wurde entfernt und das Tier
nach dem Erwachen aus der Narkose zuriick in den Isolator (Scantainer,
Scanbur A/S, Karlslunde, Dé&nemark) gesetzt, der auf 25°C und 35%
Luftfeuchtigkeit eingestellt war. Jedes Tier erhielt zur Schmerzbehandlung eine
Buprenorphin-Injektion (Temgesic® 0,05-0,1mg/kgKM).

Nach 24 Stunden wurde die Maus mit unter das Bauchfell gespritztem Avertin
(10g Tribromethanol + 12,5ml Amylalkohol auf 400ml H,O) wieder in Narkose
versetzt und erneut intubiert, mit bis zu 5%iger Isofluranbeimischung beatmet,
und auf dem Rucken liegend mit Klebestreifen an den Pfoten auf der Unterlage
fixiert. Mit einem Seit-zu-Seit-Schnitt wurde der Bauchraum unterhalb der

Zwerchfells eroffnet, dann das Zwerchfell durchtrennt, und anschlieRend mittels

Herzohr (LA) kann die LAD
operativ.  abgebunden  werden



beidseitigem Schnitts entlang der Axillarlinien durch die Rippen der Brustkorb
eroffnet. Eine Klemme wurde am Sternum festgeklemmt und mit ihr der vordere
Teil des Brustkorbs nach oben geklappt, so dass freie Sicht auf das Herz
maoglich war. Mithilfe des nach der Ischamie-Operation um das Herzkranzgefafld
belassenen Operationsfadens wurde das markierte Gefal erneut abgebunden.
Daraufhin wurden 0,5ml 5%ige Evans Blue Ldsung in die Herzhdhlen des noch
schlagenden Herzens injiziert. Durch diese Methode werden alle Anteile des
Herzens mit Evans Blue angefarbt, die auch wahrend der 24 Stunden
zuruckliegenden 30mindtigen Ischdmie durchblutet waren. Die ischamischen
Anteile werden nicht angefarbt. Im Anschluss an die Farbung wurde das Tier
mit einer Injektion von 1ml 10%igem Kaliumchlorid getdtet und das Herz aus
dem Brustkorb entnommen. Nach Entfernung von anhangendem Bindegewebe
und der beiden Herzohren sowie ausgiebiger Spilung in physiologischer
Kochsalzlésung (Kochsalzspullosung 0,9%, DeltaSelect, Dreieich, BRD), um
Uberschissiges Evans Blue zu entfernen, wurde das Herz fiar die
InfarktgréRenbestimmung in Einbettungsmittel (Tissue Tek O.C.T., Bayer,
Leverkusen, BRD) gegeben und bei -20°C fur ca. 40 Minuten eingefroren.
Herzen, die fur die immunhistochemischen und biochemischen Nachweise
herangezogen werden sollten, wurden ohne Evans Blue Farbung unmittelbar
nach Eroffnung des Brustkorbs entnommen. Sie wurden sofort nach der
Entnahme in Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C

eingefroren.

Infarktgré3enbestimmung
Das tiefgefrorene und in Einbettungsmittel stabilisierte Herz wurde mit einem
Skalpell quer in 1mm dicke Scheiben geschnitten, und die Scheiben in
physiologischer Kochsalzldsung vom Einbettungsmittel befreit. Die Scheiben je
eines Herzens wurden in ein 1,5ml Reaktionsgefald (Safe Lock Tubes 1,5ml,
eppendorf, Hamburg, BRD) gegeben, das 2%iges Triphenyltetrazolium enthielt,
und bei 37°C fir zehn Minuten auf einem Wéarmeschuttler (Thermomixer
comfort, eppendorf, Hamburg, BRD) inkubiert. Triphenyltetrazolium wandelt

sich unter dem Einfluss von Gewebedehydrogenasen in einen roten Farbstoff
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um, der somit nur Gewebeareale anféarbt, die aktive Dehydrogenasen enthalten.
Durch die Ischamie abgestorbene Gewebeteile enthalten keine solchen
Dehydrogenasen mehr, werden also nicht angefarbt (Klein et al, 1981).

Die Farbereaktion wurde nach zehn Minuten mit 10%iger Formalinlésung
gestoppt, indem die Herzscheiben einzeln in Formalin-gefillte wells einer 96-
well-plate (96-well-lmmuno-Platten C*® Maxisorp, Nunc™, Wiesbaden, BRD)
gegeben wurden. Die gefarbten Herzscheiben wurden dann von beiden Seiten
unter einem Mikroskop mit Kameraaufsatz (WILD M3B, Leica, Solms, BRD) mit
einer Digitalkamera (Coolpix 995 Digitalkamera, Nikon, Dusseldorf, BRD)
photographiert. Auf den so erhaltenen Bildern sind die verschiedenen
Gewebeabschnitte anhand ihrer Farbung zu erkennen (siehe Abb. 6, links):

e Blaue Gewebeanteile: wurden wahrend des gesamten Experiments die
ganze Zeit durchblutet, und somit auch bei der Farbung mit Evans Blue
vom Farbstoff durchstromt und angefarbt. Zwar enthalten diese vitalen
Gewebeabschnitte auch aktive Dehydrogenasen und werden durch das
Triphenyltetrazolium rot gefarbt, das blaue Evans Blue ist aber in der
Wirkung stérker, daher erscheinen diese Gewebeanteile durchgehend
blau oder héchstens andeutungsweise violett.

e WeilRe Gewebeanteile: wurden wahrend der 30minutigen Ischamie und
wahrend der Evans Blue Farbung nicht durchblutet und enthalten keine
aktiven Dehydrogenasen mehr, da sie durch den gesetzten Infarkt und
die resultierende Gewebeischamie abgestorben sind. Sie werden daher
weder blau noch rot angefarbt.

e Rote Gewebeanteile: wurden wahrend der 30mindtigen Ischdmie und
wahrend der Evans Blue Farbung zwar nicht durchblutet, werden also
nicht blau angefarbt, konnten sich aber wahrend der Reperfusion so weit
erholen, dass noch aktive Dehydrogenasen im Gewebe enthalten sind.
Es handelt sich also um vitales Gewebe innerhalb des ischamischen
Bereichs, das durch Triphenyltetrazolium rot gefarbt wird.

Die Auswertung der Infarktgré3en erfolgte am Computer mit einer Planimetrie-
Software (Scionlmage). Die blauen, roten und weil3en Abschnitte der

Herzscheiben wurden auf den digitalisierten Bildern markiert und ihre jeweiligen
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Flachen (A) ausgemessen (siehe Abb. 6, rechts). Die Bilder wurden stets noch
einmal mit den tatsachlichen Herzscheiben verglichen, die unter einem
VergroRerungsglas betrachtet wurden, um mdoglichst genaue Ergebnisse zu
erhalten. AulBerdem wurden alle Messungen innerhalb von 24h nach der
Farbung durchgefihrt, um Verfdlschungen durch Verblassen oder
Verschwimmen der Farben zu vermeiden. Die einzelnen Herzscheiben wurden
gewogen (Waage sartorius analytic A1205, Sartorius, Gottingen, BRD), und
dann Uber die Gewichte und die Flachen der einzelnen Herzabschnitte der
infarzierte Anteil des Herzens berechnet, nach der Formel:

InfarktgrofRe = (A1 X Wty) + (A2 X Wtp) + ... + (An + Wtp)
Dabei ist n die Anzahl der Scheiben pro Herz, Wt, das Gewicht der jeweiligen
Scheibe n und A die durch die Planimetrie bestimmte Flache infarzierten
Gewebes. Ebenfalls berechnet wurden der Anteil infarzierten Gewebes am
linken Ventrikel (LV):

Infarktanteil = Gevicht des Infarkigebiets x 100,
sowie die GrolRe des wahrend der Operation ischamischen Gebietes:

Area At Risk (AAR) — Gewicht des LV — Gewicht des blau geférbten Teils des LV/Gewicht des LV

Abb. 6: InfarktgréRenbestimmung.
Links: Photo einer angeféarbten Herzscheibe. Die verschieden gefarbten Abschnitte
zeigen die Verteilung vitalen (blau), nekrotischen (weil3) und ischamischen aber noch
vitalen (rot) Gewebes.
Rechts: Markierung der verschieden gefarbten Abschnitte zur Ausmessung der Flache.
Dabei werden Herzhohlen und Areale, auf denen lediglich AuRenhaut zu sehen ist,
ausgespart.
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Immunhistochemie
Far immunhistochemische Anfarbungen wird die Tatsache ausgenutzt, dass die
gesuchten Strukturen, z.B. neutrophile Granulozyten, spezifische Antigene
tragen, die durch die angewendeten Verfahren sichtbar gemacht werden
konnen. Dazu werden im Tiermodell spezifische Antikbrper hergestellt, die an
diese Antigene (bzw. Epitope) der interessierenden Strukturen binden. Wird
eine Gewebeprobe mit diesem spezifischen Antikérper inkubiert, nachdem die
Epitope durch eine Demaskierungslosung freigelegt wurden, verbindet er sich
mit den im untersuchten Gewebe vorhandenen Antigenen. Wenn dann der
spezifische Antikorper sichtbar gemacht wird, kann die Verteilung des Antigens
bzw. der antigentragenden Strukturen im Gewebe nachvollzogen werden. Fir
die Sichtbarmachung wird ein markierter zweiter Antikdrper verwendet, dessen
Antigen Immunglobuline der Tierart sind, aus der der primare Antikdrper
gewonnen wurde. Ist dieser zweite Antikdrper mit einem Farbstoff markiert, so
ist nach der Inkubation die Verteilung der gesuchten Strukturen bereits zu
sehen. In vielen Fallen ist jedoch ein solches Farbsignal nicht ausreichend und
bedarf der Vervielfaltigung. Dies kann u.a. durch die sog. ABC (Avidin-Biotin-
Complex)-Methode geschehen. Dabei tragt der sekundare Antikorper ein Biotin-
Molekul, das von Avidin gebunden wird. Avidin besitzt mehrere Biotin-
Bindungsstellen, d.h. es kann mehrere ebenfalls Biotin tragende
Markermolekile binden, z.B. biotinylierte Meerrettich-Peroxidase. Wird die
Peroxidase als Reporter-Molekul verwendet, so wird schliel3lich im eigentlichen
Farbeschritt DAB (3,3’-Diaminobenzidin) zugegeben, welches unter Einfluss der
Peroxidase ein braunes Endprodukt bildet. Vor der Markierung und Farbung
wird das zu untersuchende Gewebe bei Verwendung von Meerrettich-
Peroxidase zunadchst in 3%igem Wasserstoffperoxid eingelegt, um die
endogene Peroxidase zu blockieren, die sonst das Signal verfalschen wirde.
Eine weitere Verfalschung durch unspezifische Bindung der Antikdrper wird
dadurch umgangen, dass das Gewebe vor der AntikGrperbindung in einer
Blockierungslosung inkubiert wird, z.B. in Serum der Spezies, aus welcher der

sekundare Antikorper gewonnen wurde (siehe Abb. 7).
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Spezifisches Neutrophilenmerkmal > Sekundéarer Antikdrper,

biotinyliert
A Unspezifisches Merkmal
* Blockierungslésung Avidin
I Primé&rer Antikdrper
Meerrettich-Peroxidase,

- biotinyliert

O Endprodukt aus DAB

Sekundéarer Antikorper, mit
Farbstoff markiert

Abb. 7: Schema der immunhistochemischen Anféarbung von Neutrophilen. Primére Antikorper
binden an spezifische Neutrophilenmerkmale, sekundare Antikérper binden wiederum
an die primaren Antikorper. Ist der sekundare Antikorper mit Farbstoff markiert (links),
ist die Verteilung der Neutrophilenmerkmale anhand der Anféarbung bereits zu sehen.
Zur Verstarkung des Signals kann ein biotinylierter sekundarer Antikérper verwendet
werden (rechts). An das Biotin bindet Avidin, das noch weitere Bindungsstellen fir
Biotin besitzt. An diese kann biotinylierte Meerrettich-Peroxidase binden. Die
Peroxidase setzt DAB in ein braunes Endprodukt um. Unspezifische Merkmale werden
vor der eigentlichen Anfarbung mit Blockierungslésung abgedeckt (Mitte).

2.4.1 Spezifische Anfarbung von neutrophilen Granulozyten

Von den nach Ischdmie und Reperfusion entnommenen und in Paraffin
eingebetteten Herzen wurden mit einem Mikrotom (Hn40, Reichert-Jung, Leica
Microsystems, Nussloch, BRD) 10um dicke Querschnitte erstellt, die den
Infarktbereich enthalten. Die Paraffinschnitte wurden auf Objekttrager
(SuperFrost® Plus Objekttrager, R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik,
Teningen, BRD) gezogen und im Warmeschrank (Trockenschrank, Heraeus,
Hanau, BRD) bei 60°C Uber Nacht fixiert. Danach wurden sie in Xylol und einer

absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert, hydriert und 5 Minuten in PBS
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eingelegt. Daraufhin wurden die Schnitte fur 30 Minuten in einer Epitop-
Demaskierungslosung bei 95-96°C gekocht und fur weitere 30 Minuten
abgekihlt. Anschlie3end wurden die Schnitte dreimal in PBS gespdlt, fur 30
Minuten in 3%iger Wasserstoffperoxid-Losung unter Lichtausschluss inkubiert,
und dreimal in 0,3%igem Tween 20 in PBS gewaschen. Nachdem die Schnitte
fur 30 Minuten in Blockierungslosung (5%iges Kaninchen-Serum, verdinnt in
PBS und 0,3%igem Tween 20; Normal Rabbit Serum, Vectastain ABC Kit,
Vector Laboratories, Burlingame CA, USA) gelegt wurden, um unspezifische
Antikorperbindungen zu blockieren, wurden sie fur weitere 30 Minuten mit dem
primaren Antikérper (Rat Anti-Mouse Neutrophiles monoklonal, clone 7/4,
Linaris, Wertheim-Bettingen, BRD; Verdiinnung 1:100) inkubiert. Der Antikérper
bindet an ein Neutrophilen-spezifisches Epitop, so dass mit ihm die
neutrophilen Granulozyten, die in den Schnitten vorhanden sind, markiert
werden. Als Kontrolle wurden entsprechende Schnitte mit einem unspezifischen
Antikdrper inkubiert. Die Schnitte wurden nach der Inkubation mit dem ersten
Antikdrper dreimal mit PBS + 0,3%igem Tween 20 gewaschen und daraufhin
fur 30 Minuten mit dem sekundaren Antikoérper (BA-4001, Vectastain ABC Kit,
Vector Laboratories, Burlingame CA, USA; Verdunnung 1:50) inkubiert.
Nachdem die Schnitte wiederum dreimal mit PBS + 0,3%igem Tween 20
gewaschen wurden, wurden sie fir 30 Minuten mit Avidin (Vectastain ABC Kit,
Vector  Laboratories, Burlingame  CA, USA) und biotinylierter
Meerrettichperoxidase (Vectastain ABC Kit, Vector Laboratories, Burlingame
CA, USA) inkubiert, danach wieder wie zuvor dreimal gewaschen und 10
Minuten lang mit DAB (3,3’-Diaminobenzidin) entwickelt. AbschlielBend wurden
die Schnitte mit Wasser gewaschen, dehydriert und in Enthellan (Merck,
Darmstadt, BRD) eingebettet. Die Schnitte konnten nun unter dem Mikroskop
betrachtet, und die in Infarktbereich und Umgebung eingewanderten

neutrophilen Granulozyten gezahlt werden (siehe Abb. 8).
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Abb. 8: Spezifische Anfarbung neutrophiler Granulozyten.
Links: Nach Behandlung mit primarem Antikoérper (anti-Mausneutrophile), biotinyliertem
sekundarem Antikorper, Avidin und biotinylierter Meerrettichperoxidase sowie Zugabe
von DAB werden neutrophilenspezifische Merkmale durch das Endprodukt von DAB
braun angeféarbt (links).
Rechts: Nach Behandlung mit einem unspezifischen Antikérper als Kontrolle sind keine
braun gefarbten Strukturen zu erkennen.

Biochemische Nachweise

Als Entziindungsmarker sollte der Gehalt des infarzierten Herzmuskelgewebes
an TNF-a gemessen werden. Da wegen der geringen Mengen eine direkte
Messung zu ungenau ware, wurde wie bereits beschrieben (Frantz et al, 2004)
indirekt vorgegangen, zunachst RNA aus dem Gewebe extrahiert, in cDNA
umgeschrieben und schlie@lich per Realtime-PCR eine quantitative
Bestimmung der TNF-a-cDNA, bzw. der im Gewebe enthaltenen TNF-a-mRNA
durchgefihrt.

2.5.1 RNA-Gewinnung

Hierzu wurde das Verfahren mit Trizol®-Reagenz verwendet. Trizol ist eine
Losung aus Phenol wund Guanidinisothiocyanat, die wahrend der
Homogenisierung von Gewebe die Integritat der RNA aufrecht erhélt, dabei
aber Zellwande und andere zellulare Strukturen auflést. Nach Zugabe von

Chloroform trennt sich die Lésung in eine wassrige und eine organische Phase,
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wobei RNA in der wassrigen Phase, Proteine dagegen in der organischen
Phase verbleiben, und sich DNA und zellulare Restbestandteile zwischen den
beiden Phasen ansammeln. Die wassrige Phase kann isoliert und die
enthaltene RNA mit Isopropylalkohol prazipitiert werden. Bei allen Schritten
muss beachtet werden, dass die RNA leicht durch in der Umgebung
vorhandene RNAsen zersetzt werden kann. Daher werden nur direkt vorher
autoklavierte ReaktionsgefdRe benutzt und statt des gebrauchlichen
destillierten Wassers Diethyl-pyrocarbonat (DEPC) -Wasser verwendet,
welches RNAsen inaktiviert.

Zunachst wurden etwa 50mg gefrorenes Gewebe aus der Herzspitze der nach
Ischamie und Reperfusion entnommenen Herzen mit einem in DEPC-Wasser
gereinigten Homogenisierungsstab (Ultra Turrax Stab, Janke&Kunkel—-IKA
Labortechnik, Staufen, BRD) in 1ml Trizol-Reagenz (TRIzol®Reagent,
invitrogen, Karlsruhe) 10 bis 20 Sekunden lang homogenisiert und fur 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Fir die Phasenseparation wurden 200ul
Chloroform (Trichlormethan/Chloroform, Carl Roth, Karlsruhe, BRD) zur Probe
pipettiert, die Probe kraftig geschuttelt, 2-3 Minuten inkubiert und dann tber 15
Minuten bei 10000 Umdrehungen pro Minute und 4°C zentrifugiert (Zentrifuge:
Biofuge fresco, Heraeus, Hanau, BRD). Die wassrige Phase wurde
anschlieBend abpipettiert und mit ihr der Trennschritt mit Chloroform noch
zweimal wiederholt. Fir die RNA-Prazipitation wurden 0,5ml Isopropanol (2-
Propanol getrocknet, Merck, Darmstadt, BRD) zur Probe gegeben, diese
geschuttelt, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann Gber 10
Minuten bei 10000 Umdrehungen pro Minute und 4°C zentrifugiert. Vom
erhaltenen RNA-Pellet wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert und das
Pellet gewaschen, indem 1ml 75%ige Ethanol-Losung (Ethanol absolute, J.T.
Baker, Mallinckrodt Baker, Griesheim, BRD; verdinnt in DEPC-Wasser)
zugegeben und mit dem Pellet vermischt wurden. Danach wurde die Probe
Uber 10 Minuten bei 13000 Umdrehungen pro Minute und 4°C zentrifugiert und
der Uberstand abpipettiert. Das Pellet wurde bei Raumtemperatur getrocknet
und in 10ul DEPC-Wasser rekonstitutiert. AbschlieRend wurde die RNA

quantifiziert, indem mit einem Photometer (Ultrospec 3100 pro, GE Healthcare
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Europe, Minchen, BRD) die Konzentration der in der jeweiligen Probe

enthaltenen RNA bestimmt wurde.

2.5.2 cDNA-Herstellung

Aus RNA kann mithilfe der Reversen Transkriptase die zu ihr komplementare
DNA hergestellt werden. Bei der Reversen Transkriptase handelt es sich um
eine  RNA-abhéngige DNA-Polymerase, die ausgehend von Start-
Oligonukleotiden (Primern) aus Nukleotiden das Gegenstick einer
vorgegebene RNA zusammensetzt. Je nach verwendeten Primern kann so eine
bestimmte RNA umgeschrieben werden oder, bei Zugabe unspezifischer
Primer, die cDNA der gesamten RNA einer Gewebeprobe hergestellt werden.
Da die RNA mehrfach als Vorlage fur die cDNA-Bildung dienen kann, wird
gleichzeitig mit der Umschreibung das vorgegebene genetische Material
amplifiziert (s. Abb. 9).

Primer

l Reverse Transkriptase

Primerm:-l:I

Abb. 9: Schema der Herstellung von cDNA. An die RNA kénnen zugegebene Primer binden,
spezifische fur die Umschreibung einer bestimmten RNA oder unspezifische fir die
Umschreibung der gesamten vorgelegten RNA-Probe. Die Reverse Transkriptase baut
ausgehend von den Primern aus zugegebenen Nukleotiden die cDNA nach dem Muster
der vorgegebenen RNA zusammen. Dieselbe RNA kann mehrmals als Vorlage fir die
Reverse Transkriptase dienen.

Pro Probe wurden 1pug RNA, 1ul dNTPs (PCR Nucleotide Mix, Promega,
Mannheim, BRD) und 1pl Random Primers (random hexamers, invitrogen,

Karlsruhe, BRD) in ein PCR-Reaktionsgefald gegeben und das Gemisch mit
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DEPC-Wasser auf 10ul aufgefullt. Zuerst wurde das Gemisch in einer PCR-
Maschine (Mastercycler gradient, eppendorf, Hamburg, BRD) fur 5 Minuten auf
65°C erhitzt, dann 1 Minute lang auf Eis gekihlt. Anschlieend wurden zu jeder
Probe 4ul 5xRT-Puffer (M-MLV RT 5 x Buffer, Promega, Mannheim, BRD), 4ul
steriles Wasser und 1ul RNAsin (Promega, Mannheim, BRD) gegeben und das
Gemisch fur 2 Minuten bei 25°C erwarmt. Nach Zugabe von 1pul Reverser
Transkriptase (M-MLV RT H(-) Point, Promega, Mannheim, BRD) wurden die
Proben zun&chst 10 Minuten auf 15°C, dann 50 Minuten auf 42°C und
schlie8lich 15 Minuten auf 70°C erhitzt. Nachdem die Proben wieder aus Eis
gekunhlt waren, wurde je 1pl RNAse H (Promega, Mannheim, BRD) zugegeben

und noch einmal fiir 20 Minuten auf 37°C erhitzt.

2.5.3 Realtime-PCR

Hierbei wird die vorhandene DNA mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) vervielfaltigt, wobei das Realtime-Verfahren zusatzlich noch eine
Quantifizierung der DNA ermdglicht. Die PCR verlauft grundsatzlich nach
folgendem Prinzip: zunachst wird bei 94°C die DNA denaturiert und jeder noch
laufende enzymatische Prozess abgebrochen. Danach wird auf 54°C gekuhlt,
so dass zugegebene Primer an die DNA binden kénnen. Die Primer werden je
nach zu untersuchendem Gen ausgewahlt und entsprechen dem 3’- und dem
5-Ende dieses Gens. Von den Primern aus setzt die Polymerase bei 72°C
zugegebene dNTPs zu einer Kopie der vorhandenen DNA zusammen. Uber
mehrere solche Zyklen aus Denaturierung, Primer-Annealing und DNA-
Extension steigt die Menge der vorhandenen DNA exponentiell an (siehe Abb.
10)

Bei der Realtime-PCR wird zusétzlich noch eine spezifische Sonde zugegeben.
Diese Sonde besteht aus einer gegengleichen Sequenz des zu untersuchenden
Zielgens und tragt zusatzlich am 3’-Ende einen Quencherfarbstoff und am 5’-
Ende einen Reporterfarbstoff. Wird die Sonde durch Licht der Wellenlange
488nm angeregt, so wird die fluoreszierende Emission des Reporterfarbstoffs
durch den Quencherfarbstoff Uber Fluoreszenz-Energietransfer (FRET)

unterdrickt. Kommt es wahrend der PCR-Reaktion zu einer Hybridisierung
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zwischen Sonde und Zielgen, so kodnnen Exonukleasen die Farbstoffe
abtrennen, woraufhin der Reporterfarbstoff Fluoreszenz emittiert, da er sich

nicht mehr in raumlicher Nahe zum Quencherfarbstoff befindet (siehe Abb. 11).
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Abb. 10: Schematische Darstellung der PCR.

a> Ausgangspunkt ist ein vorgegebener DNA-Doppelstrang.

b> Bei 94°C wird die DNA denaturiert und in Einzelstrange aufgeteilt.

¢> Bei 54°C binden zugegebene Primer an den komplementaren Abschnitten der
Einzelstrang-DNA (Annealing).

d> Bei 72°C erganzt die Polymerase mit zugegebenen Nukleotiden die Einzelstrange
zu Doppelstrangen, so dass nach Abschluss eines Reaktionszyklus die doppelte
Menge DNA vorliegt. Diese DNA kann im nachsten Zyklus erneut verdoppelt
werden, so dass die DNA-Menge exponentiell ansteigt.

Mit dem exponentiellen Anstieg der durch PCR amplifizierten DNA steigt somit
auch die Starke des Fluoreszenzsignals an. Es wird gemessen, wann das
Fluoreszenzsignal zum ersten Mal eine bestimmte Schwelle tberschreitet, und
die entsprechende Zykluszahl als sog. CT-Wert angegeben. Da die DNA-
Menge umso friher ansteigt, je mehr DNA in der Ausgangsprobe vorhanden
war, Uberschreitet auch das Fluoreszenzsignal das Grundrauschen umso
friher, je mehr DNA des Zielgens in der Probe enthalten war. Demnach kann
aus dem CT-Wert rickgeschlossen werden, dass umso mehr DNA des
Zielgens in der Ausgangsprobe vorhanden war, je niedriger der CT-Wert
ausfallt (siehe Abb. 12).
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Reporter Quencher

Abb. 11: Schematische Darstellung der Realtime-PCR. Zur vorgegebenen DNA wird eine
Sonde gegeben, die komplementar zum vervielfaltigten Zielgen ist und am 5-Ende
einen Reporterfarbstoff, am 3’-Ende einen Quencherfarbstoff tragt. Ist die Sonde intakt,
so wird bei Anregung durch Licht der Wellenlange 488nm die Emission des Reporters
durch den Quencher unterdrtickt. Wird wahrend der PCR-Reaktion die raumliche Nahe
zwischen Reporter und Quencher aufgehoben, so kann der Reporterfarbstoff ein
Fluoreszenzsignal emittieren, dessen Anstieg aufgezeichnet werden kann und als Maf3
fur die amplifizierte DNA dient.
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Abb. 12: CT-Wert-Bestimmung bei der Realtime-PCR. Der Anstieg der Fluoreszenz in den
unterschiedlichen Proben (hier Al bis B3) wird aufgezeichnet und gemessen, bei
welcher Zykluszahl die Fluoreszenz zum ersten Mal das Grundrauschen, markiert durch
den threshold-Wert, Giberschreitet. Diese Zykluszahl wird als CT-Wert festgehalten. Je
mehr DNA in der Ausgangsprobe vorhanden war, desto frilher steigt die Fluoreszenz an
und desto geringer ist demnach der CT-Wert. Im hier gezeigten Beispiel Uiberschreitet
die Fluoreszenz in der Probe A4 als erstes nach dreizehn Zyklen den threshold. Die
Probe A2 bendtigt dagegen 27 Zyklen, bis die Fluoreszenz Uber das Grundrauschen
ansteigt. Demnach enthalt die Probe A4 (CT-Wert = 13) am meisten, die Probe A2 (CT-
Wert = 27) am wenigsten Ziel-DNA.
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Eine quantitativ genauere Aussage ist mdoglich, wenn zusatzlich zu den
interessierenden Proben eine Standardreihe mit in die Realtime-PCR-Reaktion
einbezogen wird. Dazu wird eine Probe bekannter DNA-Konzentration
mehrfach verdinnt und die einzelnen Verdinnungen in der Realtime-PCR-
Reaktion mitgemessen. Dadurch entsteht eine Standardreihe bekannter
Konzentrationen, auf der die Ergebnisse der zu untersuchenden Proben
eingeordnet werden koénnen. So erhalt man absolute Konzentrationswerte
anstelle der relativen Vergleichswerte der CT-Wert-Bestimmung (siehe Abb.
13).

° Standards

34
0O Unknowns
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22
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16

Threshold Cycle
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Log Starting Quantity, copy humber

Abb. 13: Quantitative Konzentrationsbestimmung bei der Realtime-PCR mittels Standardreihe.
Zusatzlich zu den untersuchten Proben (Unknowns) werden Standards mit bekannter
Konzentration (z.B. 10%, 10°, 10°, 10’ und 10°mol) mit in die Realtime-PCR
miteinbezogen. Aus den erhaltenen CT-Werten und den Konzentrationen der Standards
kann eine Standardkurve erstellt werden, auf der dann die zu untersuchenden Proben
anhand ihrer CT-Werte eingeordnet werden kénnen. Damit lassen sich die absoluten
Konzentrationswerte der Proben von der Kurve ablesen.

Um die Ergebnisse der einzelnen untersuchten Proben miteinander
vergleichbar machen zu kénnen, missen sie an einem sog. Housekeeping-Gen
normiert werden. Housekeeping-Gene sind Gene, deren Produkte in jeder Zelle
proportional zur Gesamtproteinproduktion hergestellt werden. Produziert eine
Zelle viel RNA, so produziert sie auch viel Housekeeping-Genprodukt.
Produziert die Zelle hingegen wenig RNA, so wird auch wenig Housekeeping-
Genprodukt hergestellt. Indem man die Ergebnisse, die fur die Konzentrationen

der Zielgen-Produkte erhalten wurden, auf die Ergebnisse fir die
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Housekeeping-Gene bezieht, erhalt man absolute Werte, die unabhéangig von
der Gesamtproteinproduktion der jeweiligen Gewebeprobe sind und
miteinander verglichen werden kdnnen. Dazu zieht man die CT-Werte der
Housekeeping-Gene von denen der Zielgene ab, bzw. teilt bei Verwendung
einer Standardreihe die Konzentrationswerte der Ziel-DNA durch die der
Housekeeping-DNA. Ein Protein, dessen DNA gut als Housekeeping-Gen
verwendet werden kann, ist z.B. das 18S-Protein.

Fur die Realtime-PCR in der vorliegenden Arbeit wurden Standardreihen fir
TNF-a. und 18S hergestellt, die jeweils Proben mit 10°, 108, 107, 10°, 10° und
10*Mol enthielten. Jeweils 5pl dieser Proben, sowie der Proben, die durch die
cDNA-Herstellung erhalten worden waren, wurden mit je 1,25ul ABI Sondenmix
(Murine Tnf alpha (probe dye FAM), Applied Biosystems, Applera, Darmstadt,
BRD, bzw. Eukaryotic 18SrRNA endogenous control (probe dye VIC), Applied
Biosystems, Applera, Darmstadt, BRD), 12,5ul Master Mix (iQ "™Supermix, BIO-
RAD Laboratories, Minchen, BRD) und 6,25 Wasser versetzt und in
Dreifachbestimmung in die wells einer Realtime-PCR-Platte pipettiert. In einem
iCycler (BIO-RAD Laboratories, Minchen, BRD) wurde danach die Realtime-
PCR durchgefihrt.

Vor der eigentlichen Analyse wurden die erhaltenen Werte miteinander
verglichen. Da fur jede Probe drei Werte bestimmt wurden, konnte beurteilt
werden, ob die Werte in etwa im selben Bereich liegen. Nach Ausschluss von
AusreiRerwerten wurde der Mittelwert der Dreifachbestimmung errechnet und
fur die weitere Auswertung verwendet. Hierbei wurden die CT-Werte der 18S-
Bestimmung von denen der TNF-a-Bestimmung abgezogen, bzw. die
Konzentrationswerte der TNF-a-Bestimmung durch die der 18S-Bestimmung
dividiert.

Fur die statistische Auswertung der Ergebnisse, wie auch fir die Auswertung
aller anderen Ergebnisse, wurde das StatView Statistik-Programm verwendet
(Abacus Concepts, Inc., Berkeley, CA, USA).
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3. Ergebnisse

Insgesamt wurden bei 60 Mause die Herzkranzarterien ligiert, 30 5-
Lipoxygenase (LOX)-KO-Méause und 30 Wildtyp-Mause. Die erfolgreiche
Operation wurde anhand von EKG-Aufzeichnungen tberpruft (siehe Abb. 14).

L

aVR
aVR

aVL -
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Abb. 14: EKG-Aufzeichnungen wéahrend Ischamie und Reperfusion am Mauseherz
a> Unmittelbar nach Ischdmiebeginn
b> Unmittelbar vor Ischdmieende (30 Minuten nach Ischamiebeginn)
c¢> Nach Reperfusion
Der Beginn der Ischamie &uflert sich durch ST-Hebungen, hier besonders in den
Ableitungen I, Il und aVL zu sehen. Die mit Dauer der Ischamie zunehmende
Unregelmafigkeit des EKGs geht mit Einsetzen der Reperfusion zuriick. In I, Il und aVvVL
sind jetzt Q-Zacken als Zeichen der vorangegangenen Ischamie zu sehen.

Wahrend der Operation verstarben acht 5-LOX-KO-Mause und zehn Wildtyp-
Méause. Von den verbleibenden M&usen konnten fir die Infarkigrof3en-
bestimmung die Herzen von zehn 5-LOX-KO-Mausen und sieben

Wildtypmé&usen verwendet werden. Je funf Herzen konnten fir die Bestimmung
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der Entztiindungsparameter (Einwanderung neutrophiler Granulozyten und TNF-
o-Expression) herangezogen werden. Fir alle Auswertungen wurden
Mittelwerte und Standardfehler der jeweils erhobenen Grolen berechnet und
die absoluten Unterschiede zwischen den beiden Versuchstiergruppen mit einer
ANOVA bestimmt. Es wurde von einer statistischen Signifikanz der

Unterschiede ausgegangen, wenn im zweiseitigen Test p < 0,05 war.

Infarktgréf3enbestimmung

Nach 30 Minuten Ischamie durch Okklusion der linken vorderen absteigenden
Herzkranzarterie und 24 Stunden Reperfusion wurden die GroRRe des
ischAmischen Areals gemessen (Area at risk, AAR), sowie der Anteil von
vitalem und abgestorbenem Gewebe (Infarktanteil).

Beim Ausmall der Area at risk zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den 5-LOX-KO-Mausen und den Wildtyp-Mausen. Bei den 5-LOX-
KO-Mausen bewegte sich der Anteil der AAR am linken Ventrikel um 35,9% (+
1,5%), bei den Wildtyp-Mausen um 35,1% (+ 2,1%) (siehe Abb. 15).
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Abb. 15: Prozentualer Anteil der Area at risk am linken Ventrikel. Es ergibt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen 5-LOX-KO-Mausen (35,9%+1,5%) und Wildtyp-
Méausen (35,1%+2,1%).
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Auch das Ausmald des Infarktanteils an der Area at risk war bei 5-LOX-KO-
Mausen und Wildtyp-Mausen vergleichbar. Bei den 5-LOX-KO-M&usen betrug
der Infarktanteil 55,8% (+ 6,6%), bei den Wildtyp-Mausen 61,7% (+ 3,9%)
(siehe Abb. 16, p = n.s.).
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Abb. 16: Prozentualer Anteil des Infarkts an der Area at risk. Es ergibt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen 5-LOX-KO-Méausen (55,8%+6,6%) und Wildtyp-Mé&usen
(61,7%+3,9%).

Einwanderung neutrophiler Granulozyten
Nach 30 Minuten Ischamie und 24 Stunden Reperfusion wurden die in das
reperfundierte Myokardgewebe eingewanderten neutrophilen Granulozyten
angefarbt und ausgezahlt. Im Gegensatz zur Infarktgréf3e ergab sich hier ein
signifikanter Unterschied zwischen 5-LOX-KO-Mausen und Wildtyp-Mausen.
Bei den 5-LOX-KO-Méausen wurden 613 eingewanderte Neutrophile gezahlt (+
30), bei den Wildtyp-Mausen 374 (+ 59) (siehe Abb. 17, p = 0,006).

TNF-a-Expression
Nach 30 Minuten Ischamie und 24 Stunden Reperfusion wurde das Ausmal}
der Expression des Entzindungsmarkers TNF-o im reperfundierten Gewebe

bestimmt und an der Expression von 18S normiert. Das Verhaltnis von TNF-a-
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zu 18S-Expression war nicht signifikant unterschiedlich und betrug fur die 5-
LOX-KO-Méause 3,4 (+ 0,94), fur die Wildtyp-Mause 1,4 (+ 0,19) (siehe Abb.
18).
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Abb. 17: Anzahl neutrophiler Granulozyten in der Area at risk. Der Unterschied zwischen den 5-
LOX-KO-Méausen (613+30) und den Wildtyp-Méausen (374+59) ist signifikant mit p =
0,006.
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TNF-a/ 18S

Abb. 18: Verhdltnis von TNF-a-Expression zu 18S-Expression. Der Unterschied zwischen 5-
LOX-KO-Méausen (3,4+0,94) und Wildtyp-Mausen (1,4+0,19) ist nicht signifikant.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie sollte mit Hilfe eines Maus-Modells herausgefunden
werden, ob durch eine Ausschaltung der Leukotriene ein signifikanter Effekt auf
die pathogenetischen Ereignisse nach Ischamie und Reperfusion im
Herzmuskel zu erreichen ist. Bei einem Vergleich zwischen 5-Lipoxygenase-KO
Mausen und Wildtyp-Mausen zeigte sich nach Ischamie und Reperfusion kein
Unterschied in der GrofRe des resultierenden Infarktes und auch Kkein
Unterschied in der Expression des Entzindungsmarkers TNF-a. Allerdings
konnte ein deutlicher Unterschied in der Infiltration des reperfundierten
Gewebes mit neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden. Bei 5-
Lipoxygenase-KO-Mausen zeigten sich im reperfundierten Gewebe weitaus
mehr eingewanderte Neutrophile als im entsprechenden Gewebe der Wildtyp-
Mause.

Vorausgegangene Studien hatten gezeigt, dass nach Myokardischamie
vermehrt Leukotriene gebildet werden, woraus auf ihre Bedeutung fur die
pathophysiologischen Prozesse nach der Ischamie geschlossen wurde. Sasaki
et al untersuchten z.B. im Tiermodell an der Ratte die Mengen an Leukotrien B4
im Herzgewebe nach Okklusion der linken Herzkranzarterie. Gegenuber
nichtischamischen Herzen fanden sie bis zu achtfach erhéhte
Leukotrienkonzentrationen in Herzen nach Myokardinfarkt und folgerten daraus,
dass die Leukotriene an der Reaktion des Herzens auf Ischamie mal3geblich
beteiligt sein muissten (Sasaki et al, 1988). In einer Klinischen Studie
untersuchten Carry et al die Leukotrienausscheidung im Urin bei Patienten mit
ischamischen Herzerkrankungen im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe. Sie fanden deutlich erhohte Mengen, insbesondere von
Leukotrien E4, bei Patienten mit instabiler Angina pectoris und akutem
Myokardinfarkt, und zogen daraus den Schluss, dass die Leukotriene wahrend
ischamischer Episoden im Herzmuskel freigesetzt werden und maf3geblich an
den weiteren pathophysiologischen Entwicklungen im Herzen beteiligt sind. lhre
Folgerung war, dass in der Hemmung der Leukotrien-Biosynthese erhebliches

therapeutisches Potential lage, insbesondere bei der Begrenzung von
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Myokardschaden und funktionellen Ausfallen nach Isch&mie im Herzen (Carry
et al, 1992). Im Hinblick auf diese Studien hatte erwartet werden konnen, dass
bei 5-Lipoxygenase-KO-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen ein deutlicher
Unterschied in der Reaktion auf Koronarischamie zu sehen ist.

AulRerdem hatten Studien mit Inhibitoren der 5-Lipoxygenase bzw. der
Leukotriene teilweise nachweisbare positive Effekte auf den Herzmuskel nach
Ischamie gezeigt. Bednar et al untersuchten z.B. das antithrombotische
Therapeutikum  Nafazatrom, dessen hemmende Wirkung auf den
Arachidonsaure-Metabolismus Uber die 5-Lipoxygenase bereits an einer
Melanom-Zelllinie nachgewiesen wurde (Honn & Dunn, 1982). Die Autoren
konnten einen positiven Effekt von Nafazatrom aufzeigen und darstellen, dass
bei Hunden, die mit Nafazatrom behandelt worden waren, Kkleinere
Infarktgrof3en auftreten (Bednar et al, 1985). Fiedler zeigte auf3erdem, dass der
Effekt der kleineren Infarkte auch bei Ratten und Kaninchen repliziert werden
kann (Fiedler, 1983a und b, 1984). Mullane et al untersuchten die Wirkung von
REV-5901, einem spezifischen Inhibitor der 5-Lipoxygenase, der zusatzlich an
Endorganen wie z.B. dem Herz als Antagonist der Leukotriene fungiert. Nach
Koronarokklusion und Reperfusion bei anasthesierten Hunden zeigte sich eine
reduzierte InfarktgréRe nach vorausgehender Behandlung mit REV-5901 im
Gegensatz zu den Herzen der unbehandelten Hunde (Mullane et al, 1987).
Auch Sasaki et al fanden einen positiven Effekt bei der Uberpriifung eines
selektiven 5-Lipoxygenase-Inhibitors an Ratten. Eine einzige orale Dosis des
Inhibitors AA-861, die vor der Okklusion der linken Herzkranzarterie gegeben
wurde, reichte aus, um die Infarktgrof3e um 34,4% zu verringern (Sasaki et al,
1988). Bei Betrachtung dieser Studien ist es eher Uberraschend, dass bei
Ausschaltung der 5-Lipoxygenase in KO-Mausen ein kardioprotektiver Effekt
ausbleibt.

Andererseits konnten auch z.B. Maxwell et al keinen positiven Effekt eines
Inhibitors der Leukotrien-Biosynthese finden. Sie untersuchten an Hunden, ob
durch die Infusion von BW A4C, einem selektiven Hemmer der 5-Lipoxygenase,
vor der Okklusion der linken vorderen absteigenden Herzkranzarterie ein

langsameres Fortschreiten des Myokardschadens durch Ischamie zu erreichen
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sei. Weder beim regionalen myokardialen Blutfluss noch bei der Infarktgrofi3e
zeigte sich ein Unterschied zwischen behandelten und unbehandelten Tieren
(Maxwell et al, 1991). Shekher und Singh untersuchten den Effekt von FPL-
55712, einem Leukotrien-Rezeptor-Antagonist, bei Ischamie und Reperfusion
an isolierten Rattenherzen und an intakten Rattenherzen in vivo. Zwar zeigten
sich an den isolierten Herzen positive Effekte des Antagonisten, bei den Herzen
in vivo lieR sich die InfarktgréRe jedoch nicht durch FPL-55712-Gabe
verkleinern (Shekher und Singh, 1997). Hahn et al Uberpriften LY266283,
einen selektiven Antagonisten des Leukotrien B, Rezeptors, bezlglich seines
Effekts auf die InfarktgréRe bei Hunden, fanden aber ebenfalls keine
verringernde Wirkung (Hahn et al, 1990). Das Ausbleiben eines
kardioprotektiven Effekts bei 5-Lipoxygenase-KO-Mausen wirde sich demnach
im Rahmen dieser Untersuchungsergebnisse erklaren lassen.

Um so erstaunlicher ist es allerdings, dass sich bei den 5-Lipoxygenase-KO-
Mausen nicht nur kein Effekt auf die InfarktgréRe zeigen liel3, sondern sogar
eine Erh6hung der Entzindungsparameter im Vergleich zu Wildtyp-Mausen.
Die Anzahl in das reperfundierte Gewebe eingewanderter neutrophiler
Granulozyten war bei den KO-Tieren signifikant hoher, und auch die Mengen
von exprimiertem TNF-a zeigten hohere Werte. Hier liegt also nicht nur kein
positiver Effekt des Gen-knockouts vor, vielmehr scheint die akute
Entzindungsreaktion sogar geférdert zu werden.

Das besonders auffallige Ergebnis bei der Anzahl eingewanderter Neutrophiler
erfordert eine genauere Betrachtung der Rolle dieser Zellen bei Ischamie und
Reperfusion des Myokards und ihrer Beziehung zu den Leukotrienen.
Neutrophile Granulozyten sind normalerweise ein wichtiger Bestandteil der
Immunabwehr des Organismus, da sie in der Lage sind, eingedrungene
Pathogene zu suchen, zu erkennen und zu zerstéren. Bei Ischamie und
Reperfusion des Myokards senden allerdings Endothelzellen und
Kardiomyozyten ahnliche Signale aus wie z.B. bei einer Infektion, so dass sich
die Reaktion der Neutrophilen gegen diese korpereigenen Zellen wendet
(Mullane et al, 1988). Neutrophile kdnnen mehr als 20 proteolytische Enzyme

exprimieren, die in der Folge besonders die extrazellulare Matrix der Umgebung

32



zersetzen. AulBerdem sind Neutrophile Hauptproduzenten reaktiver Sauerstoff-
Spezies, wie z.B. des Superoxid-Anions. Dieses Anion kann zu
Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikalen oder Hypochlorsdaure umgewandelt
werden, die wiederum féahig ist, toxische Chloramine zu bilden. Alle diese
reaktiven Substanzen sind in der Lage, umliegendes Gewebe anzugreifen und
zu zerstoren, und werden hauptsachlich fur den Schaden nach
Myokardischamie verantwortlich gemacht (Saeed et al, 2005). Die schadigende
Wirkung wird verstarkt durch die Beteiligung der Neutrophilen an der
Entstehung endothelialer Odeme und die Freisetzung proteolytischer Enzyme
(Siminiak & Ozawa, 1993). Der durch die Neutrophilen ausgeldste
Entzindungsprozess ist daher zwar einerseits notwendig, um den folgenden
Umbau des Infarktgewebes in eine stabile Narbe einzuleiten, andererseits aber
auch Hauptursache von Gewebezerstorung und Myokardschaden unmittelbar
nach Myokardinfarkt (Vinten-Johansen, 2004). Entsprechend konnte eine
direkte positive Korrelation zwischen der Granulozytenzahl und der Schwere
des Krankheitsbilds nachgewiesen werden (Ricevuti et al, 1991). In
verschiedenen Tiermodellen erwies sich, dass die Entfernung von Neutrophilen
aus dem Blutstrom zu einer deutlichen Abnahme der InfarkigroRe fihrt
(Romson et al, 1983, Frangogiannis, 2002). Mit Relevanz fur die Klinik wurde
auch gezeigt, dass eine besonders reliable pradiktive Aussage beziglich eines
Uberdurchschnittlich hohen Risikos, an einem Herzinfarkt zu versterben, aus
der erhohten Anzahl neutrophiler Granulozyten zu gewinnen ist (Horne et al,
2005). Daraus wurde der Schluss gezogen, dass durch eine Hemmung der
Neutrophileninvasion eine verbesserte Therapie bei Myokardinfarkt entwickelt
werden kann (Wysocki, 1992).

Bevor sich die neutrophilen Granulozyten an der Entwicklung der
Entzindungsreaktion nach Ischdmie und Reperfusion beteiligen, missen sie
erst in das reperfundierte Gewebe gelangen. Dies geschieht durch Chemotaxis
Uber verschiedene Signalstoffe. Zu diesen Signalstoffen gehoren der
Komplementfaktor 5a (C5a), Platelet aktivating factor (PAF), Interleukine und
Zytokine, vor allem aber auch Tumor necrosis factor alpha (TNF-o) und

Leukotrien B4, das direkt in Kardiomyozyten und Endothelzellen gebildet

33



werden kann (Vermeiren et al, 2000). Einmal an Ort und Stelle kbénnen die
Neutrophilen selbst gro3e Mengen von Leukotrien B4 bilden, die Chemotaxis
aufrechterhalten und weitere Neutrophile in das betroffene Gewebe locken
(Ford et al, 1980). Insgesamt stellt sich Leukotrien B, so als starkster
Anziehungsfaktor fur Neutrophile dar (Ford-Hutchinson, 1990). Auch die
Degranulation der neutrophilen Granulozyten im Gewebe wird u.a. durch
Leukotrien B4 ausgel6st, was durch einen spezifischen LTB4-Rezeptor auf der
Neutrophilenmembran geschieht (Lewis et al, 1990). Vor allem spricht aber die
Tatsache, dass in ischdmischem Gewebe zuerst die Leukotrien-Konzentration
ihren Hohepunkt erreicht und danach maximale Neutrophilen-Infiltration und —
Wirkung gemessen werden koénnen, fur eine kausale Beziehung zwischen
Leukotrien-Synthese und Neutrophileneinwanderung bzw. —wirkungsentfaltung
(Williams, 1996). Die Bedeutung der Leukotriene in diesem Prozess geht sogar
soweit, dass sich Varianten des Leukotrien-Gens identifizieren lassen, die fur
ein spezielles Herzinfarktrisiko bestimmter ethnischer Gruppen verantwortlich
sind (Helgadottir et al, 2006).

Insbesondere in Anbetracht dieser Umstande erhebt sich die Frage, wieso in 5-
Lipoxygenase-KO-Mausen, die nicht zur Synthese von Leukotrienen in der
Lage sind, eine derart hohere Infiltration von Neutrophilen zu verzeichnen ist.
Eine Ursache deutet sich in der ebenfalls erhohten Menge von im
reperfundierten Gewebe exprimierten TNF-o an, welcher ebenfalls
Signalwirkung auf Neutrophile besitzt und diese in das reperfundierte Gewebe
zu locken vermag. Allerdings bleibt die Ursache einer verstarkten TNF-o-
Expression unklar, ebenso wie die Frage, ob die vergleichsweise geringe
Erhohung dieses Entziindungsmarkers die deutlich verstarkte Infiltration der
Neutrophilen wirklich ausreichend zu erklaren vermag. TNF-a wird
hauptsachlich von aktivierten Makrophagen produziert, Zellen, die durch das
Fehlen der 5-Lipoxygenase nicht weiter beeinflusst werden sollten. Es ist daher
nicht direkt ersichtlich, warum TNF-o in den KO-Mausen verstarkt exprimiert
werden sollte.

Die Effekte der 5-Lipoxygenase und ihrer Produkte sind organspezifisch. Fauler

und Frolich verglichen z.B. den vasokonstriktorischen Effekt der Leukotriene auf
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verschiedene Organe und fanden unter anderem einen vergleichsweise
geringen Effekt in der Niere gegenluber einem stark augepragten Effekt in der
Lunge (Fauler und Frolich, 1989). Damit ware auch zu vermuten, dass die
Ausschaltung der 5-Lipoxygenase organspezifische Effekte hat. In der Tat
waren nach Ischdmie und Reperfusion der Nieren von 5-Lipoxagenase-KO-
Mausen Gewebeschaden und Entzindung der Niere weitaus geringer sind als
bei Wildtyp-Mausen (Chatterjee et al, 2004). Dieser Effekt lasst sich auch mit
dem medikamentdsen 5-Lipoxygenase-Inhibitor Zileuton replizieren (Patel et al,
2004). Ebenso zeigte sich, dass 5-Lipoxygenase-KO-Mause bei Verschluss
splanchnischer Arterien resistenter sind (Cuzzocrea et al, 2003). Im Gegensatz
dazu zeigte sich kein protektiver Effekt des Knockouts bei zerebraler Ischamie
(Kitagawa et al, 2004), analog unserer eigenen Befunde am Herzen.

Ein Grund, warum in den Leukotrien-defizienten M&usen eine ausgepragtere
Neutrophilen-Infiltration nachweisbar ist, kann aber auch darin liegen, dass
Neutrophile von vielen verschiedenen Mediatoren angezogen werden kénnen
und nicht auf Leukotriene zur Steuerung ihrer Chemotaxis angewiesen sind.
Neben dem bereits erwahnten TNF-o werden Neutrophile auch von
Komplementfaktor 5a (C5a), Interleukin-1 (IL-1), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-
8 (IL-8), Neutrophil Activating Peptide-1 (NAP-1), Platelet Activating Factor
(PAF) und Macrophage Inflammatory Protein-2 (MIP-2) angelockt (Vinten-
Johansen, 2004). Die Entstehung aller dieser Mediatoren wird durch reaktive
Sauerstoffspezies vermittelt, z.T. unter Mitwirkung von Nuclear Factor-xB (NF-
kB), einem Transkriptionsfaktor, der durch reaktive Sauerstoffspezies aktiviert
wird und die Expression der Zytokine beeinflusst. Insbesondere wird die
Neutrophileninfiltration aber auch tGber den Cyclooxygenase-Weg gesteuert. Die
Beteiligung von Reaktionsprodukten dieses Wegs an der Entwicklung von
Entziindung und Gewebeschaden nach Ischamie wurde bereits mehrfach
gezeigt (ladecola et al, 1999). Mit genauerem Bezug auf die an der
Entziindungsentwicklung beteiligten Neutrophilen wurde von Takeyoshi et al
nachgewiesen, dass durch den selektiven COX-2 Inhibitor FK3311 die Zahl der
eingewanderten Neutrophilen in ischamischem Gewebe stark reduziert werden

kann (Takeyoshi et al, 2001). Im Ruckschluss kann gefolgert werden, dass
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neutrophile Granulozyten auch dber COX-2-abhangige Signalwege in
ischAmische Gewebeareale gezogen werden. Diese Signalwege sind es
vermutlich auch, die bei den 5-Lipoxygenase-KO-Mausen fur die Neutrophilen-
Infiltration und Erhoéhung der Entziindungsparameter verantwortlich sind.
Cyclooxygenase-Pfade werden durch das Ausschalten der 5-Lipoxygenase in
keiner Weise beeintrachtigt. Im Gegenteil ist es wahrscheinlich, dass dieser
Pfad bei den 5-Lipoxygenase-KO-Mausen verstarkt in Anspruch genommen
wird, um den Mangel an Leukotrienen auszugleichen. Sowohl 5-Lipoxygenase
als auch die Cyclooxygenasen COX-1 und COX-2 bendtigen als
Ausgangssubstanz Arachidonsaure, die aus Phospholipiden der Zellmembran
synthetisiert wird. Geht man von einer begrenzten Verflugbarkeit dieser
Arachidonsaure aus, so wird klar, dass bei Ausfall der 5-Lipoxygenase um so
mehr Arachidonsaure als Substrat flr den Cyclooxygenase-Weg zur Verfligung
steht. Die vorliegenden Ergebnisse, dass sich InfarktgréRen bei 5-
Lipoxygenase-KO-Mausen und Wildtyp-Mausen nicht unterscheiden und dass
Entzindungsparameter bei den KO-Mausen eher erhdht sind, sind also
durchaus plausibel, wenn man davon ausgeht, dass der Effekt der 5-
Lipoxygenase-Blockade durch die verstarkte Aktivierung des Cyclooxygenase-
Wegs maskiert bzw. sogar tberkompensiert wird. Zu einem &ahnlichen Schluss
kommen Goulet et al, die eine Arachidonsaure-induzierte Entziindung bei 5-
Lipoxygenase-KO-Mausen und Wildtypmausen auslosten und nur eine
unwesentlich geringfligigere Ausprégung der Entziindung bei den KO-M&usen
feststellen konnten (Goulet et al, 1994). Wurde der Cyclooxygenase-Weg
allerdings vorher durch Indomethacin gehemmt, so war die Entziindung bei den
KO-Mausen deutlich geringer ausgepragt.

Neben den beiden Hauptpfaden des Arachidonsaure-Metabolismus, der
Umwandlung durch 5-Lipoxygenase oder Cyclooxygenase, ist auch noch eine
Metabolisierung der Arachidonsaure durch andere Lipoxygenasen mdoglich
(Kumar et al, 2004). Dadurch entstehen aus der Arachidonsdure zunachst
HPETEs (hydroperoxyeicosatetraenoic acids) und in einem zweiten Schritt
HETEs (hydroxyeicosatetraenoic acids). HETEs sind neben den Leukotrienen

weitere potente Mediatoren der Leukozyten-Chemotaxis und —Adhasion, sind
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also auch an der Infiltration von Neutrophilen in Entziindungsgebiete beteiligt.
Auch sie werden durch das bei Ausfall der 5-Lipoxygenase in KO-Tieren
vermehrt vorliegende Substrat Arachidonsaure verstarkt produziert werden und
konnten so zu der erhohten Anzahl eingewanderter Neutrophiler im
reperfundierten Gewebe beitragen.

Ein weiterer Grund dafir, dass bei 5-Lipoxygenase-KO-Mausen nach Ischamie
und Reperfusion im Herzmuskel eine verstarkte Entzindungsreaktion
nachzuweisen ist, liegt wohl auch darin, dass durch die Ausschaltung der 5-
Lipoxygenase nicht nur die Bildung der Leukotriene ausfallt, sondern auch die
der Lipoxine. Insbesondere Lipoxin A, ist nachweislich an der Eingrenzung und
Reduktion von Entziindungsreaktionen beteiligt (Takano et al, 1997, Goh et al,
2001). Indem durch den Ausfall der 5-Lipoxygenase keine Synthese dieses
Entziindungshemmers  mdglich  ist, wird indirekt die resultierende
Entziindungsreaktion gegentber der von Tieren mit intakter Lipoxin-Synthese
verstarkt.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass die Leukotriene in der Tat eine
Rolle bei der pathogenetischen Entwicklung nach Ischamie und Reperfusion im
Herzmuskel spielen, worauf auch schon ihre verstarkte Bildung nach
Myokardischamie hinweist. Untersuchungen der Wirkung von Leukotrienen in
vielen verschiedenen Studien deuten darauf hin, dass durch Leukotriene die
nach Myokardischamie eintretende akute Entztindung verstarkt wird und somit
die Hemmung der Leukotrienwirkung durch Ausschaltung der 5-Lipoxygenase
einen positiven Effekt haben sollte. Dieser wird aber durch andere Mediatoren
kompensiert, so dass mit einer isolierten Blockade der 5-Lipoxygenase
insgesamt keine Abschwachung der Entzindungsreaktion zu erzielen ist.
AulRRerdem wird durch eine Blockade der 5-Lipoxygenase nicht ausschlief3lich
die Leukotrien-Produktion gehemmt, sondern auch die Bildung der Lipoxine, die
einen hemmenden Einfluss auf Entziindungen haben. Insgesamt wurde in der
vorliegenden Untersuchung nachgewiesen, dass trotz der grof3en Bedeutung
der 5-Lipoxygenase in Entziindungsprozessen bei 5-Lipoxygenase-KO-Mausen
die Ausschaltung der Leukotrienproduktion keinen Einfluss auf den

Reperfusionsschaden nach Myokardischamie hat, wodurch die Komplexitat des
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Zusammenwirkens der verschiedenen Arachidonsaurederivate und der
Steuerung ihrer Balance im Verlauf von Entziindungsprozessen eindrucksvoll

verdeutlicht wird.
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5. Zusammenfassung

Leukotriene sind, neben anderen Arachidonsduremetaboliten, wichtige
Mediatoren in  Entzindungsprozessen. Um ihre Rolle bei den
pathophysiologischen Prozessen nach Ischamie und Reperfusion des
Herzmuskels aufzuklaren, wurden Wildtyp-Mause und 5-LOX-KO-Mause, die
keine Leukotriene produzieren konnen, untersucht. Die linke vordere
Herzkranzarterie wurde fir 30min ligiert und 24h in vivo reperfundiert. Bei den
KO-Méausen fand sich zwar eine signifikant hdhere Anzahl eingewanderter
Neutrophiler im reperfundierten Gewebe, dagegen ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen Wildtyp- und KO-Mausen beziiglich der resultierenden
Infarktgrof3e und beziglich der im Gewebe gemessenen Menge an TNF-a.
Demnach lasst sich kein Einfluss der 5-Lipoxygenase-Ausschaltung auf den
Entzindungsprozess nach Myokardischamie und die Entstehung eines

Reperfusionsschadens feststellen.

Abstract:

Leukotrienes are arachidonic acid derivatives that function as important
mediators in inflammatory response reactions. To investigate their role in the
pathophysiological processes after ischemia and reperfusion of the heart,
wildtype mice and 5-LOX-KO-mice that cannot produce leukotrienes were
compared using a mouse model of myocardial ischemia and reperfusion. The
left anterior coronary artery was ligated for 30 minutes and then reperfused for
24 hours. This yielded no significant difference between wildtype and KO mice
with regard to infarct size and amount of TNF-a measured in the heart tissue,
even though there was a significantly larger number of infiltrating neutrophiles in
the heart tissue of the KO mice. We conclude that there is no effect of the 5-
lipoxygenase-knockout on the inflammatory response following myocardial

ischemia or on the developing reperfusion injury.
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