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1. Einleitung

1.1. Anatomie und Physiologie des Herzens und der Gefifle

Das Herz befindet sich als essentielles zentrales Organ im Mediastinum des
menschlichen Thorax. Umgeben wird das Herz von einer bindegewebigen Hiille — dem
Perikard. Die darunterliegende fiir die Herzaktion verantwortliche Muskulatur wird als
Myokard bezeichnet. Von innen ist das Herz mit der bindegewebigen Schicht namens
Endokard ausgekleidet. Am Herzen selber werden grundsdtzlich vier Herzhdhlen
unterschieden: Der rechte Vorhof, der rechte Ventrikel sowie der linke Vorhof und der
linke Ventrikel. Neben der ortlichen Unterteilung kann am Herzen ein Niederdruck-
sowie ein Hochdrucksystem unterschieden werden. Das Niederdrucksystem ist auch als
Lungenkreislauf bekannt. Im Lungenkreislaufsystem findet eine Oxygenierung des
vendsen - vom Korperkreislauf zum Herzen riickstromenden - Blutes statt. Uber die
Arteriae pulmonales, welche aus dem Truncus pulmonalis des rechten Ventrikels
entspringen, gelangt sauerstoffarmes Blut in die Lunge. Das Korperkreislaufsystem
(oder auch Hochdrucksystem) versorgt den Korper sowie den Herzmuskel mit
oxygeniertem, sauerstoffthaltigem Blut welches vom linken Ventrikel iiber die Aorta in
den Korperkreislauf ausgeworfen wird. Kurz oberhalb der in der Aorta ascendens
gelegenen Aortenklappe gehen die rechte und linke Koronararterie ab (Arteria coronaria
dextra und sinistra), die liber weitere Aufzweigungen das Myokard mit Blut versorgen.
Eine besondere medizinische Bedeutung haben die drei grolen Koronargefdle Ramus
circumflexus, Arteria interventricularis anterior sowie die Arteria coronaria dextra,
welche ausgehend aus der Arteria coronaria dextra und sinistra das Herz mit Blut
versorgen (siche Abb. 1).! Der Blutfluss durch die Koronargefile erfolgt hauptsichlich
in der Diastole der Herzaktion mit ungefdhr 70-80ml/min/100g Blut unter korperlicher
Ruhebedingungen. Dieser Blutfluss kann {iiber eine Vasodilatation bzw. eine

Vasokonstriktion der Koronararterien reguliert und erhéht bzw. erniedrigt werden.?

Der histologische Aufbau eines GefdBes gliedert sich in drei Hauptabschnitte: Die
Innenwand der Gefde wird luminal durch die Endothelzellen der Tunica intima
ausgekleidet. Der Tunica intima folgt abluminal die Tunica media, welche eine aus
glatten Muskelzellen bestehende Muskelschicht darstellt. Die Tunica media ist fiir die
obengenannte Vasokonstriktion bzw. -dilatation der GefdBe verantwortlich. Die

lumenferne, duflerste GefdBschicht bildet die bindegewebige Tunica adventitia, die
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unter anderem fiir die Einlagerung des GefidBles in das umgebende Gewebe sorgt.
Zwischen den einzelnen Schichten der Tunica intima und Tunica media sowie zwischen
Tunica media und Tunica adventitia befindet sich jeweils s.g, Membrana elastica interna
bzw. externa (siche Abb. 2).?

R. posterolateralis

A.coronaria sinister

sinistra R. circumflexus

lt!.cp n; R.interventri-
arterios cularis anterior
.nodi T
sinu’:mgﬂs R.marginalis
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arteriosi
Rr. atriales 7 '
dexter <~ R.lateralis |

A.coronaria jl R.lateralis Il

dextra

“ R.inter-
R.marginalis ‘ ventricularis
dexter ‘ anterior
R. atrioventri- =

cularis sinister *
R.interventri- R. posterolateralis Rr.interventri-
cularis posterior dexter culares septales

Abb. 1: Anatomie des Herzens und der Koronargefifie. Zu sehen ist das Herz von ventral mit linkem Vorhof,
linken Ventrikel, rechtem Vorhof und rechten Ventrikel (nicht beschriftet). Weiterhin erkennt man die, fiir die
Klassifikation von Stenosen wichtigsten, drei grofen Koronargefde: Den Ramus circumflexus, die Arteria
interventriculares anterior nach Abgang von der aus der Aorta ascendens entspringenden Arteria coronaria sinsistra
sowie die ebenfalls aus der Aorta entspringende Arteria coronaria dextra. Weitere kleinere - das Myokard

versorgende- Koronarien sind zu sehen und beschriftet (modifiziert (Mod.) nach Thieme).

Adventitia Media Intima

iz

)
f ”“0

OQQ

Endothel

Membrana Membrana
elastica externa  elastica interna
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Abb. 2. Histologischer Aufbau eines Gefifles. In der Abbildung sind alle in Kapitel 1.1. beschriebenen Schichten
eines Gefidlles zu erkennen. Blau dargestellt ist die innerste Schicht: Das Endothel. Das Endothel stellt die Tunica
intima dar und begrenzt das Gefd3 nach luminal hin. Die bindegewebe Membrana elastica interna grenzt die aus
glatten Muskelzellen bestehende Tunica media (rot) von der Tunica intima ab. Die griin dargestellte Tunica
adventitia wird ebenso von einer membranartigen Schicht —der Membrana elastica externa- von der luminaler

gelegenen Tunica media abgegrenzt (mod. nach. Thieme).

1.1. Koronare Herzerkrankung

Die Koronare Herzerkrankung (KHK) gehort in der westlichen Welt und insbesondere
in Deutschland mit zu den héufigsten Todesursachen. So starben im Jahr 2014 in
Deutschland ca. 70.000 Menschen an chronisch ischamischen Herzerkrankungen.*
Definiert wird die Koronare Herzerkrankung laut Herold als eine symptomatische
Manifestation von Arteriosklerose in den KoronargefdBen.> Ist mehr als eine der drei
grolen Koronararterien (Ramus circumflexus, Arteria interventriculares anterior und
Arteria coronaria dextra) von manifestierter, stenosierender Arteriosklerose betroffen,
spricht man von einer Zwei- bzw. Drei-Gefd3-KHK oder auch Mehrgefa3-KHK. Ist die
Arteria coronaria sinistra vor ihrer Aufzweigung in den Ramus circumflexus und die

Arteria interventriculares anterior betroffen, spricht man von einer Hauptstammstenose.

1.1.1. Arteriosklerose & Kardiovaskulidre Risikofaktoren

Die Arteriosklerose stellt eine Erkrankung des arteriellen GefdBssystems dar, der eine
komplexe, multifaktorielle Pathogenese zu Grunde liegt und die Gegenstand bisheriger
und aktueller Forschung ist. Verschiedene Hypothesen der Pathogenese der
Arteriosklerose wurden im Laufe der jahrelangen medizinischen Forschung erhoben
und erginzt: So ging man urspriinglich davon aus, dass der Arteriosklerose eine
Verletzung der Endothelzellschicht —sprich der Tunica intima- zu Grunde ldge, welche
in der Folge zu einer proinflammatorischen Signalkaskade fiihre und letztendlich die
Arteriosklerose bedinge. Hierbei wurde zum Beispiel eine Hypertonus-bedingte
Intimaschadigung als moglicher Ausloser der Arteriosklerose angenommen. Diese
Theorie der arteriosklerotischen Pathogenese ist unter dem Namen ,,Response-to-injury-

Theorie* bekannt geworden.®
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Im Laufe weiterer Forschungen konnte eine weitere wichtige pathogenetische Ursache
der Arteriosklerose benannt werden: Die Oxidation von LDL-Cholesterinmolekiilen
(sogenannte (s.g.) ,,Lipoprotein-induced-arteriosclerosis-Theorie).” Oxidiertes LDL
werde hierbei von im Blutkreislauf zirkulierenden Monozyten (welche sich im Gewebe
zu Makrophagen differenzieren) an den GefdBwinden der Arterien aufgenommen. Die
Monozyten/Makrophagen setzen sich im weiteren Verlauf an und innerhalb der Tunica
intima und media ab und bilden s.g. Schaumzellen. Hierbei transmigrieren die
Makrophagen tiber die Endothelzellschicht oder nutzen geschiadigte Endothelzellwidnde
zum Eindringen (vgl. Kapitel 1.1.3.1.).81° Eine Ansammlung dieser Schaumzellen wird
als arteriosklerotischer Plaque bezeichnet. Demzufolge stellt eine Hyperlipiddmie bzw.
ein erhohter LDL-Cholesterinwert im Blut ein hohes Risiko fiir die Entstehung der
Arteriosklerose dar.!! Klinisch spielgelt sich das im Framingham Risikoalgorithmus
wieder: Ab einem Blutgesamtcholesterinspiegel im Blut von >240mg/dl wird von einem
hohem Risiko fiir ein kardiovaskuldres Ereignis in den néchsten 10 Jahren

ausgegangen.'>!?

Der Prozess der arteriosklerotischen Umwandlung der Arterien wird auf molekularer
Ebene als eine Art Inflammation verstanden: Im Blut zirkulierende Makrophagen und
auch dendritische Zellen sezernieren Botenstoffe (s,g. Zytokine), die in der Folge
Endothelzellen zur vermehrten Expression von Adhédsionsmolekiilen anregen sowie
auch im Blut zirkulierende Leukozyten zu jenem inflammatorisch-arteriosklerotisch
verdandertem Gewebeabschnitt locken. Als besonders wichtiges Zytokin und
Schliisselmolekiil ist in diesem Zusammenhang Interleukin-6 (IL-6) zu nennen. Sowohl
Endothelzellen als auch Monozyten/Makrophagen sezernieren IL-6 iiber Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NF-kB in dem arteriosklerotischen Umbauprozess der
GefdBwinde.!*!5 Dies fiihrt einerseits zur weiteren Rekrutierung und Anlockung von im
Blut zirkulierender Lymphozyten an jene Gefél3stelle sowie zur Proliferation der glatten
Muskelzellen der Tunica media und demzufolge zur Ausweitung bzw. VergroBerung

des arteriosklerotischen Plaques in und an der GefdBwand.!-!7

Khan et al. konnten auBlerdem zeigen, dass auch oxidiertes LDL an sich eine
chemotaktische Wirkung auf Monozyten/Makrophagen besitzt, bzw. an der Ausbildung
von Adhédsionsmolekiilen (wie Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1; unter
anderem Ligand des CD11b/CD18-Komplexes) und Vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM-1)) in der Frithphase der Arteriosklerose iiber den Tumor-Nekrose-Faktor-a
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(TNF-a) beteiligt ist.'® TNF-a wird als weiteres Schliisselmolekiil der Arteriosklerose
neben IL-6 vor allem von Makrophagen ausgeschiittet und sorgt unter anderem fiir eine
Stimulation der Endothelzelltransmigration von neutrophilen Granulozyten an jener
GefdBsstelle.!” Weiterhin wird durch Exozytose von Weibel-Palade-Ko6rperchen
(Zellorganelle der Endothelzellen mit Inhalt von unter anderem Zytokinen oder
Selectinen) das Adhdsionsmolekiil P-Selectin auf der eigenen Zellmembran vermehrt
exprimiert, welche im Blut zirkulierende Leukozyten zur Anheftung an die
Endothelzellmembran iiber ihren Liganden PSGL-1 binden.?’ Im weiteren Verlauf wird
die Bindung von Leukozyten an das Endothel durch weitere komplexe
Adhésionsmolekiile verstirkt, wie zum Beispiel E-Selectin, CD31 (PECAM-1) und dem
CD11b/CD18-Komplex (Integrin omB2; vgl. Abb. 4).21-26

Durch Bindung und Aktivierung der Leukozyten (insbesondere der Lymphozyten und
neutrophile Granulozyten) am Gefiflendothel werden jene Leukozyten dazu angeregt,
trans- oder parazelluldr iiber die Endothelschicht ins arterielle Gewebe zu migrieren.?’
Hierbei spielen neben den genannten Adhédsionsmolekiilen, auch Proteine wie
Metallomatrixproteasen aus der Extrazellularmatrix eine gewisse Rolle.?® Der
Gesamtprozess der Leukozytenmigration iiber die Endothelzellmembran in das

GefiaBgewebe wird als Leukozytendiapedese bezeichnet (vgl. Abb. 6).

Bereits Mitte der 80er Jahre konnten in der groen PROCAM-Studie mehrere
Risikofaktoren fiir die pathogenetische Entstehung von Arteriosklerose und
kardiovaskuldren Ereignissen quantifiziert und benannt werden. Diese sind neben der
bereits erwdhnten Hypertonie (>140/90 mmHg) und LDL-Cholesterinerhohung
(>160mg/dL Blutserumspiegel) das Lebensalter (médnnlich >45 Jahre, weiblich >55
Jahre), Nikotinabusus, KHK/Myokardinfarkte bei erstgradigen ménnlichen Verwandten
vor dem 55 Lebensjahr sowie bei weiblichen erstgradigen Verwandten unter dem 65
Lebensjahr.?3® Weiterhin gelten ein Diabetes mellitus mit einem HbAlc >6,5% sowie
erniedrigte HDL-Cholesterinserumspiegel (<40 mg/dL Maénner, <50mg/dL Frauen)
sowie erhohte Triglyceridspiegel (>150mg/dL) in der Literatur als Risikofaktoren.>-!-32
Weitere andere mit der Arteriosklerose assoziierte Risikofaktoren sind ein erhohter
Lipoprotein-(a)-Spiegel, Hyperfibrinogendmie sowie Feinstaubbelastung und
Depression.*37 RegelmiBige Bewegung bedingt hingegen einen entscheidenden

positiven Einfluss auf die Progression von arteriosklerotisch befallenen GefaBen.
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1.1.2. Myokardischimie

Als Myokardischimie bezeichnet man einen Zustand der Minderdurchblutung von
Myokard mit arteriellem Blut, welcher einen s.g. Myokardinfarkt zu Folge haben kann.
Auch konnen arterielle Hypoxien (bedeutet einen Abfall der Sauerstoffséttigung (sO2)
im arteriellen Blut <95%) zu einer Minderversorgung vom Myokard mit Sauerstoff
fiihren. Als Quelle einer Ischdmie kdnnen sowohl arteriosklerotische Stenosen als auch
rupturierte arteriosklerotische Plaques (welche als Thromben im Gefd3 fungieren
konnen) zu Koronarinsuffizienzen und Myokardinfarkten fithren. Beide Félle fiihren
aufgrund einer teilweisen bis vollstdndigen Flusslimitation des Blutes in den GefdBen
zur Einschrinkung der Versorgung des Myokards mit Blut und folglich zu einer
Minderversorgung mit Sauerstoff. Hierbei kann die Myokardischdmie in verschiedenen
Formen auftreten: Es werden zunichst sowohl symptomatische von nicht-
symptomatischen (stummen) Ischdmien unterschieden. Symptomatische Ischdmien
werden wiederum in eine stabile Angina Pectoris (AP; laborchemisch ohne
Troponinanstieg im Blut) sowie das Akute Koronarsyndrom (ACS) unterteilt. Auch das
ACS lasst sich noch in seine drei Unterformen instabile AP (kein laborchemischer
Troponinanstieg im Blut und in der Abgrenzung zur stabilen AP mit
Symptomprogredienz, Symptomen in Ruhelage oder erstmaliger AP), ST-Strecken-
Hebungsinfarkt  (STEMI) und  Nicht-ST-Streckenhebungsinfarkt  (NSTEMI)
differenzieren. Beim STEMI und NSTEMI kommt es, im Gegensatz zur AP, stets zum

Troponinanstieg im Blut (vgl. Abb. 3).5

Die Myokardischdmie kann je nach Lokalisation und Dauer verschiedene
Auswirkungen und Folgen haben. Hierbei sind hdufig Herzrhythmusstorungen sowie
Kammerflimmern oder ein plotzlicher Herztod zu beobachten.’” Desweiteren treten
gehduft Herzwandaneurysmen sowie Mitralklappeninsuffizienzen aufgrund von
Papillarmuskelabrissen auf. Eine weitere Langzeitfolge von Myokardischdmien sind

chronische Herzinsuffizenzen.’

Histologisch lassen sich nach einem Myokardinfarkt verschiedene Stadien innerhalb des
Myokards unterscheiden: Innerhalb der ersten 6h nach Beginn der Ischdmie werden
zundchst einzelne Zellbestandteile (Mitochondrien, Zellmembranen) fragmentiert. Nach

6-12h lassen sich erstmals Koagulationsnekrosen nachweisen. 12-24h nach
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Ischdmiebeginn entsteht eine lokale Inflammation im Myokard (siehe Abschnitt 1.2.3.1.
Revaskularisation & Ischdmie-Reperfusionsschaden), worauf in der Folge -eine
Proliferation von Granulationsgewebe einsetzt (nach 3-7 Tagen). Das andauernde

Endstadium nach Wochen der Ischimie bildet kollagenes weiles Narbengewebe.**°

Akuter Thoraxschmerz/ Verdacht auf ACS

v

EKG
ST-Hebung Keine ST-Hebung
Troponin

v v
positiv negativ

v v v
Instabile
STEMI NSTEMI e

Abb. 3: Algorithmus zur Klassifikation des ACS. Bei Verdacht auf ein ACS wird zunédchst ein 12-Kanal-EKG
geschrieben. Zeigen sich ST-Hebungen in den EKG-Ableitungen, wird die Diagnose eines STEMI gestellt. Fallen
im EKG keine ST-Hebungen auf, kann aufgrund des Tropinins im Blut eine Differenzierung vorgenommen

werden. Der NSTEMI ist Troponin-positiv, wohingegen die instabile AP Troponin-negativ ist (mod. nach Medix).

1.1.3. Behandlungsoptionen

Die Behandlungsoptionen der KHK richten sich nach dem Schweregrad der
Symptomatik des Patienten sowie der Anzahl und GroBe der arteriosklerotischen
Gefdfistenosen (vgl. Abb. 4). Allen Behandlungsoptionen gemein ist eine
medikamentose Therapie und Verhaltensinderungen des Patienten in Bezug auf
Risikofaktoren der Arteriosklerose (vgl. Kapitel 1.1.1.). Die medikamentdse Therapie
beinhaltet primdr lebenslang eine  Pléttchenaggregationshemmung  mittels
Acetylsalicylsdure (100mg/Tag), einen HMG-Co-A-Reduktasehemmer (,,Statine®)

sowie einen B-Blocker und einen ACE-Hemmer.*%4!
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Patient mit nichi-invasiv nachgewiesener KHK
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Verhalensandenungen

Abb. 4: Algorithmus der Behandlung von KHK. Je nach morphologischem Befund der Stenose und Lokalisation
werden verschiedene Therapieschemen unterschieden. Gemein ist die medikamentdse Therapie und die
Verhaltensidnderung des Patienten im Bezug auf sein Risikoprofil fiir eine KHK. Wie aus der Abbildung hervorgeht,
werden nach Sicherung des morphologischen Koronarbefunds (z.B. iiber eine Herzkatheteruntersuchung oder eine
Kardiocomputertomographie) drei mogliche Behandlungswege unterschieden: bei geringfiigiger Stenose ist die
Behandlungsoption nur eine medikamentdse Therapie. Bei der EingefdBerkrankung wird eine ziigige perkutane
Koronarintervention (PCI) plus nachfolgender medikamentoser Therapie durchgefiihrt. Bei einer
MehrgefaBerkrankung bzw. Hauptstammstenose wird neben der medikamentdsen Therapie und einer PCI fiir die

Langzeitversorgung eine Bypass-Operation angestrebt (mod. nach Leitlinien.de).

1.1.3.1. Revaskularisation & Ischamie-Reperfusionsschaden

Ist bei einer KHK die Indikation zu einer Revaskularisation gegeben, gibt es
verschiedene Moglichkeiten zur Durchfiihrung dieser. Bei einer
vollstdndigen/hochgradigen Stenose bzw. einem gesichertem Myokardinfarkt sollte der
Eingriff schnellstmoglich nach der Diagnose erfolgen, damit die Myokardischdmiezeit
moglichst kurz gehalten wird. Innerhalb eines Zeitfensters von 90 Minuten nach
Symptombeginn ist die Methode der Wahl die Akut-PCI, bei welcher iiber einen

vorgeschobenen Ballonkatheter die Stenose aufgedehnt wird und meist anschlieend
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mittels Stent versorgt wird. Diese Stents konnen unbeschichtet oder mit
Immunsuppresiva oder Cytostatika beschichtet sein.*> Als Immunsuppressivum oder
Cytostatikum werden unter anderen Sirolimus, Everolimus oder Paclitaxel
verwendet.**  Wird der neunzigminiitige Zeitraum fiir eine mechanische
Revaskularisation tiberschritten, oder gibt es keine strukturelle Moglichkeit zur einer

Akut-PCI kann eine medikamentos induzierte Fibrinolyse Abhilfe schaffen.*

Eine andere Mdglichkeit der Revaskularisation bei KHK-Patienten bietet eine Bypass-
Operation. Bei dieser wird eine korpereigene Arterie oder Vene des Patienten auf die
von den Stenosen betroffenen Koronararterien genéht, um die Stenose mittels
Kollaterale zu umgehen. Als Arterie wird hierbei zumeist die linke Arteria mammaria
interna genutzt. Vorteil hierbei ist, dass die Arterie meistens an ihrem physiologischen
Abgang aus der Arteria subclavia gelassen werden kann. Seltener wird auch die Arteria
radialis verwendet. Soll ein vendser Bypass gelegt werden, wird meist die Vena saphena
magna des Unterschenkels genutzt, welche zunéchst (ebenso wie die A. radialis) an die

Aorta ascendens anastomosiert werden muss, um als Kollaterale fungieren zu kénnen.*’

Laut Leitlinie der Europédischen Kardiologischen Gesellschaft sollte bei einer Ein- bzw.
Zweigefal-KHK ohne Beteiligung der Arteria coronaria sinistra bevorzugt eine PCI
angewendet werden. Bei Dreigefd3-KHK oder einer Hauptstammstenose wird vor allem

zu einer Bypass-Operation geraten (vgl. Abb. 4).4

Nach einer Myokardischdmie aber vor allem auch insbesondere nach einer Reperfusion
des Gewebes durch Revaskularisation kommt es in diesem zu einem Inflammations-
prozess, der sich dhnlich dem der Arteriosklerose verhélt. Die pathologischen Vorgénge
und Schidden nach Reperfusion am ischdmischen Gewebe werden Ischdmie-

Reperfusionsschaden (oder auch Ischemia Reperfusion Injury (IRI)) genannt.

Der komplexe Mechanismus des IRI spielt sich folgendem MaBlen ab: Zunédchst kommt
es in der Ischdmiephase im Gewebe verstirkt zu einer Hypoxie-bedingten Expression
des Transkriptionsfaktor NF-kB, wodurch unter anderem IL-6 in den geschéddigten
Endothelzellen gebildet wird. Ebenso wird Hypoxie-bedingt iiber den
Transkriptionsfaktor HIF-a der proangiogenetischen Faktor Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) verstirkt zur Synthese angeregt.*>! Wihrend der Ischimie
kommt es in den Zellen zum Verbrauch der noch vorhandenen und gespeicherten ATP-

Vorrdte. Die zelluldire  Energiegewinnung wird in der Folge auf anaerobe
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Stoffwechselvorginge umgestellt. Als Folge dessen bilden sich unter anderem
membrangingige Molekiille wie Adenosin, Inosin und Hypoxanthin sowie als
Nebenprodukte dieser Reaktionen reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS).>? Durch den
Verbrauch der zelluldren Energietrdger fehlen dem Zellstoffwechsel Ausgangsstoffe fiir
die Resynthese von benotigtem ATP. Folglich kommt es zum Ausfall bzw.
verminderten Aktivitdt der ATP-abhingigen Na'-K'-ATPase in den Membranen des
ischamischen Gewebes, sodass sich im Verlauf ein intrazelluldrer osmotischer
Konzentrationsgradient gegeniiber dem Extrazellularraum aufbaut, der zu einer
odematdsen Schwellung der Zellen fiihrt.”> Auch konnte gezeigt werden, dass der
Transkriptionsfaktor NF-kB im Falle einer ROS-Bildung —wie in beschriebener
Kaskade- hochreguliert wird.>* Durch eine vermehrte Expression von NF-kB kommt es
darauf anschlieend weiterhin zur verstirkten Ausschiittung von Zytokinen wie IL-6
und TNF-a sowie Expression und Préisentation von Adhdsionsmolekiilen wie VCAM-1
und CD11b/CD18 auf Endothelzellen, sodass dhnlich dem inflammatorischen Prozess
der Arteriosklerose eine Anheftung von im Blut zirkulierenden Leukozyten an das
geschidigte ischamische Gewebe stattfinden kann. 4155336 Die Hochregulierung von
NF-kB bedingt somit einen Teufelskreis: Der Transkriptionsfaktor verstirkt einerseits
die Bildung von proinflammarotischen Zytokinen wie IL-6 und TNF-a, welche

wiederum ihrerseits eine Hochregulation der Expression von NF-«B fordern.®’

Eine weitere verheerende Eigenschaft der ROS ist, dass Endothelzellen direkt durch die
gebildeten Sauerstoffradikale und -spezies geschadigt werden. Dieser Schaden wird als
Endotheldysfunktion bezeichnet. Die Endotheldysfunktion bedingt sowohl eine erhohte
Gefidllpermeabilitdt als auch eine weitere Zytokinfreisetzung und Adhésionsmolekiil-
expression wie z.B. CD31 und CD11b/CD18. Dies begiinstigt in der Folge vor allem
den Prozess der Leukozytendiapedese insbesondere durch Lymphozyten und
neutrophilen Granulozyten (vgl. Abb. 5).53-275% Lucchesi et al. sowie weitere Studien
konnten nachweisen, dass neben den Endothelzellen auch neutrophilen Granulozyten
ithrerseits massiv proinflammatorische Zytokine sowie ROS freisetzen und damit die
Diapedese selbst iiber eine Progression der Endotheldysfunktion begiinstigen (vgl. Abb.
6).60-63

Nicht nur durch neutrophile Zellen werden ROS gebildet: Wird nach einer Ischdmie des
Gewebes eine Revaskularisation bzw. Reperfusion eingeleitet, werden durch Verbrauch

von Metaboliten wie Hypoxanthin sowie durch das oxygenierte arterielle Blut erneut
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massiv ROS gebildet, was eine weitere Schidigung des Gewebes und Steigerung des
IRI bedingt.** Das Phdnomen, welches besagt, dass die Reperfusion von ischdmischem
Gewebe mit sauerstoffhaltigem Blut den IRI vergroBfert, wird in der Literatur als

Sauerstoffparadoxon bezeichnet.

Eine weitere Verdnderung wihrend des Ischdmiezeitraumes sowie der Reperfusion ist
ein moglicher zelluldrer Abwehrmechanismus von glatten Muskelzellen der Gefialle
sowie Kardiomyozyten gegeniiber einem Ischdmie-bedingten Zelltod. Hierbei handelt
es sich zundchst um den Abfall des intrazelluliren pH-Werts. Nach beginnender
Reperfusion werden die sauren Metabolite bzw. Protonen aus dem Intrazellularraum vor
allem durch den Na‘/H'-Kanal in das reperfundierende Blut ausgewaschen und ein
physiologischer zelluldrer pH-Wert pendelt sich in den Zellen €in.%>%" Dieser Vorgang

wird in der Literatur als pH-Paradoxon beschrieben.
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Abb. 5: Leukozytendiapedese. Zu schen ist der Vorgang der Leukozytendiapedese. Zunichst kommt es iiber das s.g.
Rolling (eine Art ,,abrollen der Leukozyten auf dem Endothel) und einer lockeren Selektin-Bindung zur Anndhrung
der im Blut zirkulierenden Leukozyten ans Endothel. Durch die Anndhrung werden zytokinvermittelt die vorhandenen
Bindungen durch Adhésionsmolekiile wie z.B. der Integrinkomplex CD11b/CD18 hochexprimiert und verstarkt.
Dadurch kommt es zur schrittweisen festen Anlagerung der Leukozyten auch mittels CD31 an das Endothel. Nach der
Bindung und Aktivierung kommt es letztendlich zur Transmigration der Leukozyten in das Gewebe. Bereits
transmigrierte Makrophagen verstirken i{iber Zytokinausschiittung die weitere Anndhrung und Ortsdetektion der
Leukozyten aus dem Blut. Eine Entziindungskaskade im Gewebe der GefdBe entsteht in der Folge (mod. nach

Kaminski et al.).
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Abb. 6: Zelluliire Verinderungen wihrend der Ischimie. Zu sehen ist die einsetzende Kaskade wiahrend des
Ischimiezeitraums. Uber den Zusammenbruch des zelluldren Elektrolytgradienten durch Minderung in der Aktivitit
der Na'-K*-ATPase kommt es zu vielseitigen nachgeschalteten Prozessen. Uber einen intrazelluliren
Kalkiumanstieg kommt es iiber die Phospholipase A2 sowie dem Pléttchen-aktivierenden Faktor und Eicosanoiden
zur Vasokonstriktionen der betroffenen GefdaBle, einer Plddtchenaktivierung sowie einer Erhohung der
GefdBpermeabilitit sowie der Einwanderung von Granulozyten in das ischdmische Gewebe. Die Granulozyten
setzen ihrerseits proinflammatoriche Molekiile sowie ROS und Enzyme wie Proteasen und Elastasen frei, welche

den IRI im Gewebe massiv verstirken (mod. nach Transplantation.de).

1.2. Organtransplantation

Unter einer Organtransplantation (hier am Beispiel der Herztransplantation) versteht
man die operative Ubertragung eines Spenderorgans auf einen bediirftigen
Organempfinger. Eine Herztransplantation stellt als Therapieform meist die
letztmdgliche Therapieoption dar. Die Indikation fiir eine Herztransplantation ist

zumeist eine therapierefraktire terminale Herzinsuffizienz im Endstadium (s.g. NYHA
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IV Stadium). Die Herzinsuffizienz kann hierbei zum Beispiel Folge eines langjdhrigen
KHK nach Myokardinfarkt sein. Weitere verschiedene Herzparameter wie z.B. die
linksventrikuldre Ejektionsfraktion, die Herzfrequenz oder der Blutdruck werden fiir die

Abschitzung der Bediirftigkeit eines Spenderherzens herangezogen.5%¢°

1.2.1. Immunsuppression nach Herztransplantation

Ein generelles Problem bei einer allogenen Organtransplantation stellt eine mdgliche
AbstofBungsreaktion des Empfangers dar (s.g. Graft-versus-Host-Disease). Eine
chronische AbstoBung des Herzens vermittelt {iber die Koronarien wird auch
Transplantatvaskulopathie genannt.  Hierbei kommt es zu einer chronischen
Inflammationsreaktion der Gefdlle im transplantierten Herzen. Diese Inflammation kann
in der Folge eine  Koronararteriosklerose  bedingen,  welche dem
Inflammationsmechanismus aus Kapitel 1.1.1 &hnelt. Der Ausloser einer
Transplantatvaskulopathie scheint wie Hollenberg et al. herausfanden eine Schadigung
des Endothels zu sein.”® Durch Unterschiede in den Humanen-Leukozyten-
Antigenen(HLA)-Subtypen des Empfiangers und dem Spenderorgans (s.g. HLA-
Missmatch) kommt es zur Zytokinausschiittung durch Leukozyten mit anschlieBender
Leukozytendiapedese iiber Adhdsionsmolekiile wie unter anderem ICAM-1 und dem
entsprechenden Liganden auf den Endothelzellen CD11b/CDI18.”! Auch spielt die
Ischdmiezeit des Spenderherzens zwischen Explantation am Spender und Implantation
am Empfinger eine Rolle in der Inflammationsentstehung. Hierbei wird durch die
Abschneidung der Blutzufuhr und Oxygenierung des Herzens ein kiinstlicher IRI im
Transplantatgewebe erzeugt, welcher auch mit der Bildung von ROS einhergeht
(genauer Mechanismus vgl. Kapitel 1.2.3.1.).”>73 Diesen IRI am zu transplantierenden

Organ gilt es moglichst gering zu halten.

Bei einer abstoBungsbedingten Transplantatvaskulopathie finden sich im Vergleich zu
einer KHK-bedingten Arteriosklerose eine hohere Durchwanderung der Gefdfle mit
Immunzellen, eine geringeren Kollateralbildungen der Gefdle, eine intakt gebliebene
Membrana elastica interna, eine geringe Kalzifikation innerhalb des Gefdf3es, ein
generell eher konzentrisches Ausbreitungsmuster und eine diffus-distale Lokalisation.”*

8 Oft fiihrt eine Transplantatvaskulopathie auBerdem im Verlauf zu einem
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Funktionsverlust des Transplantationsorgans und macht eine erneute Transplantation
unumgénglich bzw. ist teilweise mit einer der Haupttodesursache im ersten Jahr nach

der Herztransplantationen.”

Als Prophylaxe einer Abstoungsreaktion werden die Empfinger nach der
Transplantation standardmédBig lebenslang mit Immunsuppressiva behandelt, um die
HLA-Missmatch-bedingte Immunantwort auf das transplantierte Organ zu
unterdriicken. Als immunsuppressive Therapie wird zumeist eine Tripple-Therapie aus
einem Glucokortikoid, einem Calcineurininhibitor oder einem mTOR(mammalian
target of Rapamycine)-Inhibitor wie Everolimus oder Sirolimus plus Azathioprin oder
Mycophenolat-Mofetil gegeben. Teilweise wird die Therapie durch monoklonale

Antikorper erweitert,80-83

1.3. Sirolimus

HO,

Sirolimus besitzt seit Marz 2001 die Zulassung als
Medikament fiir den Raum der Europdischen Union
unter dem Handelsname Rapamune®.3* Erstmals
wurde die Substanz mit makrozyklischer
Laktonstruktur (sieche Abb. 7) 1972 im Bakterium

Streptomyces  hygroscopicus auf einer der

Osterinseln (Rapa Nui) bei einer Expedition auf der

L. . . Abb. T7: Strukturformel  von
Suche nach neuen antimikrobiellen Wirkstoffen | .. .
Sirolimus. Summenformel Cs;H79NO;3,
entdeckt. Ein veralteter Name fiir Sirolimus ist [bei einem  Molekulargewicht von

914,17g/mol (mod. nach Streit et al.)

aufgrund seines Fundortes Rapamycin.

1.3.1. Wirkung

Sirolimus wirkt in humanen Zellen als mTOR-Inhibitor. Das mTOR-Molekiil ist eine
Serin/Threoninkinase, welche sich aus den Unterkomplexen mTOR-C1 und mTOR-C2

zusammensetzt.?® Der mTOR-Komplex wird physiologisch durch Wachstumsfaktoren
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sowie den JAK/STAT-Kinase weg aktiviert.®” Intrazellulir aufgenommen geht
Sirolimus zunédchst einen Komplex mit einem Bindungsprotein namens FKBP-12
ein.®%8 Dieser Komplex hemmt in der Folge direkt das mTOR-Protein, sodass die
weitere Signalkaskade ausgehend von mTOR unterbunden wird. Physiologisch aktiviert
das mTOR-Protein eine Proteinkinase namens P70S6K. Diese Proteinkinase
phosphoryliert im Verlauf das S6-Protein einer ribosomalen S40 Untereinheit sowie den
Elongationsfaktor eEF-2 zur weiteren Synthese zelluldrer Proteine.®! Auch fiihrt eine
aktivierte Proteinkinase P70S6K iiber Zwischenschritte zur Synthese des Proliferation-
Cell-Nuclear-Antigens (PCNA). Das PCNA ist essentieller Bestandteil der DNA-
Transkription in der S-Phase eines Zellzyklus.”? Diese beiden Mechanismen werden nun
durch Sirolimus gehemmt, sodass es zum sistieren des Zellzyklus in der S- sowie von

physiologischen Abldufen der zelluldren Proteinbiosynthese kommit.

Ein weiterer Wirkungszweig des Sirolimus-FKBP-12-Komplexes ist die Hemmung der
Phosphorylierung des Proteins 4E-BP1. Phosphoryliertes 4E-BP1 spaltet sich von seiner
physiologischen Bindung zum Initiationsfaktor elF-4E ab, sodass dieser Faktor aktiviert
wird und nachgeschaltet den Zellapparat fiir die Synthese von Wachstums- und
Zellproliferationsproteinen antreibt.”> Durch diese Mindersynthese bzw. Inhibition
kommt es unter anderem zu einem antiproliferierenden Effekt auf glatten Muskelzellen

der GefiBwinde.?*?>

Weiterhin bewirkt Sirolimus, dass die Aktivititen der Kinasenkomplexe cdk4/Cyclin-D
sowie cd2/Cyclin-E gedrosselt werden. Diese Cyclinkomplexe spielen eine wichtige
Rolle beim Ubergang der verschiedenen Zellzyklusphasen. Der cd2/Cylcin E-Komplex
ist hierbei essentiell beim Ubergang von der G1- in die S-Phase, was nun durch die
Sirolimuswirkung unterdriickt wird.”® Vor allem der Zellzyklus von T-Lymphozyten ist
hiervon betroffen, sodass Sirolimus sowohl direkt auf die zellulire Immunantwort als
auch indirekt mittels Suppression des T-Zell-Wachstumsfaktors Interleukin-2 wirkt.””-%%
Auch bewirkt die verminderte Interleukin-2-Ausschiittung eine Hemmung auf die
Ausdifferenzierung von B-Lymphozyten zu antigenproduzierenden Plasmazellen.” Des
weiteren deutet der Versuch von Dhingra et al. darauf hin, dass mTOR-Inhibitoren wie
Sirolimus eine Blockade der Wirkung des Transkriptionsfaktors NF-kB verursacht und
somit iiber die Inhibierung des Signalweges von TNF-a dazu beitridgt, den Ischidmie-

Reperfusionsschaden einzudimmen (vgl. Kapitel 1.1.3.1.).100.101
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Insgesamt kann zusammengefasst werden, dass Sirolimus iiber die Inhibierung des
mTOR-Signalweges sowohl iiber die zytokinvermittelte Zellproliferation und —
differenzierung als auch iiber die direkte Cyclin-Komplexinhibierung eine Inhibition der

Lymphozyten bewirkt (vgl. Abb. 8 und 9).
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Abb. 8: Signalkaskade des mTOR-Komplexes. Wachstumsfaktoren sorgen iiber eine Aktivierung des JAK- und
STAT-Kinasewegs zu einer Stimulation des mTOR-Komplexes. Dieser Komplex aktiviert Initiationsfaktoren wie
elF4E und verschiedene Kinasen, welche wiederum iiber Cylcin-Komplex-Regulierung zur Proliferation bzw.
Proteinbiosynthese fiihren. Eine entscheidende Kinase stellt die p70S6-Kinase dar, welche im weiteren Verlauf {iber
ribosomale Aktivierung und PCNA-Expressionvermehrung die Zellzyklen und Proteinsynthesen steuert. Uber eine
Hemmung des mTOR-Proteins bewirkt Sirolimus sowohl eine Hemmung der p70S6-Kinase sowie eine Drosselung
der Aktivitdten von Cylclin-Komplexen und des Initiationsfaktors elF-4E. In der Folge kommt es zur Suppression der
Ausschiittung von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und der Zellproliferation bzw. Differenzierung von Lymphozyten.
Durch Hemmung der Proliferation finden mTOR-Inhibitoren Einzug in aktueller Forschung der Tumortherapie, da

z.B. eine unkontrollierte Cyclin-E-Aktivitit zu einem Retinoblastom fithren kann (mod. nach Sehgal et al.).

1.3.2. Einsatzgebiete

Ein hiufiges Einsatzgebiet von Sirolimus ist die immunsuppressive Therapie nach
Organtransplantationen  zur  Verhinderung von akuten und chronischen
AbstoBungsreaktionen (vgl. Kapitel 1.2.1.). Bei Versuchen an Affen wurde
nachgewiesen, dass Sirolimus zur =zeitweisen Regressionen bei Transplantat-
vaskulopathien beitragen kann.!°> Ein Vorteil von Sirolimus gegeniiber anderen
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Immunsuppressiva wie z.B. Tacrolimus ist hierbei, dass dieses nicht nephrotoxisch

wirkt, was vor allem nach Nierentransplantationen von Bedeutung ist.!%3

Auch konnte gezeigt werden, dass Sirolimus nach Herztransplantationen das Risiko fiir
die Entstehung einer KHK senkt sowie iiber die Inhibierung der Proteinkinase p70S6
protektiv auf Myokardinfarkte wirken kann und iiber dem hinaus zusitzlich den IRI
iiber Blockade des Transkriptionsfaktors NF-kB und einer Verminderung von ROS
eingrenzt.83:194195 Zyur TIRT Eingrenzung trigt auch die Sirolimus-bedingte Inhibierung

von T-Lymphozyten bei.!%

Ein weiterhin verbreitetes Einsatzgebiet ist die mit Sirolimus beschichtete Einsetzung
von Stents bei KHK, da hierdurch die Restenoserate sowie die Haufigkeit fiir klinische

Herzsymptomatiken gesenkt werden konnen (vgl. Kapitel 1.1.3.1.).43107

In einigen Studien wurde dariiber hinaus bestdtigt, dass die mTOR-Signalkaskade {iber
Stimulation der Bildung des VEGF neovaskulatorisch wirkt. Sirolimus steht deshalb als
mTOR-Inhibitor im Fokus der Forschung als Neovaskularisationshemmer sowie als

Zellzyklusphasenstabilisator Einsatz in der Tumortherapie zu finden (vgl. Abb. 8).108-110

1.4. Everolimus

Everolimus ist ebenso wie Sirolimus ein
makrozyklisches Lakton (vgl. Abb. 9),
welches  allerdings nur  synthetisch
hergestellt ~werden kann.  Chemisch
betrachtet liegt der Unterschied in der

Struktur  zwischen  Everolimus und

Sirolimus in der Anlagerung einer
Hydroxyethylgruppe am Cas-Atom von

Everolimus. 11212113 Qeit 2003  besitzt

Abb. 9: Strukturformel von Everolimus.
Summenformel Cs3HgsNOy4, bei einem
Everolimus unter dem Handelsnamen |Molekulargewicht von 9582g/mol (mod. nach
Medpharm-Text.de).

Certican® seine Zulassung fiir die EU.'*
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1.4.1. Wirkung

Durch die Ahnlichkeit in der molekularen Struktur ist die Wirkungsweise von
Everolimus dhnlich der von Sirolimus. Everolimus ist somit ebenfalls ein Inhibitor des
mTOR-Komplexes (vgl. Kapitel 1.3.1. und Abb. 8).!!'>!1¢ Durch die Verdnderung in der
Molekularstruktur ergeben sich allerdings Unterschiede zwischen den Derivaten, die vor
allem auf der Pharmakokinetik beruhen: Die Halbwertszeit von Everolimus wird durch
die synthetische Modifikation von Sirolimus von 63h auf 24-31h gesenkt. Auch fiihrt
die Anlagerung der Hydroxyethylgruppe zu einer hydrophileren Eigenschaft und einer
groBeren oralen Bioverfiigbarkeit als die von Sirolimus.!!” Sowohl Sirolimus als auch
Everolimus sind Substrate des CYP-P450-3A4/5 und CYP-450-2C8-Systems und

werden dariiber verstoffwechselt.!'®

Als Analogon zu Sirolimus wirkt Everolimus somit zundchst auch iiber die
Komplexbildung an das Protein FKBP-12. Die Everolimus-FKBP-12-Bindung an den
mTOR-C2-Komplex ist hierbei stirker als die von Sirolimus.!" In der Folge werden die
nachgeschalten Prozesse und Proliferationswege iiber mTOR und NF-kB blockiert.
Everolimus ist demzufolge auch ein Inhibitor der direkten zelluldren Immunantwort der
T-Lymphozyten durch Arrest in den G1-S-Zellphasezyklen als auch {iber den
Zwischenschritt der Inhibition der Signaltransduktion mittels Interleukin-2 oder TNF-o.
Auch konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der neutrophilen Granulozyten iiber
Inhibierung der Ausbildung von Adhidsionsmolekiilen wie VCAM-1, ICAM-1 und
CDI11b gehemmt werden. Everolimus eignet sich deshalb ebenso wie Sirolimus, den
Ischdmie-Reperfusionsschaden einzugrenzen und es zeigt ebenso eine Reduktion von
ROS. 1011207122 Tpy einigen Versuchen zeigte sich, dass Everolimus moglicherweise eine
stiarkere inhibitorische Gesamtwirkung auf dem mTOR-Komplex und nachgeschaltete

Endothelprozesse besitzt als Sirolimus.!??

Dariiber hinaus wirkt Everolimus analog als
mTOR-Inhibitor  inhibitorisch ~ auf  Expression des  Hypoxie-induzierten

Wachstumsfaktors VEGF wie Sirolimus.!?*
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1.4.2. Einsatzgebiete

Durch die Hemmung der Leukozytendiapedese durch Everolimus wird dieses als
Standardtherapie zur Prophylaxe von Transplantatvaskulopathien am Herzen, der
GvHD nach Nierentransplantationen sowie als Salvage Therapy bei chronischer GvHD
eingesetzt. Entsprechend der Wirkung von Everolimus werden somit die
proinflammatorischen Prozesse der AbstoBungen supprimiert. 80:81:125.126 Tn Studien hat
sich herausgestellt, dass nach Herztransplantationen eine Kombinationstherapie von
Everolimus mit niedrigdosiertem Cyclosporin A ebenso effektiv im Bezug auf die
Immunsuppression als auch auf die Stidrke der Nephrotoxizitdt ist, wie eine iibliche
Standarddosis Cyclosporin A kombiniert mit MMF. Somit konnte sich eine
nephroprotektivere Therapie mit Everolimus dank Einsparung des nephrotoxischen
Cylcosporins  etablieren.!?’"13%  Auch fiihrte diese Therapickombination zum
verminderten Remodeling am Herzen (Fibrosierung und Dilatation z.B. nach
Myokardinfarkt) und der damit folgenden linksventrikuldren Hypertrophie.'*! Ebenso
findet Everolimus Anwendung in Kombination mit Tacrolimus nach Leber-

transplantationen. '3

Weitere Anwendungsgebiete des Everolimus sind das iiber den Angriffspunkt der
Blockade des Initiationsfaktors elF-4E und der antiangionetischen Wirkung auf {iber
Verringerung der VEGF-Expression als Chemotherapeutikum bei metastasierten
Nierenzellkarzinom, neuroendokrinen Tumoren des Pankreas und

Riesenzellastrozytomen.'33-137

Ebenso wie Sirolimus wird Everolimus dazu genutzt, sowohl bioresorbierbare Stents als
auch Metallstents fiir die Behandlung der KHK zu beschichten, um Restenoseraten zu
senken. Es zeigten sich hierbei bessere Ergebnisse als in der Behandlung mit Paclitaxel

als auch mit Sirolimus.*3-138:139
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Fragestellung:

Beurteilung des Einflusses von Sirolimus und Everolimus

auf den Ischimie-Reperfusionsschaden im humanen Gefilimodell

anhand von drei Versuchsgruppen  (Kontrollgruppe, Sirolimus-Gruppe sowie
Everolimus-Gruppe) mittels Quantifizierung des Interleukin-6, TNF-a — sowie VEGF-
Spiegels im Reperfusionsblut des Bioreaktors sowie der Expression und Quantifizierung

von CD11b-positiven und CD31-positiven GefdBBendothelzellen.
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2. Material und Methoden

Fir die Versuche am humanen GefiBBmodell wurden sieben Gefdlle von Bypass-
Operationen mit nicht-medikamentds zugesetzten Blutproben reperfundiert
(Kontrollgruppe n= 7), sechs Gefdle mit dem Zusatz von Sirolimus im Blut (n= 6)
sowie sieben Gefdfle mit Zusatz von Everolimus im Blut reperfundiert (n=7). Insgesamt

wurden somit 20 Gefialle verwendet.

2.1. Ein- & Ausschlusskriterien

Das Einschlusskriterium fiir die Benutzung humaner Gefile aus einer Bypass-

Operation war, dass das Lebensalter des Gefa3spenders/spenderin iiber 18 Jahre lag.

Ausschlusskriterien fiir die Benutzung humaner Gefdfle aus einer Bypass-Operation

waren:

e Insulinpflichtige Diabetiker

o Infektiose Patienten (v.a. chronische Infektionen wie HIV und Hepatitiden)
e Varikdse GefaBBzustinde

e Tiefe Venenthrombosen in der Anamnese

e Reperfusionsblutlagerung >48h

2.2. Bioreaktor

Der benutzte Bioreaktor fiir die Reperfusion humaner Gefdfle aus Bypass-Operationen
ist eine Sonderanfertigung, welche im Rahmen einer Bachelorarbeit im Fachbereich
,,Medizintechnik und Technomathematik* der Fachhochschule Aachen an der Klinik fiir
Thorax-, Herz- und GeféaBchirurgie des Universitdtsklinikums Frankfurt entstand.!*
Diese Bachelorarbeit beruht auf der Weiterentwicklung der Grundlage eines

Bioreaktormodells, welches zunidchst in interdisziplindrer Zusammenarbeit an der

Technischen Universitdt Miinchen angefertigt wurde.!#! Bereits einige Vorversuche mit
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nicht-humanen Gefiamodellen sowie Kreislaufmodelle zur Perfusion einzelner Organe

dienten hierbei auBerdem als Vorbild.'#>143

Der Bioreaktor kommt zur Simulation des humanen Blutkreislaufs und Gefdlsystems
zum Einsatz. Er verfligt iiber ein eigenes Reservoir, welches in dieser
Versuchsdurchfiihrung als Blutreservoir dient. Uber Konnektoren und Schlauchsysteme
—angetrieben von einer Rollerpumpe — wird hierbei humanes Blut durch die Gefif3e

geleitet.

Die GefiBle befinden sich wihrend der gesamten Reperfusion in einem mit
Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gefiillten Zylinder, welcher ein physiologisches
Milieu simulieren soll. Nach Durchfluss des Blutes durch die Gefille fliet das Blut
iiber einen ableitenden Schlauchschenkel erneut in das Blutreservoir und schlie3t somit

den Kreislauf.

Bestand die Moglichkeit bei einer Bypass-Operation mehrere Gefédl3sstiicke zu erhalten,
konnten insgesamt bis zu drei Gefdlle parallelgeschaltet in das System des Bioreaktors

integriert und somit gleichzeitig reperfundiert werden (vgl. Abb. 10 und 11).

Abb. 10: Bioreaktor. Rechts oben befindet sich der die Steuereinheit. Links daneben befindet sich das zentrale
Blutreservoir, aus dem mittels Schlduchen das Blut zur rechts unten befindlichen Okklusionspumpe getrieben
werden. Nach Durchlauf durch die Pumpe wird das Blut letztendlich durch den mit PBS-Losung gefiillten Zylinder
(links oben) mit den eingespeisten Gefdflen geleitet. Der Blutkreislauf schlieit sich in der Folge durch erneuten

Anschluss an das Reservoir (mod. nach Herrmann).
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Um Luftembolien in dem simulierten Gefal3- und Blutkreislauf zu vermeiden, wird
anhand von Empfehlungen und analog zur Priming-Technik bei Herz-Lungen-
Maschinen wéhrend herzchirurgischer Operationen eine Entliftung der im
Schlauchsystem befindlichen Luft durchgefiihrt.!4%:144145 Diese Entliiftung findet iiber
Drei-Wege-Hdhne proximal des/der zwischengeschalteten GefdBBes/Gefdf3e statt, um die
Luft bei Reperfusionsbeginn nicht durch die verwendeten Gefdle zu pumpen und somit

Gewebeschiden zu vermeiden.

Abb. 11: Gefifireservoir inklusive einem Gefifl. In der Abbildung erkennt man die Konstruktion, in welcher die
Gefédle wihrend der Versuchsdurchfiihrung im Bioreaktor eingespannt sind. Auf dieser Abbildung ist rechtsseitig
ein humanes Gefdf3 in die Vorrichtung iiber Konnektoren und Nahtmaterial eingespannt. Unten befindet sich der
blutzufiihrende, oben der blutabflieBende Schenkel der Konstruktion. Der Einbau mehrerer Geféfle gleichzeitig ist in
diesem Konstrukt moglich. Umgeben wird die Vorrichtung wéhrend der Versuchsdurchfithrung mittels einem
Zylinder, welcher mit PBS-Losung gefiillt ist.
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2.3. Vorbereitungen

Tabelle 1: Materialien fiir die Vorbereitungen des Versuchs

Equipment

Hersteller

Vollblut Blutgruppe AB,

Rhesusfaktor negativ

Deutsches Rotes Kreuz, Blutspendedienst Baden-

Wiirttemberg/Hessen, Institut Frankfurt am Main

automatischen Himatologie-

Analysator

Sysmex KX -21N (Sysmex, Kobe, Japan)

Blutgasanalysegerét

Radiometer A/S ABL 5 (Radiometer A/S,

Kopenhagen, Ddnemark)

Krebs-Henseleit-Losung

0,91 Aqua dest., Krebs-Henseleit-Buffer (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), 0,373g Calciumchlorid, 2,1g
Natriumbicarbonat, pH-Justierung auf 7,1-7,3 mit HCl

oder NaOH

Heparin 250001E/5ml

Ratiopharm (Ulm,Deutschland)

Kleintier-Herz-Lungen-

Maschine

Modell 2000 (Martin Humbs Ingenieursbiiro fiir

Feinwerktechnik, Valley, Deutschland)

Membranoxygenator

Oxyphan PP50/280 (Membrana, Neuss, Deutschland)

Druckgas-Sauerstoffgerét

Sauerstoff medicAL 100 % 2L 200bar (Air liquide,

Paris, Frankreich)

Druckminderer

ARTN-0026 (Dréger, Liibeck, Deutschland)

PBS-Losung

Life technology (Carlsbad, USA)

NaCl-Ldsung 0,9%

B. Braun (Melsungen, Deutschland)

Nahtmaterial

Prolene 4-0 (Ethicon, Somerville, USA)
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2.3.1. Vollblut & Blutparameter

Fiir die Versuche wird Vollblut des Deutschen Roten Kreuz-Blutspendedienstes Baden-
Wiirttemberg/Hessen vom Institut in Frankfurt am Main verwendet. AusschlieBlich
nicht-infektioses Blut der Blutgruppe AB und Rhesusfaktor Negativ wird hierfiir
benutzt, um Antikorper gegen Blutgruppen der Gefdflspender im Blutserum

auszuschlieBen.

Vor Versuchsbeginn wird mittels automatischen Hématologie-Analysator eine
Hamatokritmessung (HKT) vorgenommen. Dariiber hinaus werden durch diesen
Analysator Erythrozyten- und Leukozytenzahlen sowie das mittleres korpuskuléres

Volumen (MCV) quantifiziert.

Mittels eines Blutgasanalysegerdts wird auflerdem vor Versuchsbeginn der
Sauerstoffpartialdruck (pO.) des Vollblutes gemessen, um Entscheidungen iiber die

Prioxygenierung treffen zu kdnnen.

2.3.1.1. Vorbehandlung des Blutes vor Versuchsbeginn

Fir die Versuche wird jeweils 150 ml Vollblut benutzt. Um standardisierte
Vollblutproben fiir die Versuche zu generieren, werden die Blutproben mittels Krebs-
Henseleit-Losung auf einen einheitlichen Hamatokritwert von 30% gesenkt. Dies
geschieht angelehnt an dhnliche Vorversuche an Nicht-Human-Gefialen zur Testung
von Immunsuppressiva bzgl. des IRL.!'** Hierbei wird das notwendige Volumen an
Krebs-Henseleit-Losung mittels folgender Gleichung berechnet und den 150 ml
Vollblut hinzugegeben:

(1) HKT * Blutvolumen [in ml] = Zellbestandteile [in ml]

(2) Zellbestandteile [in ml] / 0,3 = Benétigtes Gesamtvolumen [in ml]

(3) Bendtigtes Gesamtvolumen [in ml] — 150 ml Vollblut = Bendtigte Menge an Krebs-
Henseleit-Losung fiir Senkung von HKT auf 30%
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Nach dieser Standardisierung wird anschliefend den Blutmengen 5000 Internationalen
Einheiten (I.LE.) Heparin (Heparin 25000IE/5ml) hinzugefiigt, um die Koagulabilitit
innerhalb des Schlauch- und Reservoirsystems zu senken. Ohne Antikoagulation besteht
ein hohes Risiko einer Thrombenbildung aufgrund von nicht-humanen Oberflichen der
Schlauchsysteme. Diese Zugabe geschieht in Anlehnung an eine Heparinzugabe
wihrend einer Bypass-Operation mittels Einsatz einer Herz-Lungen-Maschine, bei

welcher dies eine Standardprozedur darstellt.!46

Ein weiterer Vorbereitungsschritt stellt die ca. 15 miniitige Erwdrmung des Blutes
mittels eines Wasserbads dar, um das Blut auf die physiologische Kdrpertemperatur von

37 Grad Celsius anzuheben.

Damit wéihrend des Reperfusionszeitraums ein pO2 von 100% aufrecht erhalten werden
kann, werden die Blutproben vor Versuchsbeginn mittels einer Kleintier-
Herzlungenmaschinen (HLM) mit einem Flow von durchschnittlich 30ml/min
praoxygeniert. Eine Kleintier-HLM stellt eine etablierte Methode in der Erforschung
des IRI dar.!¥” Diese genutzte Kleintier-HLM wird mit einer Rollerpumpe betrieben.
Hieran angeschlossen ist in dem Versuchsautbau ein Membranoxygenator mit einer
Oxygenierungsoberfliche von ca. 500cm? und einem maximalen Durchfluss von ca.
60ml/min. Die Prdoxygenierung des Versuchsblutes wird beendet, sobald durch eine

Blutglasanalyse (BGA) ein pO2 zwischen annidhernd 90-100% erreicht wird.

Fir die Pridoxygenierung wird hierbei einen Druckgas-Sauerstoffgerdt mit >99,5%
Sauerstoffgehalt benutzt (2 Liter-Flasche, 200bar). Zur Druckregulation und Schutz des

Blutes vor Uberdruck wird ein Druckminderer zwischen geschaltet.
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Abb. 12: Kleintier-HLM. (vorherige Seite) Auf der Abbildung erkennt man die genutzte Kleintier-HLM. Diese
HLM befordert Blut aus dem Reservoir des Bioreaktors mittels einer auf der Abbildung hinter der
Oxygenatormembran verdeckten Rollerpumpe zum angebauten Membranoxygenator (durchsichtiges Plastikgehduse
mit gelben Dichtungen). Dies geschieht mittels Silikonschléuche, welche das Blut nach Oxygenation wieder ins
Reservoir zuriickleiten. Auf der nicht gegeniiberliegenden Seite der HLM lésst sich iiber einen Regler die

Durchflussrate durch die HLM regulieren (mod. nach Herrmann).

]

Abb. 13: Membranoxygenator. Der abgebildete Membranoxygenator wird mittels Schlduchen an die Kleintier-
HLM angeschlossen und dient der Anreicherung der Prdoxygenierung des Blutes. An die schwer zu erkennenden
Offnungen in der Mitte rechts und Mitte links werden jeweils ein Ein- und Auslass fiir die Anschliisse an das
Sauerstoffgerit befestigt. Uber die gelben Anschliisse (jeweils oben und unten) werden Silikonschlduche montiert,
welche dem Blutein- und ausstrom dienen. Der Blutfluss erfolgt entlang der Schwerkraft durch Mikrokapillaren von

oben nach unten. Nach der Oxygenierung wird das Blut in das Reservoir des Bioreaktors zuriickgeleitet (mod nach

Herrmann).

2.3.1.2. Gefifle

Als GefaBe wurden im humanen GefdBBmodell Stiicke von Arterien und Venen
verwendet, welche bei Bypass-Operationen an der Kerkhoff-Klinik in Bad Nauheim
keine Verwendung in der jeweiligen OP fanden, allerdings vor der Bypass-Legung als
mogliche Bypésse aus dem Empfanger prapariert wurden . Hierbei handelt es sich
wahlweise um die Vena saphena magna, die Arteria thoracica interna sinistra sowie

seltener die Arteria radialis (Ethikantrag 299/14 Universititsklinikum Frankfurt).

Nach der Entnahme im Operationssaal wurden die Gefde entweder in einer 0,9%

Natrium-Chlorid- oder einer PBS-Ldsung bis zum Transport autbewahrt.
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Wiéhrend der Ischidmiezeit des Transports werden die GefiBle jeweils durch
Kiihlakkumulatoren und Isolationsbehdlter einer Hypothermie ausgesetzt und zum
Forschungslabor der Klinik fiir Thorax-, Herz- und Gefdfchirurgie des

Universititsklinikums Frankfurt transportiert.

Im Labor des Universitétsklinikums werden die eintreffenden Gefia3e per Hand sowohl
proximal als auch distal mittels Einzelknopfnéhten (Prolene 4-0) an Konnektoren des
Schlauchsystems befestigt. Des weiteren werden mogliche GefdBabgiange verschlossen
und die GefdBe auf Unversehrtheit und Durchgéngigkeit liberpriift und mittels PBS-
Losung durchgespiilt. Falls Venen verwendet werden, werden diese bei Beinhaltung
von Venenklappen so eingebaut und vernédht, dass ein physiologischer anterograder

Blutfluss gewéhrleistet werden kann.

2.4. Versuchsdurchfiihrung

Tabelle 2: Zusitzliche Materialien fiir die Versuchsdurchfiihrung

Equipment Hersteller

Sonderanfertigung der TU Miinchen und Goetheuniversitit

Bioreaktor
Frankfurt
6mm ID; 1.5mm Wandstarke (Deutsch & Neumann, Berlin,
Silikonschlduche
Deutschland)
e 3-Wege-Hihne Discofix C3 (B. Braun Melsungen,
Deutschland)
e Luerlock Combi-Stopper ( B. Braun Melsungen,
Konnektoren Deutschland)

e Luerlock Adapter 6mm (Vieweg, Kranzberg,
Deutschland)

e Luerlock Adapter 2mm (Vieweg, Kranzberg,
Deutschland)

e Luerlock Rotationsadapter (Kimal, Uxbridge,
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Grofbritannien)

Sirolimus Cayman Chemical (Ann Arbor, USA)
Everolimus Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA)
Pipetten Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

EDTA-Blutréhrchen | S-Monovette 4.9ml K3E (Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland)

2.4.1. Reperfusion

Durch Angabe des Entnahmezeitpunktes der Gefdfle aus dem Spenderorganismus kann
ein standardisierter Ischdmiezeitraum von 4h bis maximal 5h bis zum
Reperfusionszeitpunkt bei den Versuchen eingehalten werden. Nach Ablauf des
Ischdmiezeitraums wird das heparinisierte, erwdrmte und prioxygenierte Blut dem
Reservoir zugefiihrt. Sofern Gefidlle mit dem Zusatz von Sirolimus bzw. Everolimus

reperfundiert werden sollten, wurden die Medikamente nun dem Reservoir beigefligt.

Bei Zusatz von Sirolimus wird ein Wirkspiegel im Versuchsblut von 10 ng/ml generiert.
Dieser Wirkspiegel wird anhand der Literatur und Versuchen von Sirolimus in der
immunsuppressiven  Therapie nach  Transplantationen sowie durch die

Herstellerempfehlung gewihlt. 84148

Bei einer medikamentdsen Herstellerdosierung von 0,25 mg/ml werden 6 pl Sirolimus

durch Eppendorf-Pipetten der Blutprobe zugefiihrt.
Die Menge an Sirolimus berechnete sich wie folgt:

(1) Soll-Dosis / Ist-Dosis * Blutvolumen = Benétigte Sirolimus-Menge

(2) (10 ng/ml / 2,5*10° ng/ml) * 150 ml = 0,006 ml = 6 ul Sirolimus
g

Bei Einsatz von Everolimus wird ein Wirkspiegel von 5 ng/ml im Versuchsblut
eingestellt. Auch hier wird die Dosis anhand einschldgiger Literatur in Bezug auf
immunsuppressive Therapie nach Organtransplantationen und Vaskulopathien

ausgewdhlt, 114149150
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Bei einer medikamentdsen Herstellerdosis von 0,5 mg/ml wurden 1,5 pl Everolimus

durch Eppendorf-Pipetten der Blutprobe zugefiihrt.
Die Menge an Everolimus berechnete sich wie folgt:

(1) Soll-Dosis / Ist-Dosis * Blutvolumen = Benétigte Everolimus-Menge

(2) (5 ng/ml/ 5*10°ng/ml) * 150 ml = 0,0015 ml = 1,5 ul Everolimus

Um ein System des physiologischen Koronarflusses zu simulieren, werden die
Einstellungen an der Rollerpumpe durch eine elektrische Vorrichtung am Bioreaktor so
gewihlt, dass der Fluss dhnlich dem des Koronarflusses von 70-80ml/min/100g

entspricht.?

Die Reperfusionszeit betrdgt standardisiert 120 Minuten. Das GefdBmodell steht
wihrend der Reperfusionszeit unter stindiger Beobachtung und es werden zu
definierten Zeitpunkten stets Kontrolluntersuchungen im Blut vorgenommen (siche

Kapitel 2.4.2.).

2.4.2. Entnahme von Blutproben

Nach standardisierten Zeitpunkten der Reperfusion werden dem GefdBBmodell jeweils

zwei Blutproben entnommen.

Einerseits dient eine Blutprobe in EDTA-Blutrohrchen der spiteren Analyse des
Blutserums, die andere Blutprobe wird mittels BGA auf den aktuellen pO», PCO> und
pH-Wert hin untersucht. Um dem Bioreaktor und Blutkreislauf nicht zu viel Blut zu

entziehen, wurde auf eine BGA zum Zeitpunkt t-1 und/oder t-2 teilweise verzichtet.
Entnahme Zeitpunkte nach Reperfusionsbeginn waren:

1) 0. Min (t-0)

2) 15. Min (t-1)
3) 30. Min (t-2)
4) 60. Min (t-3)
5) 120. Min (t-4)
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2.5. Post-Reperfusion

2.5.1. Blutsera

Die an fiinf Zeitpunkten abgenommen Blutproben werden nach Reperfusionsende in
EDTA-Blutrohrchen bei 3000U fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der zentrifugierte
Uberstand (Blutserum) wird mittels Einmalpipetten in vier verschiedene Eppendorf-

GefdBe abpipettiert und bis zur Analyse bei -80 Grad Celsius eingefroren.

2.5.1.1. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Tabelle 3: Material und Gerite fiir den ELISA von IL-6, TNF-o und VEGF

Equipment Hersteller

ELISA Interleukin-6 QuantiGlo® ELISA (R&D Systems Bio-Techne,
Minneapolis, USA)

ELISA TNF-a QuantiGlo® ELISA (R&D Systems Bio-Techne,
Minneapolis, USA)

ELISA VEGF QuantiGlo® ELISA (R&D Systems Bio-Techne,
Minneapolis, USA)

Mikrotiterplattenshaker Thermostar (Deelux, Godensdorf, Deutschland)

ELISA-Reader Infinite M200 (Tecan, Ménnedorf, Schweiz)

Das gewonnene Blutserum wird mittels ELISA auf die Konzentrationen von
Interleukin-6, TNF-a und VEGF zu den jeweiligen Entnahmezeitpunkten analysiert und
im Hinblick auf Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe sowie der Sirolimus- bzw.

Everolimusgruppe (vgl. Kapitel 3) untersucht.

Ein ELISA stellt eine Moglichkeit dar tiber Antikdrper-Antigen-Bindung sowie mittels

Farbdetektion einen Stoffnachweis bzw. eine Konzentrationsmessung zu erbringen.!'>!
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Die jeweiligen ELISA werden in der so genannten Sandwich-ELISA-Technik
ausgefiihrt. Dieses Prinzip funktioniert folgendermafBen: Zundchst werden jeweils
monoklonale Antikorper fiir IL-6, TNF-a und VEGF auf Mikrotiterplatten ausplattiert
(die Platten werden ,vorgecoatet”). Im nachfolgenden Schritt werden in die
Probenwells der  Mikrotiterplatten  Standardvergleichslosungen  sowie  die
Blutserumproben aus den Versuchsreihen der Kontrollgruppe, Sirolimus- und
Everolimusgruppe hinzugegeben. Falls die Proben eines der gesuchten Molekiile
enthidlt, binden dieses nun an die auf der Mikrotiterplatte gebundenen monoklonalen
Antikorper iiber dessen Antigenbindungsstellen des Antikorper-
Leichtkettenfragments.!>> Nach mehreren Waschschritten folgt eine Inkubation der
Wells mit einem polyklonalen Antikdrper gegen je nach ELISA und Untersuchung fiir
IL-6, TNF-a oder VEGF. Nach erncutem Waschen der Wells wird ein
Luminol/Peroxidase-Substrat zugefiligt. Je nach Menge des Antikorper-Antigen-
Antikorper-Komplexes kommt es zu unterschiedlich starken Farbumschligen der
Substratlosung  (z.B.  durch  Fluoreszenzfirbung oder wie hier durch
Chemolumineszenz).!**!3* Durch den Vergleich des Farbumschlags der Standardlésung
mit dem der Probenwells ist die Quantifizierung von Interleukin-6, TNF-a oder VEGF
abhéngig von der Intensitdt der optischen Extinktion moglich. Zum Ausschluss von
Fehlermessungen werden jeweils Doppelbestimmung der einzelnen ELISA-Werte

durchgefiihrt.

2.5.1.1.1. Interleukin-6

Interleukin-6 (ehemals B-Zell-stimulierender Faktor) ist ein 22-28kDa schweres, aus
183 Aminosduren bestehendes Zytokin, welches unter anderem eine Schliisselposition
in der proinflammatorischen Signalkaskade einnimmt. Insbesondere in dem Hypoxie-
bedingten Inflammationsprozess des IRI von GefdBlen spielt IL-6 eine herausragende
Rolle,14155-157

IL-6 wird unter anderen von Zellen der Immunabwehr wie T- Lymphozyten,
neutrophilen Granulozyten, Monozyten sowie Endothelzellen gebildet und fordert {iber
dies hinaus die Immunglobulinexpression von B-Lymphozyten.!33:158:159

Interessant ist die Quantifizierung der Interleukin-6 Konzentrationen in den

verschiedenen Versuchsgruppen, da Interleukin-6 auch durch Expression des
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Transkriptionsfaktors NF-kB vermehrt gebildet wird.!> Wie in Kapitel 1.3 und 1.4.
beschrieben, wird die Expression von NF-«kB durch mTOR-Inhibitoren wie Sirolimus

als auch Everolimus gemindert.!%

Der ELISA fiir IL-6 wurde anhand des QuantiGlo® ELISA in folgenden Schritten
durchgefiihrt:

(1) Zusammentragung der bendtigten Reagenzien, Standardlosungen,
Blutserumproben

(2)  Zugabe von 100 pl Assay Diluent RD1-83 zu jedem Well der Mikrotiterplatte

(3) Zugabe entweder von 100 pl der Standardldsung, Kontrollprobe oder der
Blutserumprobe mit nachfolgender Abklebung der Wells

(4)  2h Inkubationszeit auf einem Mikrotiterplattenshaker bei Raumtemperatur mit
500 £+ 50 rpm

(5) Vierfacher Waschgang der Wells mit je 400 ul ELISA-Kit-Waschpuffer und
anschlieBender Trocknung

(6) Zugabe von 200 pl Human-IL-6-Konjugat zu jedem Well mit nachfolgender
Abklebung

(7)  3h Inkubationszeit auf einem Mikrotiterplattenshaker bei Raumtemperatur mit
500 £50 rpm

(8)  Vierfacher Waschgang der Wells mit je 400 ul ELISA-Kit-Waschpuffer und
anschlieBender Trocknung

(9)  Zugabe von 100 pl Glo-Reagenz zu jedem Well

(10)  5-20 min Inkubationszeit auf einer lichtgeschiitzten Unterlage

(11)  Bestimmung der relativen Lichteinheiten (RLU) mit 1,0 Minuten Latenzzeit und

0,5 Sekunden/Well mittels ELISA-Reader

2.5.1.1.2. TNF-a

TNF-a ist ein aus 26kDa schweres Zytokin, dass sowohl transmembran (233

Aminosduren lang) gebunden, als auch 16slich (153 Aminosiuren lang) vorkommen

kann, 160
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Ahnlich wie IL-6 spielt TNF- o unter anderem eine groBe Rolle in der Pathogenese der
Inflammation, Proliferation als auch der Apoptose. TNF-a wird unter anderen von
Monozyten (oder ausdifferenzierten) Makrophagen, natiirlichen Killer-Zellen (NK-
Zellen), B- und T-Lymphozyten sowie Endothelzellen gebildet.'®!-1®2 TNF-o wirkt
sowohl direkt auf vaskuldre Endothelzellen als auch auf Kardiomyozyten und sorgt
hierbei fiir eine erhohte Leukozytenadhdsion.!> AuBerdem aktiviert TNF-o. sowohl
selber, als auch iiber die Hochregulation des Transkriptionsfaktors NF-kB aktivierend
auf den Pathway von NF-kB.>’” Durch TNF-a werden zusitzlich neutrophile
Granulozyten aktiviert bzw. das inflammatorische Gewebe durch diese infiltriert,
welche entscheidend und zentral zum in diesen Versuch zu erforschenden IRI beitragen
(z.B. iiber ROS).!%+167 Auch kann eine therapeutische Inhibition von TNF-a nach
Herzoperationen die Rate der Niereninsuffizienzen moglicherweise begrenzen.!®®
Anhand dieses Wirkungsspektrums ergeben sich somit die Uberlegungen der
Quantifizierung von TNF-a durch mTOR-Inhibitoren im Vergleich zur unbehandelten

Kontrollgruppe.

Der ELISA fiir TNF-a wurde anhand des des QuantiGlo® ELISA in folgenden
Schritten durchgefiihrt:

(1) Zusammentragung der benétigten Reagenzien, Standardldsungen,
Blutserumproben

(2)  Zugabe von 100 pl Assay Diluent RD1-27 zu jedem Well der Mikrotiterplatte

(3) Zugabe entweder von 100 pl der Standardlésung, Kontrollprobe oder der
Blutserumprobe mit nachfolgender Abklebung der Wells

(4)  3h Inkubationszeit auf einem Mikrotiterplattenshaker bei Raumtemperatur mit
500 £+ 50 rpm

(5)  Vierfacher Waschgang der Wells mit je 400 ul ELISA-Kit-Waschpuffer und
anschlieBender Trocknung

(6) Zugabe von 200 pul Human-TNF-a-Konjugat zu jedem Well mit nachfolgender
Abklebung

(7 2h Inkubationszeit auf einem Mikrotiterplattenshaker bei Raumtemperatur mit
500 £+ 50 rpm

(8)  Vierfacher Waschgang der Wells mit je 400 ul ELISA-Kit-Waschpuffer und

anschlieBender Trocknung
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(9)  Zugabe von 100 pl Glo-Reagenz zu jedem Well
(10)  5-20 min Inkubationszeit auf einer lichtgeschiitzten Unterlage
(11)  Bestimmung der relativen Lichteinheiten (RLU) mit 1,0 Minuten Latenzzeit und

0,5 Sekunden/Well mittels ELISA-Reader

2.5.1.1.3.VEGF

Die VEGF-Molekiile gehort zu einer Proteinfamilie im menschlichen Koérper, welcher
verschiedene Unterformen angehdren. Der in diesem Fall wichtige Vertreter ist VEGF-
A. VEGF-A kommt in verschiedenen Isoformen mit unterschiedlichen
Aminosdureldngen im Korper vor. Das spezifische Gewicht betrdgt je nach Isoform
zwischen 34-42kDa.'® VEGF-A spielt eine wichtige Rolle in der physiologischen

Angiogenese sowie Vaskulogenese.!”%!"!

Die Expression von VEGF-A wird vor allem durch Hypoxie induziert.!”> Auch spielen
Zytokine wie IL-1, IL-6, IL8 und TNF-o hierbei eine groBe Rolle, iiber deren
Signaltransduktion beim IRI bzw. der Inflammation VEGF hochreguliert wird.!63-173-176
Neben vor allem vaskuldren Endothelzellen wird VEGF auch durch neutrophile
Granulozyten als auch Kardiomyozyten, glatte Muskelzellen der GefiBle und

Makrophagen sezerniert.,!7’-18!

Der ELISA fiir VEGF wurde anhand des des QuantiGlo® ELISA in folgenden Schritten
durchgefiihrt:

(1)  Zusammentragung der bendtigten Reagenzien, Standardlosungen,
Blutserumproben

(2)  Zugabe von 150 pl Assay Diluent RD1-8 zu jedem Well der Mikrotiterplatte

(3)  Zugabe entweder von 50 pl der Standardlosung, Kontrollprobe oder der
Blutserumprobe mit nachfolgender Abklebung der Wells

(4) 2h Inkubationszeit auf einem Mikrotiterplattenshaker bei Raumtemperatur mit
500 £+ 50 rpm

(5)  Vierfacher Waschgang der Wells mit je 400 ul ELISA-Kit-Waschpuffer und
anschlieBender Trocknung

(6) Zugabe von 200 pl Human-VEGF-Konjugat zu jedem Well mit nachfolgender
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Abklebung

(7 3h Inkubationszeit auf einem Mikrotiterplattenshaker bei Raumtemperatur mit
500 £+ 50 rpm

(8)  Vierfacher Waschgang der Wells mit je 400 ul ELISA-Kit-Waschpuffer und
anschlieBender Trocknung

(9)  Zugabe von 100 pl Glo-Reagenz zu jedem Well

(10)  5-20 min Inkubationszeit auf einer lichtgeschiitzten Unterlage

(11)  Bestimmung der relativen Lichteinheiten (RLU) mit 1,0 Minuten Latenzzeit und

0,5 Sekunden/Well mittels ELISA-Reader

Zur Analyse der gewonnenen ELISA-Daten von IL-6, TNF-a und VEGF werden die
jeweiligen Mittelwerte der Untersuchungszeitpunkte jeweils der Kontroll-, Sirolimus-
und Everolimus-Versuchsgruppe mittels einer One-Way Analysis of Variance
(ANOVA) auf Signifikanzunterschiede zum Niveau 5% hin untersucht. Zum Vergleich
der Mittelwerte unterhalb der drei Versuchsgruppen an den Untersuchungszeitpunkten

wird das das Signifikanzniveau von 5% mittels einer Two-Way-ANOV A untersucht.

2.5.2. Immunhistologiepriaparate

Tabelle 3: Material und Gerdte zur Anfertigung von Immunhistochemiefarbungen

CD11b und CD31

Equipment Hersteller
Einbettautomat Excelsior ES (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA)
Giel3station HistoStar (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
Mikrotom Leica RM2235 (Leica, Wetzlar, Deutschland)
Glasobjekttrager Superfrost (Marienfeld, Lauda Konigshofen,
Deutschland)
Féarbeautomat Mirastainer II (VWR, Pennsylvania, USA)
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Mikroskop MTX-3000 (Miiller, Erfurt, Deutschland)
Xylol Sigma- Aldrich, St. Louis, USA
PBS-Ldsung Life technology, Carlsbad, USA

Target Retrieval Solution

Dako #S2369 (Agilent Technologies, Santa Clara,
USA)

Citrate ph6
Goat Serum Dako #X0907 (Agilent Technologies, Santa Clara,
USA)
Isotypkontrolle 1gG #sc-2027, 400 pg/ml (Santa Cruz Biotechnology,
(Kaninchen) Dallas, USA)
Antikorper Diluent Dako #S3022 (Agilent Technologies, Santa Clara,

USA)

Hydrogen Peroxidase Block

#TA-125-H202Q (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA)

DAB Konzentrat

#CD135C006 (DCS Innovative Diagnostik-Systeme,
Hamburg, Deutschland)

DAB Substrat Puffer

#PC136R100 (DCS Innovative Diagnostik-Systeme,
Hamburg, Deutschland)

Entalan/Histofluid

#6900002 (Marienfeld, Lauda Konigshofen,
Deutschland)

Meyers Hamatoxylin

#A4840,1000 (Applichem, Darmstadt, Deutschland)

Scottpuffer

Aqua dest. + 0,2% NaHCO3 + 2% MgSO4
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Tabelle 4: Liste benutzter Primdrantikorper

Name mADb Hersteller

CDl11b Monoklonarer Antikorper IgG #ab133357, 1,143 mg/ml, 1:4000

(Kaninchen) (Abcam, Cambridge, GroBbritannien)
CD 31 Monoklonarer Antikorper IgG #ab76533, 0,278 mg/ml 1:500
(Kaninchen) (Abcam, Cambridge, GroBbritannien)

Tabelle 5: Liste benutzter Sekundarantikorper

Name mADb Hersteller

CDl11b Anti-HRP (Kaninchen) Histofine® #414141F (Nichirei,

Tokio, Japan)

CD 31 Anti-HRP (Kaninchen) Histofine® #414141F (Nichirei,

Tokio, Japan)

Fiir eine Immunhistochemieanalyse der GefiBle werden jeweils 1-2 cm lange
Gefidfabschnitte in Histologie-Kassetten bei Raumtemperatur 24h in Formalin (1:5
Verdiinnung) gelagert. Nach Ablauf der 24h werden die Gefdfkassetten vom Formalin
mittels Leitungswasser abgewaschen und danach in 70%iger Ethanollosungen bei 4
Grad Celsius aufbewahrt. Im weiteren Verlauf werden die GefaBstiicke mittels eines
Einbettautomaten, einer paraffinierenden GieBstation und eines Mikrotom auf

Glasobjekttragern fiir die weitere Immunhistochemiefiarbungen aufgezogen.

Zur Detektion und Quantifizierung von CDI1lb und CD31 wurden jeweils
immunhistochemische Antikorperfairbungen des Humangewebes auf den Objekttragern

in folgender Schrittfolge vorgenommen:

(1) Entparaffinierung:
e Objekttrager 5 min in Xylolbad, danach mit Xylol spiilen und wieder 5 min in
Xylolbad
e Mit 100%iger Alkoholldsung spiilen und 5 min in 100%iges Alkoholbad
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Mit 96%iger Alkohollosung spiilen und 5 min in 96%iges Alkoholbad
5 min in 70%iges Alkoholbad

5 min in vollentsalzenes (VE) Wasser

(2) Proteindemaskierung:

Citratpuffer mit Aqua dest. 1:10 verdiinnen

Verdiinnter Puffer in Kunststoftkiivette erhitzen

Objekttrager in Kiivette plazieren und in vorgewarmten Topf 10 min kochen

Bei gedffneten Kiivettendeckel bei Raumtemperatur abkiihlen lassen
Objekttrager 3 min in flieBenden Leitungswasser und 5 min in PBS Puffer

spiilen lassen

(3) Blockierung:

5%iges Goat-Serum in PBS-Losung geben
1h bei Raumtemperatur Inkubation

3 x 1 min mit PBS-L&sung waschen

(4) Peroxidaseblock:

Schnitte auf Objekttragern mit Peroxidase benetzen

10 min bei Raumtemperatur in feuchter Kammer mit geschlossenen Deckel
inkubieren

3 x 1 min in VE-Wasser spiilen

3 x 1 min in PBS-L6sung spiilen

(5a) Primédrantikorper CD11b

Primérantikdrper 1:4000 mit Antikdrper-Diluent verdiinnen

Isotypantikorper 1:1400 mit Antikorper-Diluent verdiinnen

Schnitte mit Antikorpern benetzen (Isotypantikdrper = Kontrollfarbung)

Uber Nacht bei 4 Grad Celsius in feuchter Kammer mit geschlossenen Deckel
Inkubation

Am Folgetag 3 x 1 min in PBS Ldsung spiilen
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(5b) Primérantikorper CD31

Primérantikdrper 1:500 mit Antikorper-Diluent verdiinnen

Isotypantikorper 1:700 mit Antikdrper-Diluent verdiinnen

Schnitte mit Antikoérpern benetzen (Isotypantikdrper = Kontrollfairbung)

Uber Nacht bei 4 Grad Celsius in feuchter Kammer mit geschlossenen Deckel
Inkubation

Am Folgetag 3 x 1 min in PBS Ldsung spiilen

(6) Sekundirantikorper

Schnitte mit Antikérpern benetzen
40 min bei Raumtemperatur in feuchter Kammer mit geschlossenen Deckel
inkubieren

3 x 1 min in PBS Losung spiilen

(7) Detektion mit DAB-Substrat:

Verdiinnung der Substratkonzentration: 1 Tropfen DAB-Substrat-Konzentration
+ 1ml Substratpuffer

Bei Raumtemperatur in feuchter Kammer mit geschlossenen Deckel inkubieren
(mit mikroskopischer Kontrolle)

Wenn gewiinschte Farbintensitdt erreicht ist, sofort mit Aqua dest.
(Spritzflasche) vorsichtig spiilen

5 min in VE-Wasser spiilen

(8) Kernfarbung:

Schnitte 10 min in Meyers Himatoxylinbad stellen
Schnitte mit VE-Wasser spiilen
3x 3 min in Scott-Puffer spiilen

Schnitte mit VE-Wasser spiilen

(9) Entwissern:

1 min in 70%iges Alkoholbad
2x 1min 96%iges Alkoholbad
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e 2x lmin 100%iges Alkoholbad
¢ 2 x Imin in Xylolbad

(10) Eindecken:
e Eindecken der Schnitte mit Etalan
e Uberschiissiges Etalan durch Xylolspiilung entfernen

e Uber Nacht unter Abzug ausdampfen lassen

Nach Fertigstellung der Immunhistochemieprdparate werden diese mittels
mikroskopischer Auswertung auf den jeweiligen entsprechenden Marker hin untersucht.
Hierbei wurden jeweils pro Gefdl3 drei Schnitte von zwei unabhéngigen Untersuchern
ausgewertet. Bei der Analyse von CDI11b wurden pro GefdBschnitt finf zufillig
ausgewdhlte Einstellungen des Mikroskops ausgewertet. Im Fall der CD31-Analyse

wurde jeweils der gesamte GefaBanschnitt auf CD31-positive-Zellen hin untersucht.

2.5.2.1. CDl11b

CDI11b ist ein 127kDa Oberflachenprotein, was auch unter dem Namen Integrin om
bekannt ist. Es gehort zusammen mit CD18 (Integrin B2) als Untereinheit zum
heterodimeren Integrinkomplex omfB2. CD11b wird an den Zelloberflichen von
Monozyten, neutrophilen Granulozyten, NK-Zellen, Makrophagen und dendritischen
Zellen exprimiert und sorgt im menschlichen Organismus unter anderem fiir eine
Leukozytenaktivierung und Leukozytentransmigration (iiber Chemotaxis) und
Phagozytose. Dies kann allerdings nur in gleichzeitiger Anwesenheit von CDI18
geschehen. 24182183 Aych konnte gezeigt werden, dass der CD11b/CD18-Komplex durch
Zytokine wie Interleukin-1 seine eigene Bindungsaktivitit auf neutrophilen
Granulozyten erhoht und somit proinflammatorische Signalmolekiile dazu beitragen, die
inflammatorische Transmigration durch GefiBe zu fordern.'$%13* Es konnte iiber dem
gezeigt werden, dass der CDI11b/CD18-Integrinkomplex beim IRI deutlich

hochexprimiert wird.!83
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2.5.2.2. CD31

CD31, das auch unter dem Namen PECAM-1 oder Thrombozyten-Endothelzellen-
Adhésionsmolekiil bekannt ist, ist ein 120-130kDa Membranprotein.!86187 CD31 wird
unter anderem von vaskuldren Endothelzellen, Monozyten, neutrophilen Granulozyten
und auch Thrombozyten exprimiert. Auch tragen proinflammatorische Zytokine wie
TNF-a dazu bei, dass CD31 hochexprimiert wird.'®® Es spielt nach Bindung an seine
Liganden wie z.B. Integrin o83 eine herausragende Rolle bei der Aktivierung von
Lymphozyten sowie der Leukozytendiapedese von Monozyten und neutrophilen
Granulozyten in Inflammationsprozessen wie dem Ischdmie-Reperfusionsschaden,
sodass es ein interessantes Target fiir die Quantifizierung des Ischdmie-

t 189,190,191

Reperfusionsschadens darstell Auch konnte gezeigt werden, dass eine

Blockade des CD31 mit Antikorpern den Ischimie-Reperfusionsschaden eindimmt.!*?

Die aus den Immunbhistologiepridparaten gewonnenen Daten werden hinsichtlich ihres

Signifikanzniveaus von 0=0,05 mittels One-Way-ANOVA hin untersucht.
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3. Ergebnisse

3.1. Blutgasanalyse

3.1.1. Sauerstoffsattigung im Reperfusionsblut

Die Blutgasanalyse dient dem Zweck der Quantifizierung aktueller Blutparameter vor
dem Versuch, wihrend des Versuchs bzw. zum Zeitpunkt nach Reperfusionsende. Vor
allem wihrend des Versuchs wurde darauf geachtet, dass die Sauerstoffsittigung immer
im physiologischen Bereich liegt. Wie in Abb. 12 erkennbar, liegt die
Sauerstoffsittigung bei allen drei Versuchsgruppen unabhéngig voneinander
(Kontrollgruppe, Sirolimus-Gruppe, Everolimus-Gruppe) jeweils ab dem Zeitpunkt t-2
bzw. t-3 und nach der Versuchsdurchfiihrung jeweils oberhalb von 95% sO». Bei der
Kontrollgruppe ergibt sich am Zeitpunkt t-0 ein Mittelwert von 99,25% sO2> + 0,75%
(n=4). In der Folge bleiben die Werte auf konstant hohem Niveau des physiologischen
Bereichs. Am Messzeitpunkt t-2 ergibt sich eine Sattigung von 100% sO2 (n=2) sowie
am Zeitpunkt t-3 bei 99,50% sO> £ 0,50% (n=2). Zum Zeitpunkt des Reperfusionsende
t-4 liegt die Sattigung bei 99,67% sO2 + 0,33% (n=3).

In der Sirolimus-Versuchsgruppe kann zum Reperfusionsstart t-0 folgender Mittelwert
der Sauerstoffsittigung erhoben werden: 89,20% sO> =+ 6,62% (n=5). Uber einen
Durchschnittswert von 99,75% sO2 <+ 0,25% (n=4) am Zeitpunkt t-3 wird ein

Reperfusionsendmittelwert von 100% sO2 + 0% (n=4; t-4) ausgewertet.

Ahnlich verhilt es sich in der Everolimus-Versuchsgruppe: Es ergibt sich ein
Anfangsdurchschnittswert am Zeitpunkt t-0 von 97,50% sO2 + 2,18% (n=4). An den
Zeitpunkte t-2, t-3 und t-4 werden durchgéngig Maximalwerte von 100% sO> gemessen

(je n=4).
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Vergleich Mittelwerte sO2
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Abb. 14 Vergleich der Mittelwerte der Sauerstoffkonzentrationen zu verschiedenen Zeitpunkten der
Versuchsgruppen im reperfundierendem Blut. Die gemessenen Mittelwerte der Sauerstoffsittigungen in Prozent
werden grafisch den jeweiligen Zeitpunkten der Bestimmung zugeordnet. Hierbei entspricht t-0 dem Start der
Reperfusion (Omin), t-1 = 15 min, t-2 = 30 min, t-3 = 60 min, t-4 =120 min nach Reperfusionsbeginn. Um dem
simulierten Blutkreislauf nicht zu viel Blut fiir BGA-Messungen zu entziehen, werden Messungen am Zeitpunkt t-1
sowie teilweise am Zeitpunkt t-2 unterlassen. BGA-Messungen an den Zeitpunkten nach 60 min (t-3) und nach
Reperfusionsende (120 min, t-4) werden obligat durchgefiihrt. Zu erkennen ist ein nach Reperfusionsbeginn ansteigen
alle Mittelwerte der Sauerstoffsittigung. Ab den Messzeitpunkten t-2 bzw. t-3 ist in allen drei Versuchsgruppen eine
Sattigung tiber 95% sO, zu erkennen und der Sauerstoffparameter der Kontroll- bzw. Versuchsgruppen befindet sich

somit in einem konstant physiologischen Sattigungsbereich nahe oder genau der 100% sO,.

3.1.2. Kohlendioxidpartialdruck

Zum Zeitpunkt der Bestimmung der Sauerstoffsittigung werden ebenfalls die Werte des
Kohlendioxidpartialdrucks (pCO;) im Reperfusionsblut gemessen und ausgewertet. In
der Kontrollgruppe wird am Zeitpunkt t-0 Durchschnittswerte von 20,00 mmHg pCO; +
6,00 (n=2) erhoben. Am Zeitpunkt t-2 zeigt sich ein Wert von 15,50 mmHg pCO> +
4,50 (n=2) sowie an t-4 ein Messwert von 12,00 mmHg pCO + 3,00 (n=2).

In der experimentellen Sirolimus-Gruppe war ein durchschnittlicher Anfangswert von
39,75 mmHg pCO; + 10,08 (n=4) zu verzeichnen. Im Verlauf sinkt der Wert von 7,00
mmHg pCO;z £ 1,00 (n=3) am Zeitpunkt t-3 auf 4,50 mmHg pCO; = 1,50 (n=2) am
Messendzeitpunkt t-4.

In der Everolimus-Gruppe wird ein Anfangswert t-0 von 25,25 mmHg pCO; + 3,09
(n=4) erhoben. Am Zeitpunkt t-2 liegt ein Wert von 13,75 mmHg pCO> + 1,44 (n=4)
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vor. Uber den Wert 13,00 mmHg pCO> + 2,12 (n=4) an t-3 wird ein Endwert am
Zeitpunkt t-4 von 11,00 mmHg pCO, + 3,06 (n=3) gemessen (vgl. Abb. 13).

Vergleich Mittelwerte pCO2
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Abb. 15 Vergleich der Mittelwerte des Kohlendioxidpartialdrucks zu verschiedenen Zeitpunkten der
Versuchsgruppen im reperfundierenden Blut. Die gemessenen Mittelwerte des pCO, in mmHg werden grafisch
den jeweiligen Zeitpunkten der Bestimmung zugeordnet. Hierbei entspracht t-0 dem Start der Reperfusion (Omin), t-
1 = 15 min, t-2 = 30 min, t-3 = 60 min, t-4 =120 min nach Reperfusionsbeginn. Um dem simulierten Blutkreislauf
nicht zu viel Blut fir BGA-Messungen zu entziehen, werden Messungen am Zeitpunkt t-1 sowie teilweise am
Zeitpunkt t-2/t-3 unterlassen. BGA-Messungen zum Zeitpunkt nach Reperfusionsende (120 min, t-4) werden
allerdings obligat durchgefiihrt. In der Grafik sind in allen drei Versuchsgruppen fallende Graphen des
Kohlendioxidpartialdrucks zu beobachten. Die Ausgangswerte des Kohlenstoffpartialdrucks liegen nur bei der

Sirolimus-Versuchsgruppe im physiologischen Bereich (vgl. Kapitel 4).

3.1.3. pH-Messung

Analog zur Messung des sO2 und es pCO2 werden zu den selben Zeitpunkten pH-
Messungen vorgenommen, um Riickschliisse iiber einen mogliches pH-Paradoxon des
IRI treffen zu konnen (vgl. Kapitel 1.1.3.1.). In der Kontrollgruppe wird zum Zeitpunkt
t-0 ein durchschnittlicher pH-Wert von 7,24 + 0,02 (n=2) gemessen. Dieser Wert steigt
iiber den Wert von 7,28 + 0,04 (n=2) am Zeitpunkt t-3 auf den Endmesspunkt t-4 7,31 +
0,05 (n=2).

In der Sirolimus-Gruppe liegt am Reperfusionsstart t-0 ein pH-Wert von 7,18 + 0,04

(n=4) vor. Dieser Wert steigt in den Folgemessungen an. Am Zeitpunkt t-3 herrscht ein
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pH-Wert von 7,32 + 0,07 (n=3). Der Endwert am Reperfusionsstopp t-4 betrigt 7,36 =+
0,11 (n=2).

In der Everolimus-Gruppe liegt der Anfangs-pH-Wert bei 7,19 £ 0,03 (n=4). Am
Zeitpunkt t-2 wird ein Durchschnittswert von 7,29 =+ 0,07 (n=3) errechnet. Dieser Wert
steigt iiber 7,31 + 0,05 (n=4) am Zeitpunkt t-3 auf den End-pH-Wert von 7,35 + 0,03
(t=4, n=3) an (vgl. Abb. 14).
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Abb. 16 Vergleich der Mittelwerte des Blut-pH-Wertes zu verschiedenen Zeitpunkten der Versuchsgruppen.
Die gemessenen Mittelwerte des pH-Wertes werden grafisch den jeweiligen Zeitpunkten der Bestimmung
zugeordnet. Hierbei entspricht t-0 dem Start der Reperfusion (Omin), t-1 = 15 min, t-2 = 30 min, t-3 = 60 min, t-4
=120 min nach Reperfusionsbeginn. Um dem simulierten Blutkreislauf nicht zu viel Blut fiir BGA-Messungen zu
entziechen, werden Messungen am Zeitpunkt t-1 sowie teilweise am Zeitpunkt t-2/t-3 unterlassen. BGA-Messungen
zum Zeitpunkt nach Reperfusionsende (120 min, t-4) werden allerdings obligat durchgefiihrt. In der Grafik sind in
allen drei Versuchsgruppen konstant steigende Graphen der pH-Werte bis zum Reperfusionsende zu beobachten, was

mogliche Riickschliisse iiber das s.g. pH-Paradoxon geben kann (vgl. Kapitel 4.3.).

3.2. ELISA-Daten
3.2.1. Interleukin-6

3.2.1.1. Kontrollgruppe

Die Werte zur Bestimmung des Interleukin-6 werden zu den in Kapitel 2.4.2. erwdhnten
Zeitpunkten nach 0 min (= t-0), 15 min (= t-1), 30 min (= t-2), 60 min (=t-3) und 120

min (=t-4) nach Reperfusionsbeginn entnommen. Der Mittelwert der IL-6-
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Konzentrationen der Kontrollgruppe liegt zum Entnahmezeitpunkt t-0 bei 0,918 pg/ml +
0,079 pg/ml (Standardfehler des Mittelwerts (SEM); n=8). In den weiteren
Entnahmezeitpunkten t-1 (0,872 pg/ml £+ 0,065 pg/ml; n=8), t-2 (1,003 pg/ml + 0,080
pg/ml; n=8) sowie t-3 (0,845 pg/ml + 0,066 pg/ml; n=8) sind die Mittelwerte der
Interleukin-6-Konzentrationen jeweils im Bereich < 1pg/ml geblieben. In den folgenden
60 Minuten Reperfusion steigt der Mittelwert t-4 signifikant an und erhdht sich um
mehr als die Verdopplung seines Niveaus von t-3. Der Mittelwert zum Zeitpunkt der

letzten Messung t-4 betrdgt damit 1,973 pg/ml + 0,342 pg/ml.

Hinsichtlich der Signifikanzen ergeben sich zwischen den Zeitpunkten t-0, t-1, t-2 und
t-3 keine signifikanten Unterschiede in den Mittelwerten. Allerdings ist die Messung
zum Reperfusionsende t-4 im Vergleich zu den vier vorherigen Zeitpunkten t-0, t-1, t-2
sowie t-3 signifikant erhoht (t-0 vs. t-4; t-1 vs. t-4; t-2 vs. t-4; t-3 vs. t-4, p <0,05). Eine
absolute Steigerung des Interleukin-6-Spiegels von 1,056 pg/ml sowie mehr als eine
Verdopplung zwischen Ausgangsmessung und Endmessung ist zu errechnen (vgl. Abb.

17).
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Abb. 17 IL-6-Konzentration in der Kontrollgruppe. Gemessen werden die jeweiligen Konzentrationen von IL-6 in
pg/ml im Bezug zu verschiedenen Entnahmezeitpunkten nach Reperfusion von humanen BlutgefdBen. t-0 entspricht
Entnahmezeitpunkt nach 0 min (n=8) Reperfusion sowie t-1 = 15 min (n=8), t-2 = 30 min (n=8), t-3 = 60 min (n=8), t-
4 =120 min (n=6) nach Reperfusionsbeginn. Die Grafik zeigt einen signifikanten Anstieg von IL-6 zum Zeitpunkt t-4
im Vergleich zu den Zeitpunkten t-0 — t-3 auf den Wert 1,973 pg/ml + 0,342 pg/ml (t-0 vs. t-4; t-1 vs. t-4; t-2 vs. t-4;
t-3 vs. t-4, *p < 0,05). Im Vergleich zum Ausgangsniveau steigt der Interleukin-6-Spiegel im Blut um 1,056 pg/ml.
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3.2.1.2. Sirolimus

Nach Zugabe von Sirolimus zu dem Reperfusionsblut werden nach an den Zeitpunkten
t-0, t-1, t-2, t-3 sowie t-4 erneut die Interleukin-6-Konzentrationen aus dem
Reperfusionsblut bestimmt. Die Konzentration liegt vor Reperfusionsbeginn zum
Zeitpunkt t-0 bei 1,176 pg/ml + 0,217 pg/ml (n=10). Uber einen leichten Anstieg der IL-
6-Konzentration zum Zeitpunkt t-1 (1,653 pg/ml + 0,276 pg/ml; n=12) kommt es zu
einem erneuten Absinken der Konzentration zum Zeitpunkt t-2 (1,573 pg/ml + 0,294
pg/ml; n=12), allerdings {iber dem des Ausgangsniveaus von t-0. In der weiteren Folge
steigen die Interleukin-6-Werte zum Zeitpunkt t-3 auf 1,760 pg/ml + 0,305 pg/ml
(n=12) sowie t-4 auf 2,113 pg/ml + 0,457 pg/ml (n=12) an.

Im Vergleich der einzelnen Messzeitpunkte t-0 bis t-4 ergeben sich zwischen den
einzelnen Messungen keine signifikanten Unterschiede in den Interleukin-6-

Konzentrationen der Sirolimus-Versuchsgruppe (vgl. Abb. 18).
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Abb. 18 IL-6-Konzentration nach Sirolimus-Zugabe zum Reperfusionsblut. Gemessen werden die jeweiligen
Konzentrationen von Interleukin-6 in pg/ml im Bezug zu verschiedenen Entnahmezeitpunkten nach der Reperfusion
von humanen Blutgefdflen. t-0 entspricht Entnahmezeitpunkt nach 0 min (n=10) Reperfusion sowie t-1 = 15 min
(n=12), t-2 = 30 min (n=12), t-3 = 60 min (n=12), t-4 =120 min (n=12) nach Reperfusionsbeginn. Die Grafik zeigt
einen nicht-signifikanten Anstieg der Interleukin-6-Konzentration bis zum Zeitpunkt t-4 mit der Ausnahme einer
kurzen Absenkung zum Zeitpunkt t-2. Die Interleukin-6-Konzentration nach 120 min steigt auf den Wert 2,113 pg/ml

+ 0,457 pg/ml und ist somit im Vergleich zum Ausgangsniveau nicht-signifikant erhoht.
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3.2.1.3. Everolimus

Analog zur Kontrollgruppe Sirolimus wird in der Versuchsgruppe mit der Everolimus-
Zugabe im Reperfusionsblut die Interleukin-6-Konzentrationen zu den definierten
Zeitpunkten t-0 — t-4 gemessen. Zum Zeitpunkt t-0 wird ein Mittelwert von 1,668 pg/ml
+ 0,315 pg/ml (n=6) gemessen. Uber den Wert 1,304 pg/ml + 0,367 pg/ml (n=8) zum
Zeitpunkt t-1 fdllt die Konzentration zum Zeitpunkt t-2 auf das Minimum der Messreihe
(0,630 pg/ml + 0,171 pg/ml (n=8)). In der Folge steigen die Werte der IL-6-
Konzentration wieder an. Zum Zeitpunkt t-3 ergibt sich eine IL-6-Konzentration von
0,759 pg/ml + 0,220 pg/ml (n=8) sowie zum Zeitpunkt t-4 eine Konzentration von 1,041
pg/ml £ 0,117 pg/ml (n=8). Das Ausgangsniveau der IL-6-Konzentration am Zeitpunkt
t-0 wird allerdings nicht erreicht oder iiberschritten. Eine absolute Reduktion der
Interleukin-6-Konzentration zwischen Messbeginn und Messende nach 120 min

Reperfusionszeit von 0,628 pg/ml ist zu beobachten.

Hinsichtlich der einzelnen Konzentrationen zu verschiedenen Zeitpunkten ldsst sich
keine signifikante Anderung im Bezug auf die einzelnen Zeitpunkte der Interleukin-6-

Konzentration in der Everolimus-Versuchsgruppe feststellen (vgl. Abb. 19).
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Abb. 19 IL-6-Konzentration nach Everolimus-Zugabe zum Reperfusionsblut. Gemessen werden die jeweiligen
Konzentrationen von Interleukin-6 in pg/ml im Bezug zu verschiedenen Entnahmezeitpunkten nach der Reperfusion
von humanen BlutgefidBen. t-0 entspricht Entnahmezeitpunkt nach 0 min (n=6) Reperfusion sowie t-1 = 15 min (n=8),
t-2 = 30 min (n=8), t-3 = 60 min (n=8), t-4 =120 min (n=8) nach Reperfusionsbeginn. Die Grafik zeigt einen nicht-
signifikanten Riickgang der Interleukin-6-Konzentration bis 30 min nach Reperfusionsbeginn. In der Folge steigt die
Interleukin-6-Konzentration wieder bis zum Wert 1,041 pg/ml + 0,117 pg/ml, bleibt jedoch unterhalb des
Ausgangsniveaus vor Reperfusionsbeginn (t=0). Im Vergleich zum Ausgangsniveau sank die IL-6-Konzentration um

0,628 pg/ml nach 120 min Reperfusionszeit.
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3.2.1.4. Vergleich der Mittelwerte von der Kontrollgruppe vs.

Everolimus vs. Sirolimus

Im Vergleich der Mittelwerte von der Kontrollgruppe und der Versuchsgruppe
Sirolimus als auch der Versuchsgruppe Everolimus zu den verschiedenen
Messzeitpunkten t-0 sowie t-1, t-2, t-3 und t-4 ergeben sich keine signifikanten

Unterschiede (p<0,05; vgl. Werte Tabelle 6 und Abb. 20).

Tabelle 6: Vergleich der Mittelwerte der IL-6 Konzentration von der Kontrollgruppe

(Ctr) vs. Everolimus (E) vs. Sirolimus (S).

Zeitpunkt Vergleich der Mittelwert 1 [in Mittelwert 2 [in

Gruppen pg/ml] pg/ml]
t-0 Ctr. vs. E 0,918 1,668
t-0 Ctr. vs. S 0,918 1,176
t-0 Evs.S 1,668 1,176
t-1 Ctr. vs. E 0,872 1,304
t-1 Ctr. vs. S 0,872 1,653
t-1 Evs.S 1,304 1,653
t-2 Ctr. vs. E 1,003 0,630
t-2 Ctr. vs. S 1,003 1,573
t-2 Evs.S 0,630 1,573
t-3 Ctr. vs. E 0,845 0,759
t-3 Ctr. vs. S 0,845 1,760
t-3 Evs.S 0,759 1,760
t-4 Ctr. vs. E 1,973 1,041
t-4 Ctr. vs. S 1,973 2,113
t-4 Evs. S 1,041 2,113
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Abb. 20 Vergleich der Mittelwerte der Interleukin-6-Konzentrationen von der Kontrollgruppe sowie der
Sirolimus und Everolimus-Gruppe. Der Graph der Kontrollgruppe ist in schwarzer Farbe, der Sirolimus-Graph in
blauer Farbe und der Everolimus-Graph in roter Farbe dargestellt. Auf der x-Achse sind die Messzeitpunkte nach
Reperfusionsbeginn und gegen die Konzentrationen von Interleukin-6 in pg/ml auf der y-Achse aufgefiihrt. t-0
entspricht der Reperfusionszeit von 0 min sowie t-1 = 15 min, t-2 = 30 min, t-3 = 60 min und t-4 =120 min.
Signifikanzunterschiede ergeben sich im Vergleich des Messzeitpunktes t-4 der Kontrollgruppe zu den
Messzeitpunkten der Kontrollgruppe t-1 — t-3 (vgl. Kapitel 3.1.1.1.). Ausgehend von einem niedrigen
Ausgangsniveau steigen die Konzentrationen von IL-6 in der Kontrollgruppe vor allem in der letzten Stunde der
Reperfusion stark an. Die Sirolimus-Gruppe steigt ausgehend von einem hdheren Ausgangsniveau als die
Kontrollgruppe im Verlauf nur leicht an. Die Everolimus-Gruppe fdllt hingegen von einem mittleren

Ausgangsniveau im Verlauf deutlich unter den Endwert der I1-6-Konzentrationen der beiden anderen Gruppe ab.

3.2.2. TNF-a

3.2.2.1. Kontrollgruppe

Ahnlich der Konzentrationsbestimmungen von IL-6 wird an den selben standardisierten
Zeitpunkten  Blutproben fiir = Konzentrationsmessungen von TNF-a dem
Reperfusionsblut entnommen. Die Ausgangskonzentration von TNF-a betrug am
Zeitpunkt t=0 3,201 pg/ml + 0,661 pg/ml (n=9). Nach 15 min Reperfusionszeit sind die
gemessenen Werte zum Zeitpunkt t-1 mit 10,840 pg/ml + 4,039 pg/ml (n=8) am
hochsten in der Verlaufsbetrachtung. Im weiteren Verlauf sinkt der TNF-a-Spiegel
wieder, sodass bei t22 ein Wert von 8,328 pg/ml + 2,715 pg/ml (n=8) und t-3 ein Wert
von 4,576 pg/ml + 0,475 pg/ml (n=8) gemessen werden. Im Verlauf der néchsten
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Reperfusionsstunde sinkt die TNF-a-Konzentration bis zu t=4 geringfligig weiter ab

(4,545 pg/ml £ 0,873 pg/ml; n=6).

Der Verlauf der TNF-a-Konzentrationen in  der Kontrollgruppe ergibt keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich der einzelnen Messzeitpunkte. Der TNF-a-
Spiegel liegt zum Zeitpunkt des t-4 im Vergleich zu Messbeginn t-0 um 1,344 pg/ml
erhoht vor (vgl. Abb.21).
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Abb. 21 TNF-a-Konzentration in der Kontrollgruppe. Gemessen werden die jeweiligen Konzentrationen von
TNF-a in pg/ml im Bezug zu verschiedenen Entnahmezeitpunkten nach Reperfusion von humanen BlutgefdBen. t-0
entspricht Entnahmezeitpunkt nach 0 min (n=9) Reperfusion sowie t-1 = 15 min (n=8), t-2 = 30 min (n=8), t-3 = 60
min (n=8), t-4 =120 min (n=6) nach Reperfusionsbeginn. Die Grafik zeigt zunéchst einen nicht-signifikanten Anstieg
von TNF-a bis zum Zeitpunkt t-1 auf 10,840 pg/ml + 4,039 pg/ml. Im weiteren Verlauf sinkt die Konzentration
wieder ab, bleibt allerdings zwischen t-3 und t-4 relativ konstant oberhalb des Ausgangsniveaus (t=0: 3,201 pg/ml vs.

t=4: 4,545 pg/ml).

3.2.2.2. Sirolimus

Die TNF-a-Konzentration wird ebenso nach Zugabe von Sirolimus zum
Reperfusionsblut an  den  Zeitpunkten t-0 bis t-4  bestimmt. Die
Anfangskonzentrationsbestimmung von TNF-a liefert zum Zeitpunkt t-0 einen Wert
von 4,293 pg/ml + 0,887 pg/ml (n=11). Im Verlauf ist die TNF-a-Konzentrationen an
den Zeitpunkten t-1, t-2 und t-3 relativ konstant bleibend unterhalb von 5 pg/ml: 4,679
pg/ml + 0,796 pg/ml (t=1; n=12), 4,373 pg/ml + 0,686 pg/ml (t=2; n=12), 4,301 pg/ml £
0,865 pg/ml (t=3; n=11). Im Vergleich hierzu gab es zum letzten Messzeitpunkt eine
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signifikante Erhohung des TNF-a-Spiegels im Reperfusionsblut. Der Messwert bei t-4
betrug 13,010 pg/ml £ 4,271 pg/ml (n=12).

Die Messwerte zum Zeitpunkt t-4 sind im Vergleich zu allen Messzeitpunkten t-0 bis t-

3 signifikant gestiegen (vgl. Abb. 22).

Sirolimus TNF-a
pa/ml 20-

15

10 /

> Zeit

Abb. 22 TNF-o0-Konzentration nach Sirolimus-Zugabe zum Reperfusionsblut. Gemessen werden die jeweiligen
Konzentrationen von TNF-a in pg/ml im Bezug zu verschiedenen Entnahmezeitpunkten nach der Reperfusion von
humanen Blutgefaf3en. t-0 entspricht Entnahmezeitpunkt nach 0 min (n=11) Reperfusion sowie t-1 = 15 min (n=12),
t-2 = 30 min (n=12), t-3 = 60 min (n=11), t-4 =120 min (n=12) nach Reperfusionsbeginn. Die Grafik zeigt ein
zundchst relativ konstantes TNF-o-Spiegelniveau. Zwischen den Zeitpunkten t-0 bis t-3 steigen die
Mittelwertkonzentrationen nicht >5pg/ml an. Signifikante Unterschiede ergeben sich zwischen den Werten von t-0 —
t-3 vs. t-4 (t-0 vs. t-4; t-1 vs. t-4; t-2 vs. t-4; t-3 vs. t-4, *p < 0,05).

3.2.2.3. Everolimus

Die Bestimmung des TNF-a-Spiegels nach Everolimus-Zugabe zum Reperfusionsblut
am Zeitpunkt t-0 ergibt einen Wert von 3,753 pg/ml £+ 1,112 pg/ml (n=7). Im Verlauf
fallt die TNF-a-Konzentration zundchst minimal ab. Zum Messzeitpunkt t-1 wird ein
Wert von 3,314 pg/ml + 0,989 pg/ml (n=8) gemessen. Auch zum Zeitpunkt t-2 befindet
sich die Konzentration unterhalb des Ausgangsniveaus bei 3,486 pg/ml + 0,748 pg/ml
(n=8). Am Zeitpunkt t-3 ist die TNF-o-Konzentration mit 4,495 pg/ml + 0,681 pg/ml
(n=6) leicht oberhalb dem Ausgangsniveaus. Zum definierten Endpunkt der Messreihe
an Zeitpunkt t-4 wird ein Wert von 7,100 pg/ml £ 2,706 pg/ml (n=6) erhoben.
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Die Konzentrationen von TNF-a an den Zeitpunkten t-0 bis t-4 unterscheiden sich nicht
signifikant voneinander. Eine absolute Erhéhung zwischen Start- und Endwert der TNF-

a-Konzentration von 3,347 pg/ml ist zu beobachten (siche Abb. 23).
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Abb. 23 TNF-o-Konzentration nach Everolimus-Zugabe zum Reperfusionsblut. Gemessen werden die
jeweiligen Konzentrationen von TNF-a in pg/ml im Bezug zu verschiedenen Entnahmezeitpunkten nach der
Reperfusion von humanen BlutgefdBen. t-0 entspricht Entnahmezeitpunkt nach 0 min (n=6) Reperfusion sowie t-1 =
15 min (n=8), t-2 = 30 min (n=8), t-3 = 60 min (n=8), t-4 =120 min (n=8) nach Reperfusionsbeginn. Die Grafik zeigt
einen zundchst leichten, nicht-signifikanten Riickgang der TNF-a-Konzentration bis 15 min nach
Reperfusionsbeginn. In der Folge steigt die TNF-a-Konzentration wieder leicht an und bleibt jedoch unterhalb des
Ausgangsniveaus vor Reperfusionsbeginn (t=2). Uber einen weiteren geringfiigigen Konzentrationsanstieg bei t-3

erreicht der TNF-a-Spiegel an t-4 seinen bezogen auf die Messungen an t-0 — t-3 nicht-signifikanten Maximalwert.

3.2.2.4. Vergleich der Mittelwerte von der Kontrollgruppe vs.

Everolimus vs. Sirolimus

In der Untersuchung und Gegeniiberstellung der Mittelwerte von der Kontrollgruppe im
Bezug auf die Versuchsgruppe Everolimus und die Versuchsgruppe Sirolimus zu den
verschiedenen Zeitpunkten der TNF-o-Konzentrationsmessung t-0 sowie t-1, t-2, t-3
und t-4 ergeben sich keine signifikanten Unterschiede (p<0,05; vgl. Werte Tabelle 7
und Abb. 24).
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Tabelle 7: Vergleich der Mittelwerte der TNF-a- Konzentration von der Kontrollgruppe

(Ctr) vs. Everolimus (E) vs. Sirolimus (S).

Zeitpunkt Vergleich der Mittelwert 1 [in Mittelwert 2 [in

Gruppen pg/ml] pg/ml]
t-0 Ctr. vs. E 3,201 3,753
t-0 Ctr. vs. S 3,201 4,293
t-0 Evs. S 3,753 4,293
t-1 Ctr.vs. E 10,840 3,314
t-1 Ctr. vs. S 10,840 4,679
t-1 Evs. S 3,314 4,679
t-2 Ctr.vs. E 8,328 3,486
t-2 Ctr. vs. S 8,328 4,373
t-2 Evs. S 3,486 4,373
t-3 Ctr. vs. E 4,576 4,495
t-3 Ctr. vs. S 4,576 4,301
t-3 Evs. S 4,495 4,301
t-4 Ctr. vs. E 4,545 7,100
t-4 Ctr. vs. S 4,545 13,010
t-4 Evs. S 7,100 13,010
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Abb. 24 Vergleich der Mittelwerte der TNF-o-Konzentrationen von der Kontrollgruppe sowie der Sirolimus
und Everolimus-Gruppe. Der Graph der Kontrollgruppe ist in schwarzer Farbe, der Sirolimus-Graph in blauer
Farbe und der Everolimus-Graph in roter Farbe dargestellt. Auf der x-Achse sind die Messzeitpunkte nach
Reperfusionsbeginn und gegen die TNF-a-Spiegel im Reperfusionsblut in pg/ml auf der y-Achse aufgetragen. t-0
entspricht der Reperfusionszeit von 0 min sowie t-1 = 15 min, t-2 = 30 min, t-3 = 60 min und t-4 =120 min. Im
Vergleich der einzelnen Messzeitpunkte unterscheiden sich die Mittelwerte in den drei Gruppen nicht signifikant
voneinander (*p < 0,05). Ausgehend von einem homogenen TNF-o-Konzentrationsniveau steigt die Konzentration in
der Kontrollgruppe zunéchst stark an, wohingegen die Werte in der Sirolimus und Everolimus-Gruppe zunédchst
konstant bleiben. Die Messwerte in der Kontrollgruppe fallen im Verlauf allerdings unter das Niveau der Sirolimus

und Evrolimus-Gruppe ab.

3.2.3. VEGF

3.2.3.1. Kontrollgruppe

Aus denselben Serumproben wie fiir die Bestimmungen der IL-6- und TNF-a-
Konzentrationen werden auch die Blutserumkonzentrationen von VEGF in den
verschiedenen Versuchsgruppen an den standardisierten Zeitpunkten bestimmt. In der
Kontrollgruppe wird ein Anfangswert zum Start der Reperfusion von 56,209 pg/ml +
7,953 pg/ml (t-0; n=8) bestimmt. Die VEGF-Konzentration sinkt im Mittel zum
Zeitpunkt t-1 auf den Wert 50,532 pg/ml + 3,012 pg/ml (n=8) ab. Die niedrigste
Konzentration an VEGF wird in der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt t-2 mit 44,866
pg/ml £+ 2,127 pg/ml (n=8) bestimmt. Zum Zeitpunkt t-3 steigt die VEGF-Konzentration
auf 76,473 pg/ml £ 7,778 pg/ml (n=6) an. Am Zeitpunkt des Messendes wird ein
VEGF-Mittelwert von 69,102 pg/ml + 4,971 pg/ml (n=6) bestimmt.
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Ein signifikanter Anstieg der VEGF-Konzentration kann im Vergleich der
Messzeitpunkte t-1 sowie t-2 im Bezug zum Messzeitpunkt t-3 errechnet werden (t-1 vs.
t-3; t-2 vs. t-3 p < 0,05). Die VEGF-Konzentration zu Messbeginn am
Reperfusionsstart ist im Vergleich zum Messendzeitpunkt t-4 um 12,89 pg/ml
angestiegen (vgl. Abb. 25).
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Abb. 25 VEGF-Konzentrationen in der Kontrollgruppe. Gemessen werden die jeweiligen
Blutserumkonzentrationen von VEGF in pg/ml im Bezug zu verschiedenen Entnahmezeitpunkten nach der
Reperfusion von humanen Blutgefd3en ohne Medikamentenzugabe. t-0 entspricht dem Blutentnahmezeitpunkt nach
0 min Reperfusion (n=8) sowie t-1 = 15 min (n=8), t-2 = 30 min (n=8), t-3 = 60 min (n=6), t-4 =120 min (n=6) nach
Reperfusionsbeginn. Die Grafik zeigt einen zundchst relativ leichten Abfall der VEGF-Konzentration bis zum
Zeitpunkt t-2. In der Folge ergibt sich eine signifikante Steigerung der VEGF-Konzentrationen im Vergleich der
Messzeitpunkte t-1 und t-3 sowie zwischen den Messzeitpunkten t-2 und t-3 (t-1 vs. t-3; t-2 vs. t-3 *p <0,05).

3.2.3.2. Sirolimus

Die Messungen zum Zeitpunkt t-0 ergeben in der Sirolimus-Versuchsgruppe einen
Mittelwert der VEGF-Reperfusionsblutkonzentration von 46,891 pg/ml + 8,147 pg/ml
(n=12). Zum Messzeitpunkt t-1 ergibt sich ein Mittelwert von 51,580 pg/ml + 8,726
pg/ml (n=12). In der Folge steigt in der Messung zum Zeitpunkt t-2 die VEGF-
Konzentration auf 55,426 pg/ml + 9,089 pg/ml (n=12) an. Nach einstiindiger
Reperfusion betrdgt der Mittelwert zum Zeitpunkt t-3 75,223 pg/ml + 11,662 pg/ml
(n=12). Am Zeitpunkt des Reperfusionsendes t-4 wird ein Wert von 78,028 pg/ml +
10,971 pg/ml (n=12) gemessen.
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Die Messwerte der VEGF-Konzentration in der Sirolimus-Versuchsgruppe ergeben
keine signifikanten Unterschiede innerhalb der zweistlindigen Reperfusionszeit. Weder
im Vergleich der VEGF-Konzentrationsbestimmung am Reperfusionsbeginn, noch zu

allen anderen Zeitpunkten untereinander (vgl. Abb. 26).
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Abb. 26 VEGF-Konzentrationen nach Sirolimus-Zugabe zum Reperfusionsblut. Gemessen werden die
jeweiligen Blutserumkonzentrationen von VEGF in pg/ml im Bezug zu verschiedenen Entnahmezeitpunkten nach der
Reperfusion von humanen Blutgefdlen mit Sirolimus-Zugabe. t-0 entspricht dem Entnahmezeitpunkt nach 0 min
Reperfusion sowie t-1 = 15 min, t-2 = 30 min, t-3 = 60 min, t-4 =120 min (alle n=12) nach Reperfusionsbeginn. Die
Grafik zeigt einen zunidchst relativ leichten Anstieg des VEGF-Konzentrationsniveaus bis zu t-2. Nach einem
deutlicheren VEGF-Anstieg zwischen t-2 und t-3 pendelt sich die VEGF-Konzentration zum Zeitpunkt t-4 auf ca. 78
pg/ml ein. Signifikante Unterschiede ergeben sich zwischen den einzelnen Messzeitpunkten untereinander nicht (*p <
0,05).

3.2.3.3. Everolimus

In der Everolimus-Versuchsgruppe wird ein Anfangsniveau der VEGF-Konzentration
am Reperfusionsbeginn von 25,423 pg/ml + 2,282 pg/ml (n=6) gemessen. Nach
fiinfzehnminiitiger Reperfusionszeit steigt dieser Wert zum Zeitpunkt t-1 leicht auf
29,299 pg/ml + 5,471 pg/ml (n=8) an. Uber den Wert 52,236 pg/ml + 7,033 pg/ml (n=8)
am Messzeitpunkt t-2 fdllt die VEGF-Serumkonzentration des Reperfusionsblutes mit
Everolimus-Zusatz auf den Wert 48,107 pg/ml + 12,109 pg/ml (n=8) ab. Am Ende der
zweistlindigen Reperfusion wird ein Konzentrationsendwert t-4 von 57,242 pg/ml +

3,140 pg/ml (n=6) erhoben.
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Nach Priifung auf signifikante Unterschiede kann zwischen den einzelnen Werten der
Messzeitpunkte t-0 — t-4 keine Signifikanz errechnet werden. Der Anstieg der VEGF-
Konzentration im Serum des Reperfusionsblutes nach Everolimus-Zugabe stellt sich

somit als insignifikant dar (vgl. Abb. 27).
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Abb. 27 VEGF-Konzentration nach Everolimus-Zugabe zum Reperfusionsblut. Gemessen werden die jeweiligen
Konzentrationen von VEGF in pg/ml im Bezug zu verschiedenen Entnahmezeitpunkten nach der Reperfusion von
humanen Blutgefden nach Everolimus-Zugabe. t-0 entspricht Entnahmezeitpunkt nach 0 min (n=6) Reperfusion
sowie t-1 = 15 min (n=8), t-2 = 30 min (n=8), t-3 = 60 min (n=8), t-4 =120 min (n=6) nach Reperfusionsbeginn. Der
Graph zeigt einen anfédnglich leichten Anstieg der VEGF-Konzentration bis 15 min nach Reperfusionsbeginn (t-1). In
der Folge steigt die VEGF-Konzentration zum Zeitpunkt t-2 an und erreicht nach einem Absinken zum Zeitpunkt t-3
seinen Maximalwert zum Zeitpunkt t-4 mit 57,242 pg/ml + 3,140 pg/ml. Die einzelnen Messwerte ergeben im

Vergleich zu den anderen gemessenen Zeitpunkten keine signifikanten Unterschiede (*p<0,05).

3.2.3.4. Vergleich der Mittelwerte von der Kontrollgruppe vs.

Everolimus vs. Sirolimus

Nach Analyse und Vergleich der Mittelwerte der VEGF-Konzentrationen zwischen den
einzelnen Kontroll- bzw. Versuchsgruppen Sirolimus und Everolimus zu den
unterschiedlichen Messzeitpunkten t-0 bis t-4 ergeben sich keine signifikanten

Unterschiede (vgl. Abb. 28).
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Tabelle 8: Vergleich der Mittelwerte der VEGF- Konzentration von der Kontrollgruppe

(Ctr) vs. Everolimus (E) vs. Sirolimus (S).

Zeitpunkt Vergleich der Mittelwert 1 [in Mittelwert 2 [in

Gruppen pg/ml] pg/ml]
t-0 Ctr. vs. E 56,209 25,423
t-0 Ctr. vs. S 56,209 46,891
t-0 Evs. S 25,423 46,891
t-1 Ctr.vs. E 50,932 29,300
t-1 Ctr. vs. S 50,932 51,580
t-1 Evs. S 29,300 51,580
t-2 Ctr.vs. E 44,866 52,326
t-2 Ctr. vs. S 44,866 55,426
t-2 Evs. S 52,326 55,426
t-3 Ctr. vs. E 76,473 48,107
t-3 Ctr. vs. S 76,473 75,223
t-3 Evs. S 48,107 75,223
t-4 Ctr.vs. E 69,102 57,342
t-4 Ctr. vs. S 69,102 78,027
t-4 Evs. S 57,342 78,027
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Abb. 28 Vergleich der Mittelwerte der VEGF-Konzentrationen von der Kontrollgruppe sowie der Everolimus-
und Sirolimus-Versuchsgruppe. Der Graph der Kontrollgruppe ist in schwarzer Farbe dargestellt. Der Sirolimus-
Graph in blauer und der Everolimus-Graph in roter Farbe. Auf der x-Achse sind die Messzeitpunkte (t-0 entspricht der
Reperfusionszeit von 0 min sowie t-1 = 15 min, t-2 = 30 min, t-3 = 60 min und t-4 =120 min) nach
Reperfusionsbeginn gegen die VEGF-Konzentrationen im Reperfusionsblut in pg/ml auf der y-Achse aufgetragen. Die
Werte der drei Graphen unterscheiden sich in den Messzeitpunkten t-0 bis t-4 nicht signifikant voneinander. Innerhalb
der Kontrollgruppe gibt es allerdings eine signifikante Zunahme der VEGF-Konzentration zwischen Zeitpunkt t-1 vs.
t-3 sowie t-2 vs. t-3 (p<0,05). Ausgehend von unterschiedlichen Ausgangsniveaus steigen alle drei Graphen im
Verlauf an. Dabei enthélt allerdings nur die Kontrollgruppe eine signifikante Zunahme der VEGF-Konzentration im
Reperfusionsblut. In der Sirolimus- als auch der Everolimus-Versuchsgruppe ist der geringe Anstieg der VEGF-

Konzentration insignifikant.

3.3. Immunhistochemie-Daten

3.3.1. CD11b

Die Bestimmung der CDI11b-positiven Zellen erfolgt jeweils fiir fiinf zufillig
ausgewdhlte Mikroskopeinstellungen pro jeweiligen Gefdl3schnitt. Pro Gefdl wurden
jeweils drei GefdBschnitte a fiinf Mikroskopeinstellungen (vierzigfache VergroBerung)
hinsichtlich CD11b-Positivitdt hin untersucht. Dabei wird so vorgegangen, dass die
jeweiligen CD11b-positiven Zellen pro Mirkoskopgesichtsfeldeinstellung eines Gefdles
ausgezdhlt werden. Alle Gefdl3schnitte stammen vom Zeitpunkt nach der Reperfusion.
Verglichen werden in dieser Untersuchung die durchschnittliche Anzahl der CD-11b-
positiven Zellen pro Gefd in der Kontrollgruppe und den Versuchsgruppen nach

Blutzugabe von Sirolimus bzw. Everolimus.

69



In der Kontrollgruppe findet sich ein Mittelwert von 3,143 + 0,708 positiven CD11b-
Zellen (n=21). Im Vergleich dazu ergibt die CD11b-Messung nach Sirolimus-Zugabe
zum Reperfusionsblut einen Mittelwert von 0,235 £+ 0,106 positiven CD11b-Zellen
(n=17) sowie die Messung nach Everolimus-Zugabe einen Wert von 0,286 + 0,101
positiven CD11b-Zellen (n=21).

Im Hinblick auf Signifikanzunterschiede erweist sich der Vergleich zwischen
Kontrollgruppe vs. Sirolimus-Gruppe sowie Kontrollgruppe vs. Everolimus-Gruppe als
signifikant (p<0,05). Jeweils wird eine signifikante Reduktion der Anzahl CDI11b-
positiver Zellen nach Medikamentenzugabe zum Reperfusionsblut nachgewiesen. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den immunsuppressiven Gruppen ,,Sirolimus* und
,Everolimus®“ ergibt sich nicht. Eine absolute Reduktion der Mittelwerte gibt sich
zwischen der Kontrollgruppe und der Sirolimus-Gruppe von 2,908 positiven CD11b-
Zellen. Zwischen der Kontrollgruppe und der Everolimus-Gruppe betrigt die absolute

Reduktion der positiven CD11b-Zellen im Durchschnitt 2,857 Zellen (siche Abb.29).
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Abb. 29 Vergleich CDI11b-positiver Zellen zwischen der Kontrollgruppe, der Sirolimus- wund
Everolimusgruppe. Im der Grafik sind Saulen der Kontroll-, Sirolimus sowie Everolimusgruppe gegen die CD11b-
positiven Zellen pro Gesichtsfeld im Mikroskop aufgetragen. Eine deutliche Reduktion der Anzahl CD11b-positiver-
Zellen der Kontrollgruppe (3,143 + 0,708; n=21) im Vergleich nach der Zugabe von Sirolimus (0,235 + 0,106; n=17)
bzw. Everolimus (0,286 + 0,101; n=21) zum Reperfusionsblut und zweistiindiger Reperfusion lassen sich erkennen.
Im Hinblick auf Unterschiede in der Signifikanz kann diese im Vergleich von Kontrollgruppe vs. Sirolimus sowie

Kontrollgruppe vs. Everolimus bestétigt werden (*p<0,05).
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Abb. 30 Kontrollgruppe nach CD11b-Firbung. Die Abbildung ldsst ein mikroskopisches Gesichtsfeld der
Kontrollgruppe nach CD11b-Farbung erkennen. In der Abbildung erkennt man zwei CD11b-positive Zellen (rechts-
unten sowie am oberen mittigen Bildrand). Diese CD11b-positiven Zellen sind anhang ihrer leicht braunlichen

Farbung zu detektieren.

Abb. 31 Gefifl der Sirolimus-Versuchsgruppe nach CD11b-Firbung. In der Abbildung ist ein Anschnitt eines
GefidBes und dessen Lumen zu erkennen. Weder in der Tunica media noch in der Endothelzellschicht lassen sich

CD11b-positiv gefarbte Immunzellen nachweisen und erkennen.
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Abb. 32 Gefifl der Sirolimus-Versuchsgruppe nach CD11b-Firbung. In der Abbildung ist ein Anschnitt des
Gefédles der Sirolimus-Versuchsgruppe zu sehen. Auch sind zwei kleinere Gefdfle in der Wandstruktur der Tunica
adventitia des Geféfles zu erkennen.. Weder in diesen kleinlumigen GefdBen, noch in den iibrigen Strukturen lassen

sich CD11b-positive Zellen detektieren und auffinden.

Abb. 33 Gefif} der Everolimus-Versuchsgruppe nach CD11b-Fiirbung. In der Abbildung ist ein Anschnitt eines

der VersuchsgefiBe der Everolimus-Gruppe zu sehen. Auch sind mehrere kleinere Gefdle in der Wandstruktur des
Gefédlles erkennbar. Weder in diesen kleinlumigen Gefdflen, noch in den iibrigen erkennbaren Strukturen lassen sich

CD11b-positive Zellen nachweisen.
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Abb. 34 Gefill der Everolimus-Versuchsgruppe nach CD11b-Firbung. In der mikroskopischen Ansicht ist ein

Anschnitt eines der VersuchsgefiBe der Everolimus-Gruppe sowie ein Teil dessen Lumens zu sehen. Es sind in dieser
Abbildung keine erkennbar CD11b-geférbten Zellen zu sehen. Dies betrifft sowohl das Lumen, als auch das Endothel

und die angrenzende Muskelschicht der Tunica media.

3.3.2. CD31

Analog zur Bestimmung der CD11b-positiven Zellen erfolgt die Quantifizierung von
CD31-positiven endothelialen GefdBanschnitten durch eine immunhistologische
Farbung. Pro Gefidl werden jeweils drei Gefdlschnitte unter dem Mikroskop
(vierzigfache VergroBerung) auf CD31-positive Gefille abgesucht. Hierbei werden
jeweils die gesamten GefdBschnitte auf CD31-positive Gefdlle untersucht. Die
GefaBschnitte werden jeweils nach dem Reperfusionsende entnommen. Die Gefille

werden somit zunédchst 120 min reperfundiert.

In der Kontrollgruppe liegt der durchschnittliche Mittelwert bei 10,850 + 2,282
positiver CD31-Gefdlle (n=20) pro Gefd. In der Versuchsgruppe nach Sirolimus-
Zugabe zum Reperfusionsblut kann ein durchschnittlicher Wert von 3,188 + 1,239
CD31-positiven GefdBlen (n=16) erhoben werden. Nach Zugabe von Everolimus zum
Reperfusionsblut kann ein Mittelwert von 0,600 + 0,294 CD31-positiver Gefdle (n=20)

quantifiziert werden.
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Im Vergleich der Kontrollgruppe vs. Sirolimus-Gruppe kann ein signifikanter Abfall
CD31-positiver GefiaBBe aufgezeigt werden. Beim Vergleich der Kontrollgruppe vs.
Everolimus-Gruppe besteht ebenfalls eine signifikante Reduktion von CD31-positiver
GefiBe (p<0,05). Beim Vergleich der Sirolimus-Gruppe vs. Everolimus-Gruppe gibt es
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Anzahl CD31-positiver Gefdlle. Eine
absolute Reduktion in den Mittelwerten CD31-positiver Gefdle pro GefdaBschnitt der
Kontrollgruppe im Vergleich zur Sirolimus-Gruppe bzw. der Everolimus-Gruppe von

7,663 bzw. 10,250 CD31-GefdBlen ist gegeben (siche Abb. 31).

CD31

CD31 positive 147 e

GefaRanschnitte/ 12-
Gefal

10+

8 -

6 -

Abb. 35 Vergleich CD31-positiver Gefiflanschnitte zwischen der Kontrollgruppe, der Sirolimus- und
Everolimusgruppe. In der Abbildung sind Siulen der Kontroll-, Sirolimus sowie Everolimusgruppe gegen die
CD31-positiven GefdBanschnitte pro Untersuchungsgefd3 aufgetragen. Eine starke Reduktion der Anzahl CD31-
positiver Gefdfle in der Kontrollgruppe (10,850 + 2,282; n=20) im Vergleich nach der Zugabe von Sirolimus (3,188
+ 1,239; n=16) bzw. Everolimus (0,600 + 0,294; n=20) zum Reperfusionsblut und zweistiindiger Reperfusion lassen
sich erkennen. Im Hinblick auf Unterschiede in der Signifikanz kann diese im Vergleich von Kontrollgruppe vs.

Sirolimus sowie Kontrollgruppe vs. Everolimus gezeigt werden (*p<0,05).
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Abb. 36 (oben) + Abb. 37 (unten) Kontrollgruppenfirbung CD31. Zu sehen sind zwei Ausschnitte von Gefdllen

der Kontrollgruppe nach CD31-Féarbung. Die CD31-Férbung ldsst sich als braunliche Férbung erkennen. In den
Anschnitten sieht man verschiedene kleinere und groBere Gefifle in den Wandstrukturen/Tunica adventitia der
GefdBle der Kontrollgruppe. Dieses angeschnittenen Gefde haben auf ihrem luminalen Endothel einen deutlich

erkennbaren braunlichen Saum, welche eine Expression des Adhésionsmolekiils CD31 darstellen.
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Abb. 38 (oben) + Abb. 39 (unten) Sirolimus-Gruppe CD31-Firbung. Zu sechen sind zwei Anschnitte von Gefélien
der Sirolimus-Versuchsgruppe nach zweistiindiger Reperfusion. Auch in diesen Anschnitten lassen sich mehrere
kleinere Gefdf3e in den Wandstrukturen/Tunica adventitia der VersuchsgeféBe erkennen. Eine positive CD31-Féarbung
lasst sich durch einen brdunlichen Saum auf dem Endothel von GefdBen detektieren. Auf beiden Bildern der
Sirolimus-Gruppe sind auf den verschiedenen Gefédlenendothelien keine positiven CD31-Expressionen

nachzuweisen.
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Abb. 40 (oben) + Abb. 41 (unten) Everolimus-Gruppe CD31-Fiarbung. Zu sehen sind zwei Anschnitte von

Gefédllen der Everolimus-Versuchsgruppe nach Reperfusion. Ebenso lassen sich in diesen Anschnitten mehrere

kleinere GefdBe in den Wandstrukturen/Tunica adventitia der Versuchsgefdfle erkennen. Eine positive CD31-

Férbung lédsst sich durch einen braunlichen Saum auf dem Endothel von Gefaflen erkennen. Auf beiden Bildern der

Everolimus-Gruppe sind auf den verschiedenen Gefdlenendothelien keine positiven CD31-Expressionen

nachzuweisen.
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4. Diskussion

4.1. Praoxygenierung im Model des Bioreaktor

Um ein physiologisches Milieu zu erzeugen und zu imitieren, muss das
Reperfusionsblut prioxygeniert werden. Durch die Prioxygenierung koénnen
Sauerstoffpartialdriicke und Sauerstoffséttigungen im Blut erreicht werden, welche dem
physiologischen arteriellen humanen Blutkreislauf dhnlich sind. Da die verwendeten
Blutproben allerdings nur vends gespendetes Blut enthalten, liegt die
Sauerstoffsittigung ohne Oxygenierung deutlich unterhalb der physiologischen
arteriellen Grenzwerte. Unter der Annahme ein arterielles GefdBkreislaufmodell zu
simulieren, sind die vor der Prioxygenierung gemessenen O2-Werte als hypoxisch zu
betrachten (Referenzbereiche: <85% sO» = hochgradige Hypoxie, 85-89% sO, =
mittelgradige Hypoxie, 90-94% sO> = miBige Hypoxie, >94% sO, = Normbereich?).
Um die Sauerstoffséttigung nun auf physiologisch-arterielle Werte anzuheben, wird die
Prioxygenierung mittels der Kleintier-HLM vorgenommen. Hierbei wird das Blut mit
100%igen Sauerstoff prdoxygeniert. Dies stellt eine Abweichung des physiologischen
Sauerstoffanteils in der Atemluft dar. Das iliberméfige Angebot an Sauerstoff kann
letzten Endes dazu gefiihrt haben, reaktive Sauerstoffspezies zu erzeugen (ROS). Vor
allem durch die Einstellung und Oxygenierung des Blutes mit einer grolen Menge
Sauerstoff pro Minute (Literanzahl O»/Minute) wird die ROS-Bildung begiinstigt.
Aufgrund des Bewusstseins dieser Problematik wird bei der Durchfithrung der
Prioxygenierung darauf geachtet, den Sauerstoff-Flow durch den Regler an der
Sauerstoffflasche moglichst niedrig zu halten (niedrige Literanzahl O>/Minute), um die

Entstehung von ROS so gering wie moglich zu halten.

Wie durch einige Studien bereits belegt wurde, filhren ROS zum deutlichen Anstieg
bzw. zur VergroBerung des Ischdmie-Reperfusionsschadens am Endothel (s.g.
Sauerstoffparadoxon).®!3 Somit konnte der IRI in unserem humanen GefdBmodell
durch ROS-Bildung falsch-erhoht gewesen sein. Wie in Kapitel 1.3. und 1.4. belegt
wurde, spielt die Wirkungsweise von Sirolimus und Everolimus in der Blockade des
NF-kB-Signalweges eine entscheidende Rolle in der Reduktion von ROS.' Durch
mogliche falsch-erhohte ROS-Werte konnten unter Umstinden die eigentlichen
Entfaltungskrifte ~ der Medikamente auf den  ROS-bedingten Ischimie-

Reperfusionsschaden nicht richtig ausgenutzt und quantifiziert werden.
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In der Gesamtbetrachtung ldsst sich allerdings auf die Prdoxygenierung nicht
verzichten, da hierdurch dem Bioreaktormodell mit humanen Gefédproben ein
essentieller Bestandteil der Simulation des menschlichen Organismus entzogen werden
wiirde, falls das Blut keine physiologisch-arterielle Sauerstoffséttigung aufweise. Eine
Quantifizierung dieser Problematik der ROS konnte mittels Messung von ROS vor der
Prioxygenierung, nach der Praoxygenierung und nach Reperfusion Aufschluss dariiber
geben, welcher Anteil der ROS auf die Praoxygenierung und welcher Anteil der ROS

auf den Ischdmie-Reperfusionsschaden zuriickzufiihren ist.

Durch die 100%ige Sauerstoffpraoxygenierung kann letztendlich auch das Niveau des
Kohlenstoffpartialdrucks im Blutsystem nicht mehr den physiologischen Gegebenheiten
des arteriellen Blutkreislaufs aufrecht erhalten werden. Das Blut wird durch die
Kleintier-HLM mit Sauerstoff abgesittigt. Demzufolge sinkt bzw. ist das
Ausgangsniveau des pCO; in der Versuchsdurchfithrung jeweils bis Ende des Versuchs

unterhalb der physiologischen Bereichs (vgl. Kapitel 3.1.2., 4.3. sowie Abb.15).

Eine weitere Problematik der Kleintier-HLM stellt die Okklusion der Schlauchsysteme
durch die verwendete Rollerpumpe dar, welche ebenso wie beim Bioreaktormodell
verwendet wurde und somit durch die mechanische Kraftausiibung auf das Blut Einfluss

auf verschiedene Blutparameter nehmen kann (fiir Diskussion der Rollerpumpe vgl.

Kapitel 4.2.).140

4.2. Bioreaktor, Reperfusion & Gefifle

In der Gesamtbewertung gibt es in diesem Modell des Bioreaktors einige Variablen die
moglicherweise den Ausgang und die Ergebnisse der Blutproben sowie der
Gefédllproben beeintrachtigt haben konnen. Vom mechanischen Gesichtspunkten lief der
Bioreaktor wéhrend der Reperfusionszeitraume fehlerfrei. Eine problematische
Komponente des Bioreaktorsystems stellt allerdings die Rollerpumpe dar: Die benutzte
Rollerpumpe arbeitet nach dem Prinzip der Verdringung durch Okklusion des
durchfiihrenden Schlauchsystems. Dies bedingt eine mechanische und dumpfe
Krafteinwirkung auf die im Blut zirkulierenden Erythrozyten, Leukozyten und
Zellbestandteile. Durch diesen Okklusionsdruck auf die Zellbestandteile kann eine

mechanische Hémolyse nicht ausgeschlossen werden, was eine Abweichung der
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tatsdchlichen Werte der BGA bedingen konnte (vgl. Kapitel 4.3. Blutgasanalyse). Um
dieser Okklusionsproblematik Herr zu werden, werden in der Kardiotechnik vor allem

Zentrifugalpumpen verwendet. !4

Um die Reibungskrifte des Blutes in den Silikonschlduchen zu senken, wird der
Héamatokrit wie in Vorversuchen einheitlich auf 30% gesenkt.!*® Dies stellt eine
allerdings eine Abweichung zu dem physiologischen Milieu dar und senkt die
Konzentrationen der im Blut zirkulierenden und fiir den Versuch und die Untersuchung

der Transmigration entscheidenden Leukozyten pro Milliliter.?

Ohne eine entsprechende Antikoagulation entsteht in unseren Versuch ein hohes Risiko
fir eine Thrombenbildung durch Thrombozytenaggregation aufgrund von nicht-
humanen Oberflachen der Schlduche und anderer Bauteile des Bioreaktors, die mit dem

> Um der Problematik einer

reperfundierenden Blut in Beriihrung kommen.'
Aktivierung des Gerinnungssystems Herr zu werden, werden die Blutproben, &dhnlich
wie beim Einsatz von Herz-Lungenmaschinen bei herzchirurgischen Operationen
mittels Heparin versetzt.!* In diesem Versuch erwies sich die Heparinisierung
angelehnt an Vorversuche mit Bioreaktoren im GefdBmodell als addquat.'** Eine

Thrombenbildung wurde nicht beobachtet.

Eine weitere Problematik in dem benutzten Reperfusions-GefaBBmodell ist die
Verhinderung bzw. Entstehung von Luftembolien. Wie einschlédgig bekannt ist, konnen
Luftembolien wéhrend (herzchirurgischer) Operationen zu massiven Komplikationen
wie neurologischen Schiaden fithren.!”%!7 Mittels Entliiftung tiber Drei-Wege-Hahne
werden in diesem Versuchsaufbau Vorkehrungen zur Vermeidung einer Luft- bzw.
Mikroembolie getroffen. Ein génzlicher Ausschluss von Mikroembolien besteht in

diesem Modell allerdings nicht.

Der Ischdmiezeitraum vor der Reperfusion wurde aufgrund der strukturellen
Gegebenheiten auf eine Zeitspanne zwischen 4-5h nach Entnahme aus dem Spender
festgelegt. In diesem Zeitraum wurden die GefdBle auf Eis bei ca. 4 Grad Celsius
gelagert, um die Methode der kalten Ischimie zu imitieren. In anderen Versuchen mit
Reperfusionsmodellen werden im Vergleich zu diesem Versuchsaufbau bewusst ldngere
Ischdmiezeitrdume verwendet.!”®1% Eine lidngere Ischimiezeitraum kann eventuell die
Realitdit einer Organtransplantation und den damit verbundenen Ischimie-

Reperfusionsschaden der Endothel- und GefidBzellen zwischen Organentnahme und
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Organtransplantation besser wiedergeben. Die gewdhlte Ischidmiezeit sowie die
gewihlte Reperfusionszeit waren eventuell entsprechend zu kurz gewdhlt, um das
gesamte Ausmall und den Anstieg der Inflammationsmarker zu detektieren, bzw.
signifikante Anderungen in der Suppression von Inflammationsmarkern wie
Interleukin-6, TNF-a und VEGF durch die verwendeten Immunsuppressiva Sirolimus

und Everolimus zu generieren (vgl. Kapitel 4.4.1.,4.4.2.)

Zu diskutieren bleibt auch die Frage, ob genauere Informationen iiber die Gefdl3spender
und eine Unterteilung in Subkategorien anhand von verschiedenen Vorerkrankungen,
Geschlecht, Rauchen oder Alter weitere Riickschliisse auf die Effektivitdt der
zugesetzten Medikamente und damit den Einfluss auf den Ischidmie-
Reperfusionsschaden haben konnte. Auch konnte zwischen einer akuten und elektiven
Bypasssversorgung der Gefdlspender unterschieden werden, was nachweislich
Auswirkungen auf das inflammatorische Level der GefdBle hat.??° Vorerkrankungen
(z.B. ein schlecht eingestellter Diabetes mellitus und dessen Folgen oder eine
Vaskulitis) oder ein ungesunder Lebensstil (wie z.B. wenig Bewegung oder
Nikotinabusus) haben nachgewiesener Mallen einen starken Einfluss auf den Zustand
der GefiBe sowie deren Inflammationsniveau und beeinflussen somit auch die
Vergleichbarkeit zu den Gefillen von beispielsweise Nicht-Raucher-Spendern (vgl.

Kapitel 1.1.1. Arteriosklerose &Kardiovaskuldre Risikofaktoren).!0-29:32,38.201,202

4.3. Blutgasanalyse

Die durchgefiihrte Blutgasanalyse dient der Quantifizierung des Ist-Zustandes der
Blutteilkomponenten die fiir die Vitalitit der Gefdle wihrend der Reperfusion ndotig
sind, um gegebenenfalls Verdnderungen vorzunehmen sowie auBlerdem der
Quantifizierung der Qualitét des Bioreaktormodells. AuBerdem kann hiermit die Gute

der Proxygenierung anhand von Parametern iiberwacht werden.

Die in Kapitel 4.2. beschrieben Problematik der Schlauchokklusion und der damit
verbundenen mdglichen Zellhdmolyse im Blut kann zu einer Verfdlschung der
Parameter der Blutgasanalyse fiihren. Wie bereits in Studien von Lippi et al. gemessen
wurde, trigt eine Hamolyse des Blutes dazu bei, die von uns gemessenen Parameter

$O2, pCO2 und den pH-Wert zu verindern.?*? Dies kann letztendlich dazu gefiihrt haben,
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dass die Parameter des pCO> wéhrend der Versuchsdurchfiihrung stetig sanken und
gegen Reperfusionsende deutlich Werte unterhalb der physiologisch-arteriellen Werte
angenommen haben (vgl. Abb. 15). Der physiologische Wertebereich des pCO- liegt
laut Herold altersunabhidngig zwischen 32-43 mmHg bei Frauen und 35-46 mmHg bei
Minnern.>  Mit  Ausnahme  der  Sirolimus-Versuchsgruppe  lagen  die
Anfangsdurchschnittswerte des pCO> in der Kontrollgruppe oberhalb und in der
Everolimus-Versuchsgruppe unterhalb des physiologischen Referenzbereichs. Alle drei
Gruppen zeigten allerdings einen Abfall der pCO2-Werte —moglicherweise durch die
Sauerstoffabsittigung des Blutes bedingt- am Ende der Reperfusion auf pCO>-Werte
von 4,50-12 mmHg.

Ebenso wie eine Verdnderung des Kohlenstoffpartialdrucks konnen die Messwerte der
pH-Werte durch eine mdgliche Hamolyse verdndert worden sein. Der physiologische
Referenzbereich des arteriellen pH-Wertes betrigt laut Herold in einer arteriellen BGA
7,35-7,45.> Wie durch Lippi et al. belegt werden konnte, liegen die Messwerte
Hamolyse der pH-Werte zumeist falsch-niedrig ins saure Milieu verschoben (-0,2%).
Hiamolyse-bedingt kann es somit zur Freisetzung von sauren Intrazellularsubstanzen in

den Extrazellularraum kommen.2%3

Dies kann dazu beigetragen haben, dass die in der
BGA gemessenen arteriellen pH-Werte anfangs in der Kontrollgruppe sowie in den
beiden Versuchsgruppen unterhalb der Referenzgrenze liegen (vgl. Abb. 16). Eine
weitere Erkldrung fiir die zunéchst deutlich unterhalb des arteriellen Referenzbereiches
gemessenen pH-Werte in den Kontroll- und beiden Versuchsgruppen stellt das s.g. pH-
Paradoxon dar: Wie in einigen Studien bezeigt wurde, sinkt in Kardiomyozyten sowie
glatten Muskelzellen arterieller Gefde der pH-Wert wihrend einer Ischidmiezeit ab.
Dieses Absinken gilt als Schutzmechanismus der Zellen gegen einen einsetzenden
Zelltod wihrend des Ischidmiezeitraums. Setzt darauthin eine Reperfusion mittels Blut
ein, steigt in der Folge der pH-Wert wieder auf physiologische Werte an.®%7 Wenn man
dieses Paradoxon mit den erhobenen und gemessenen pH-Daten der durchgefiihrten
Versuche vergleicht, zeigt sich eine Bestétigung des in der Literatur beschriebenen pH-
Paradoxons im arteriellen Bluts des Versuchs in allen drei Gruppen: Zu Versuchsbeginn
der Reperfusion lagen die pH-Werte aller Gruppen zunichst im azidotischen pH-
Wertebereich des Blutes (pH-Werte t-0: Kontrollgruppe: 7,24; Sirolimus-
Versuchsgruppe: 7,18; Everolimus-Versuchsgruppe: 7,19), was als Ausschwemmung

saurer Molekularsubstanzen der GefdB3zellen gewertet werden kann. Mit zunehmender
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Reperfusionsdauer pendeln sich die pH-Werte der drei Versuchsgruppen erneut in
physiologische Bereiche ein und lagen in allen drei Gruppen wéhrend des
Reperfusionsendes innerhalb des Referenzbereichs (pH-Werte t-4: Kontrollgruppe 7,31;
Sirolimus-Versuchsgruppe 7,36; Everolimus-Versuchsgruppe 7,36).

4.4. ELISA-Daten

Eine kritisch zu betrachtende Variable in den ELISA-Datenmessungen sind die
interindividuellen Unterschiede im Ausgangsniveau der Blutproben hinsichtlich der
proinflammatorischen untersuchten Marker. Da das benutzte Versuchsblut nicht von
den jeweiligen GefdBBspendern stammt, waren entsprechende Interleukin-6-, TNF-a- und
VEGF-Blutkonzentrationen nicht der jeweiligen korperlichen Situation und dem
inflammatorischen Pathomechanismus des GefaB3spenders angepasst. Auch wurde somit
bei jedem neuen Versuchsdurchlauf mit frischem Blut ein neues Ausgangsniveau der
proinflammatorischen Substanzen geschaffen. Da das Modell des Bioreaktors zulésst,
dass bis zu drei GefidBle gleichzeitig reperfundiert werden konnen, wurden in solchen
Fillen alle drei Gefidfle mit dem selben Blut und moglicherweise falsch zu hohen/falsch
zu niedrigen Ausgangsblutkonzentrationen von Interleukin-6-, TNF-a- und VEGF
ausgesetzt, welche nicht den Blutkonzentrationen des jeweiligen Gefdlspenders

entsprochen hitten.

Ebenso stellt eine Lagerung des Reperfusionsblut von an die 48h bis zur Benutzung im
humanen Gefdllmodell eine Variable dar, welche nicht unterschitzt werden sollte:
Innerhalb des Lagerungszeitraumes kann es bereits zur systematischen Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen durch Leukozyten in die Blutprobe gekommen sein,
was sich entsprechend auf das Ausgangsniveau der Inflammationsmarker und
Vergleiche des Inflammationsniveaus zu Versuchsdurchlaufen mit kiirzerer

Lagerungszeit des Blutes auswirkt.
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4.4.1. Interleukin-6

Die Konzentrationsbestimmung von Interleukin-6 mittels ELISA liefert in der
Kontrollgruppe ohne medikamentdosen Blutzusatz einen signifikanten Anstieg von
Interleukin-6 zum Zeitpunkt t-4 (nach 120 min Reperfusion) im Vergleich zu den
Messungen an den Zeitpunkten t-0, t-1, t-2 sowie t-3 (0-60 min Reperfusionszeit) (vgl.
Abb. 17 und 20). Es konnte in einigen anderen Studien bereits belegt werden, dass
chemotaktische inflammatorische Signalmolekiile wie Interleukin-6 erst 6h nach dem
Reperfusionszeitpunkt durch neutrophile Granulozyten freigesetzt werden und damit

30.204 Dariiber hinaus wurde von

ihren Beitrag zum Reperfusionsschaden leisten konnen.
Lefer et al. gezeigt, dass die Akkumulation von neutrophilen Granulozyten im Bereich
des Ischdmie-Reperfusionschadens nach 3-4,5h nach Reperfusionsbeginn noch nicht
wirklich stattgefunden hat>® Im Einklang mit den erhobenen Daten konnte der
Zeitpunkt des Signifikanzunterschiedes in der Kontrollgruppe stehen: Eine mdgliche
lingere Reperfusion konnte noch weitere Aufschliisse dariiber geben, ob die IL-6
Konzentration noch weiter angestiegen wire und die Messungen am Zeitpunkt t-4 noch
bei weitem nicht der Peak der sich entwickelnden proinflammatorischen Interleukin-6-
Konzentrationen sind. Im Gegensatz zu dem signifikanten Anstieg von IL-6 im
unbehandelten Reperfusionsblut lassen sich keine signifikanten Verdnderungen im
reperfundierenden Blut der Sirolimus- bzw. Everolimus-Versuchsgruppe nachweisen
(vergleiche Abb. 18-20). Die IL-6-Konzentrationsspiegel im mit Sirolimus bzw.
Everolimus versetzten Blut lagen zu allen Zeitpunkten und allen Messungen jeweils im
physiologischen Referenzbereich unter 10pg/ml.2%>  Grundsitzlich stellt eine
Generierung verldsslicher Daten am unteren Rand der Nachweisgrenze jeher eine
Schwierigkeit dar. Eine Moglichkeit zur Abschitzung der Hohe und der
proinflammatorischen Wirkung des Interleukin-6-Spiegels wire in weiterfilhrenden
Versuchen eine Quotientenbildung mittels der Blutserumkonzentration des anti-

inflammatorischen Markers Interleukin-10.

Aus den erhobenen vorliegenden Daten kann geschlossen werden, dass Sirolimus und
Everolimus einen signifikanten Anstieg der IL-6-Konzentration im Vergleich zum
Ausgangsniveau verhindern kénnen und somit geeignet sind, die Expression von
Schliisselmolekiilen des Inflammationsprozesses im Hinblick auf arteriosklerotische

GefdBprozesse sowie den Ischdmie-Reperfusionsschaden einzuddmmen bzw. zu
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begrenzen.?’ Weitere Untersuchungen langerer Reperfusionszeitrdume hinsichtlich der
Verdnderungen in der IL-6-Blutserumkonzentration und der langfristigen Wirksamkeit

von Sirolimus bzw. Everolimus werden empfohlen.

4.4.2. TNF-a

Ahnlich wie beim Interleukin-6 (vgl. Kapitel 4.4.1.) konnte in verschiedenen
Vorversuchen bereits gezeigt werden, dass der TNF-a-Spiegel nach bis zu 24-28h kalter
Ischdmiezeit signifikant iiber das Niveau des physiologischen Blutspiegels ansteigt
sowie pathologische Wirkspiegel teilweise erst nach 6h Reperfusion erzielt
werden.!$22%4 Eine signifikante Verdnderung der TNF-a ldsst sich in den durchgefiihrten
Versuchen nur am Zeitpunkt t-4 (120 min Reperfusionszeit) der Versuchsgruppe
Sirolimus im Vergleich zu den Zeitpunkten t-0 — t-3 nachweisen. Zu dieser
signifikanten Verdnderung trug eine einzelne Blutkonzentrationsmessung des TNF-a-
Wertes von 38,97 pg/ml (Erstbestimmung) bzw. 39,94 pg/ml (Zweitbestimmung)
mafgeblich bei.

Moglicherweise wird im Hinblick auf oben zitierte Studien in dieser durchgefiihrten
Versuchskonzeption der Ischidmie- sowie der Reperfusionszeitraum zu kurz gehalten,
um erhohte pathologische TNF-a-Wirkspiegel zu generieren, auf die die
Versuchsgruppen Sirolimus und Everolimus gezielt wirken und diese supprimieren
konnen. Als Grenzwerte des TNF-a-Spiegels im Blut werden Werte <20pg/ml in der
laborchemischen Literatur angegeben.?> Die Blutkonzentrationen von TNF-a liegt nur
in drei gemessenen Féllen oberhalb der physiologischen Wertschwelle. Diese Werte
wurden einmalig in der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt t-1 29,26 pg/ml
(Erstbestimmung) bzw. deren Zweibestimmung 28,06 pg/ml sowie zweimalig in der
Sirolimus-Gruppe am Zeitpunkt t-4 23,66 pg/ml und 38,97 pg/ml (Erstbestimmung)
bzw. 24,20 pg/ml sowie 39,94 pg/ml (Zweibestimmung) gemessen. Der nicht-
signifikanter An- bzw. Abfall zwischen den einzelnen Messzeitpunkten in der ELISA-
Bestimmung der TNF-o-Konzentrationen im reperfundierenden Blut in der
Kontrollgruppe und der Everolimus-Gruppe kann somit moglicherweise auf die zu
kurze Ischdmiezeit des Versuchs hindeuten und somit eventuell das gesamte

Wirkpotential von Sirolimus bzw. Everolimus nicht korrekt widerspiegeln (vgl. Kapitel
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3.2.2. sowie Abb. 22-24). Ob der signifikante Anstieg der TNF-a-Konzentration im Blut
der Sirolimus-Gruppe als eine fehlende Wirksamkeit von Sirolimus auf die Inhibition
des TNF-a-Release verstanden werden darf, erscheint unter Anbetracht der moglichen
blutbedingten Storvariablen und Sirolimus-Vorversuche bzw. —Studien zweifelhaft (vgl.

Kapltel 44) 100,207-209

In der Everolimus-Versuchsgruppe lédsst sich im Vergleich der drei Versuchsgruppen
der Trend eines konstant niedrigen TNF-o-Blutspiegels erkennen. Deutliche signifikante
Anstiege, wie man sie bei proinflammatorischen Prozessen der Arteriosklerose oder
dem Ischdmie-Reperfusionsschadens erwarten wiirde, konnten somit nicht bestétigt und
durch die Everolimus-Blutzugabe verhindert werden. Weiterfiihrende Versuche dieser
Konzipierung mit ldngeren Ischdmie- bzw. Reperfusionszeitraumen und moglichen
Vergleichen zwischen Ischdmie- sowie Reperfusionszeitriumen im Hinblick auf das
Wirkpotential von Sirolimus bzw. Everolimus werden empfohlen, um genauere
Aussagen zum Wirkprofil und -potential von Sirolimus bzw. Everolimus auf den

Ischdmie-Reperfusionsschaden treffen zu konnen.

4.4.3. VEGF

Bei der Betrachtung der VEGF-Konzentrationen in den verschiedenen experimentellen
Versuchsgruppen fillt auf, dass in der Kontrollgruppe signifikante Unterschiede der
VEGF-Spiegel herrschen. In der Kontrollgruppe gibt es einen signifikanten Anstieg der
VEGF-Konzentration im Verlauf der Reperfusionszeit, beginnend nach 60 Minuten
(Anstieg von 56,209 pg/ml + 7,953 pg/ml auf 76,473 pg/ml £ 7,778 pg/ml). Im
Vergleich hierzu ldsst sich kein signifikanter Anstieg in der Sirolimus- sowie

Everolimus-Versuchsgruppe erkennen (vgl. Kapitel 3.2.3.).

In Anbetracht aktueller wissenschaftlicher Literatur weil man, dass VEGF als
proangiogenetischer Wachstumsfaktor Hypoxie-induziert durch den Transkriptions-
faktor HIF-a eine auBlerordentliche Rolle sowohl am myokardialen als auch anderen
organischen Inflammationsprozessen (z.B. der Lunge oder Niere) des IRI spielt.
Demzufolge steht eine Unterdriickung der VEGF-Ausschiittung im Fokus als Teil der
Therapie des IRI.21%213 Vor allem neutrophile Granulozyten, welche einen erheblichen

Anteil an der eigenen sowie der chemotaktischen Leukozytendiapedese haben, setzen
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durch TNF-a Stimulation (welches im Zuge des IRI ebenfalls vermehrt sezerniert wird)
massiv VEGF frei.!”” Ebenso wird VEGF durch glatte Muskelzellen der Tunica media
der GefiBe freigesetzt und fordert somit den IRI an der betroffenen Stelle durch

Stimulation der Hypoxie-induzierten Angiogenese.!”8

Die erhobenen Daten der Versuchsdurchfiihrung und die damit einhergehende
signifikante Steigerung der VEGF-Blutserumkonzentration in der Kontrollgruppe lassen
somit den Schluss zu, dass VEGF in der Kontrollgruppe im Zuge des Ischdmie-
Reperfusionsschadens erheblich freigesetzt wurde. Wie sich anhand der Sirolimus- als
auch der Everolimus-Datenlage ergibt, konnen beide Medikamente einen signifikanten

Anstieg der VEGF-Konzentration der vom IRI betroffenen Gefédfle verhindern.

Die gewonnenen Erkenntnisse passen in das Bild der aktuell publizierten
Forschungsliteratur iiber VEGF: Pallet et al. sowie andere Studien schlagen mTOR-
Inhibitoren als neue mdgliche Strategie fiir die Reduktion der Inflammation im Zuge
des IRI vor.>'?'* Auch konnten bereits sowohl Sirolimus-beschichtete Stents ihren
Nutzen bei der Revaskularisation von Koronarien nach Myokardinfarkt im Bezug auf
die VEGF-Sekretion und Restenosierungsrate, als auch Sirolimus als medikamentdse
Behandlung seinen Nutzen in der signifikanter Suppression des VEGF-Spiegels
beweisen.?!>2!7 Ebenso verhilt es sich in Betrachtung der Studienlage tiber Everolimus:
Meyer et al. sowie weitere Studien konnten postulieren, dass Everolimus sowohl
Schliisselfaktoren des IRI wie VEGF- als auch die IL-6-Konzentrationen signifikant

effektiv senken kann.206-218

Insgesamt ldsst sich in der Betrachtung des Wirkpotentials von Sirolimus als auch
Everolimus im Bezug auf den VEGF-vermittelten IRI eine deutliche Effektivitidt durch
die Konstanthaltung der VEGF-Spiegel wihrend der Reperfusion im Vergleich zum
signifikanten Anstieg in der Kontrollgruppe aufweisen. Die gewonnenen Sirolimus- und
Everolimus-Versuchsdaten bestitigen somit die Vermutung der mTOR-Inhibitoren als

Target fiir die Eingrenzung des Ischdmie-Reperfusionsschadens.
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4.5. Immunhistochemie

4.5.1.CD 11b

Wie in der wissenschaftlichen Literatur und in Kapitel 1 und 2 beschrieben, spielen
CDl11b-positive Zellen eine groBe Rolle im Prozess der Transmigration bzw.
Leukozytendiapedese sowie in der Stimulation und Aktivierung von Leukozyten im
pathogenetischen =~ Mechanismus der  Arteriosklerose sowie des Ischdmie-

Reperfusionsschadens.??-24-56.184

Bereits einige Vorversuche an Gefidlmodellen durch Beiras-Fernandez et al. sowie
Arbeiten iiber den Ischdmie-Reperfusionsschaden konnten zeigen, dass andere
Immunsuppressiva wie z.B. Tacrolimus oder Anti-Thymozyten-Globulin (ATG) den
Ischdmie-Reperfusionsschaden sowie die Anzahl CDI1l1b-positiver signifikant
reduzieren konnen.”>!82 Auch konnte bewiesen werden, dass monoklonale Antikorper
gegen den CD11b/CD18-Komplex den Ischimie-Reperfusionsschaden eindimmen.?!”
Demzufolge stellt die Anzahl bzw. Messung von CD11b-positiven Zellen einen guten
Marker und Endpunkt fiir die Qualitit bzw. Gute der Wirksamkeit der Versuchsgruppen

Sirolimus und Everolimus hinsichtlich des IRI dar.

Hinsichtlich der Lénge der Ischimie- bzw. Reperfusionszeit wurde in der Diskussion
der proinflammatorischen Mediatoren wie Interleukin-6 und TNF-a ein mdglicherweise
zu kurzer jeweiliger Zeitraum diskutiert. Mit Bezug auf die wissenschaftliche Literatur
iiber CD11b und der hier erhobenen Daten und Ergebnisse lédsst sich diese Diskussion
mit einer durchgefiihrten Ischdmiezeit von 4-5h nicht auf die hier vorliegende CD11b-
Datenlage ausweiten.??’ Wie in Kapitel 3.3.1. sowie Abb. 29-34 ersichtlich wird, wird
eine deutliche und signifikante Reduktion von CDI1l1b-positiven Zellen in den
Versuchsgruppen Sirolimus sowie Everolimus im Hinblick auf die Expression von
CDI11b-positiven Zellen in der Kontrollgruppe bereits nach zweistiindiger

Reperfusionszeit erreicht und nachgewiesen.

In der medizinischen Literatur wird vermutet, dass Everolimus in Bezug auf die
Zelltransmigration - an der CDI11b-positive Zellen nachweislich beteiligt sind - ein
hoheres Potential habe, die Leukozytendiapedese zu inhibieren als der mTOR-Inhibitor

123

Sirolimus.'*> In der Gesamtschau der durchgefiihrten Versuche und der gewonnenen

Daten gibt es in Anbetracht der Wirksamkeit bzw. Wirkpotenzunterschiede zwischen
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Sirolimus und Everolimus keine signifikanten Verdnderungen hinsichtlich der einer

Reduktion von CD11b-positiven Zellen.

Schlussfolgernd lésst sich feststellen, dass mTOR-Inhibitoren wie sowohl Sirolimus, als
auch Everolimus einen wertvollen Beitrag dazu leisten, den Ischédmie-
Reperfusionsschaden hinsichtlich der Transmigration und Aktivierung von Leukozyten
am Endothel einzugrenzen. Durch eine signifikante Suppression des essentiellen
Leukozytendiapedese-Adhdsionsmolekiils CDI11b im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe lassen sich die erhobenen Ergebnisse gut in den Kontext des aktuellen
wissenschaftlich publizierten Wissens iiber mTOR-Inhibitoren und des Ischimie-
Reperfusionsschadens am Herzens bzw. an Kardiomyozyten sowie an humanen

GefiBlen einspeisen,!01.221.222

4.5.2. CD31

Ebenso wie das Adhisionsmolekiil CD11b bzw. der Intregrinkomplex CD11b/CD18
nimmt das Adhésionsmolekiil CD31 eine herausragende und essentielle Schliisselrolle
im komplexen Vorgang der Leukozytentransmigration der Arteriosklerose sowie des
IRI ein (vgl. auch Abb.5).222538189.192° Aych wurde bereits in vorherigen Versuchen
bewiesen, dass monoklonale Antikorper gegen CD31 die Leukozytentransmigration
bzw. —diapedese erheblich reduzieren kdnnen, da sowohl eine Anndhrung sowie das s.g.
Rolling als auch eine Zell-Zell-Bindungsverstirkung iiber auf der Membran der

Leukozyten exprimierter Integrine mit dem GefdBendothel CD31 benétigen. 8190

Auch ist CD31 é&hnlich wie CDI11b ein klassischer Quantifizierungsmarker des
Ischdmie-Reperfusionsschadens. So wurde in wissenschaftlichen Arbeiten neben
CDI11b auch CD31 (PECAM) zur Detektion bzw. Potenzmessung und Gite einzelner
Medikamente in Bezug auf den IRI herangezogen. Hierbei konnte zuweilen von Beiras-
Fernandez et al. gezeigt werden, dass immunsuppressive Medikamente wie ATG die
Anzahl CD31-positiver Zellen bzw. GefiBle im Vergleich zu einer unbehandelten
Kontrollgruppe signifikant senken kann.'®? Auch wurde CD31bereits in einem nicht-
humanen GefdBmodell zur Quantifizierung des IRI von Beiras-Fernandez et al.

herangezogen.!'*
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Obwohl Ferrero et al. belegten, dass CD31 eng mit der Wirkung und Konzentration von
TNF-a im Blut zusammenhingt, spielen die in den Versuchen eher niedrig gemessenen
TNF-a-Blutserumspiegel keine groBere Rolle im Hinblick auf eine signifikante
Reduktionen der CD31 Expression.!®® Somit ldsst sich die bereits im vorherigen Kapitel
diskutierte Thematik des Ischimie- sowie des Reperfusionszeitraums ebenso wenig auf
die Datenlage einer mdglichen noch nicht vollstdndigen CD31-Expression {ibertragen.
Hinsichtlich anderer durchgefiihrter Versuche konnten Studien bereits verdeutlichen,
dass sowohl durch Sirolimus-beschichtete Stents als auch durch Everolimus-
beschichteten Stents die Anzahl CD31-positiver Zellen im reperfundiertem Areal

gesenkt werden kann,?23-224

Ebenso wie in den Untersuchungen zu CD11b-positiven Zellen, konnte Sirolimus als
auch Everolimus in den Versuchen am humanen GefdBmodell eine signifikante
Reduktion der am Ischdmie-Reperfusionsschaden beteiligten CD31-positiven
Zellen/Gefdlen im Vergleich zur CD31 Expression in der nicht-behandelten
Kontrollgruppe herbeifiihren (vgl. Kapitel 3.3.2. sowie Abb. 35-41). Auch lasst sich hier
die von Jin et al. aufgestellte Hypothese, dass Everolimus ein hoheres Potential in der
Inhibierung der endothelialen Zellmigration von Leukozyten besitzt nicht bestétigen.
Absolut liegt die gemessenen Anzahlen CD31-positiver Gefiae in der Versuchsgruppe
Sirolimus zwar tliber der der Versuchsgruppe Everolimus, allerdings ohne signifikanten

Unterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen.

Zusammenfassend lassen sich sowohl Sirolimus als auch Everolimus als hochpotente
Medikamente zur Reduktion der CD3I1-Expression im humanen Gefdlmodell
bezeichnen. Bereits nach der bisweilen kritisch zu diskutierenden Reperfusionszeit von
2h lassen sich signifikante Ergebnisse und Suppressionen vorweisen. Demzufolge tragt
Sirolimus wie auch Everolimus dazu bei, dass die wihrend des IRI sowie in der
Pathogenese der Arteriosklerose hochexprimierten CD31-Adhéisionsmolekiile
signifikant gesenkt werden und somit den durch Leukozytentransmigration ausgelosten
Ischdmie-Reperfusionsschaden im Vergleich zu unbehandelten Gefdlen zu verringern.
Die erhobenen Daten der Versuche und die abgeleiteten Hypothesen gehen somit Hand
in Hand mit dem aktuellen status quo der wissenschaftlichen Literatur beziiglich der
Wirksamkeit von Sirolimus sowie Everolimus auf den Ischimie-Reperfusionsschaden

an humanen GefiBzellen sowie Kardiomyozten.!01-221.222
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4.6. Schlussfolgerung

Insgesamt lassen sich im Bezug auf die Messgroflen und Variablen des Bioreaktors und
des humanen Gefillmodells fiir weiterfithrende Versuche Verbesserungsvorschldge und
Anregungen anbringen: Um der Problematik der Okklusion durch die Rollerpumpe Herr
zu werden, wire der Einbau einer Zentrifugalpumpe als Antriebssystem mdglich.
Ebenso wire es denkbar, den Blutdruck maschinell zu messen und zu erfassen, um das
Bioreaktorsystem noch feiner den physiologischen humanen Gegebenheiten entweder in
arteriellen oder vendsen Gefaflen anzupassen zu konnen.

Fiir qualitative Aussagen iiber den Ischdmie-Reperfusionsschaden wiirde neben den in
diesem Versuch detektierten Markern eine Quantifizierung der reaktiven
Sauerstoffspezies Sinn ergeben, wie es in einigen Vorversuchen {ber die
Leukozytentransmigration unter anderem von Werner et al. durchgefiihrt worden ist.??
Auch wiirde eine Konzentrationsbestimmung vom anti-inflammatorischen Interleukin-
10, welches seinen Effekt unter anderem iiber Hemmung des NF-kB-Signalweges und
der Suppression der TNF-a-Synthese ausiibt, im Bezug auf die Fragestellung wertvoll
sein 226228
Die aus den hier vorliegenden Daten geschlossenen Erkenntnisse belegen, dass der
sowohl in der Pathogenese des Inflammationsprozesses der Arteriosklerose und des
Ischdmie-Reperfusionsschadens am Herzen und anderer Organe hochexprimierten
Mediator Interleukin-6 durch eine Blutzugabe von Sirolimus und Everolimus im
Vergleich zum Ausgangsniveau relativ konstant gehalten bzw. sogar gesenkt werden
kann. In Betrachtung der Inflammations- und IRI-Marker TNF-a sowie VEGF schafft
Everolimus auch hier, das Konzentrationsniveau zu stabilisieren, wohingegen Sirolimus
dies nur bei VEGF nachweisen kann.

Beim Vergleich der Wirkspektren und der Effektivitéit lassen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden mTOR-Inhibitoren Sirolimus und Everolimus
erheben.

Zusammenfassend ldsst sich in der Gesamtschau der durchgefiihrten Versuche und
gewonnenen Datenmenge schlussfolgern, dass die Medikamente Sirolimus- bzw.
Everolimus ihren groften Nutzen im Hinblick auf den generierten Ischidmie-
Reperfusionsschaden nach zum Beispiel Herztransplantationen oder Myokardinfarkten
im humanen Gefdmodell vor allem auf die signifikante Suppression von Integrinen

und  Adhésionsmolekilen wie CDI11lb und CD31 im  Prozess der
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Leukozytentransmigration haben und somit im FEinklang der bisherigen

wissenschaftlichen Kontextes und Literatur iber Sirolimus sowie Everolimus stehen.
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7. Zusammenfassung in deutscher Sprache

Systemerkrankungen der arteriellen Gefdfe stellen eine héufige Todesursache in
Deutschland und der westlichen Welt dar. Hierbei sind vor allem die auf Grundlage von
Arteriosklerose entstehende Koronare Herzerkrankung sowie der Myokardinfarkt zu
nennen. Ursache des Myokardinfarktes ist eine Minderperfusion und damit bedingte
Ischdmie des Myokardgewebes. Ziel einer jeden Minderperfusion ist die therapeutisch
schnellstmdgliche Reperfusion. Ischdmie- und Hypoxie-bedingt entstehen hierbei durch
inflammatorische Prozesse, Ansammlung toxischer Metabolite, verdnderter Protein-
Expressionsmuster sowie durch das reperfundierende Blut der sogenannte Ischidmie-
Reperfusionsschaden. Dieser komplexe Effekt ldsst sich iiber dem hinaus auch bei

Organtransplantationen beobachten.

Die vorliegende Arbeit beschreibt den Versuch den Ischdmie-Reperfusionsschaden
durch den Einfluss von mTOR-Inhibition im humanen GefiBmodel zu quantifizieren.
Hierbei wurden die mTOR-Inhibitoren Sirolimus und Everolimus verwendet. Beide
Immunsuppressiva finden aktuell unter anderem klinische Anwendung nach
Organtransplantationen. Bereits in einigen Studien konnten positive Effekte von
Sirolimus als auch Everolimus auf den Ischdmie-Reperfusionsschaden nachgewiesen
werden. Dieser Versuch sollte nun weitere zielfilhrende Erkenntnisse hinsichtlich
mTOR-Inhibition und proinflammatorischer Prozesse sowie der Expression von Zell-
Adhésionsmolekiilen im humanen GefdaBmodell liefern. Ebenso sollte die Qualitidt des

Bioreaktors als addquates Humangefa3-Perfusionsmodell evaluiert werden.

Als Versuchsgrundlage wurde hierbei eine Ischimiezeit der Gefdlle von vier bis fiinf
Stunden festgelegt. Die verwendeten Gefille wurden in der Folge nach standardisierten
Kriterien (Prdoxygenierung, Heparinisierung, 37° Grad Celsius Temperatur, Blutgruppe
AB Rhesusfaktor negativ, Himatokritwert 30%) zwei Stunden lang mittels Vollblut im
Bioreaktormodel reperfundiert. Unterschieden wurde hierbei eine Gefélkontrollgruppe
(n=7), von einer Sirolimus-Gruppe (n=6, standardisierte Blutkonzentration 10ng/ml)
und einer Everolimus-Gruppe (n=7, standardisierte Blutkonzentration 5 ng/ml). Nach
standardisierten Zeitpunkten der Reperfusion (0 Minuten, 15 Minuten, 30 Minuten, 60
Minuten und 120 Minuten) wurden jeweils Blutproben dem simulierten Kreislauf

entnommen. Mittels Blutgasanalyse wurde iiber die Bestimmung des
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Sauerstoffpartialdrucks, des Kohlendioxidpartialdrucks sowie des pH-Wertes eine
qualitative Evaluierung des Bioreaktors als humanes Gefdmodel vorgenommen. Des
Weiteren dienten die Blutproben zur Erfassung der proinflammatorischer Marker
Interleukin-6, TNF-a, sowie VEGF wéihrend der unterschiedlichen Zeitpunkte der
Blutentnahme. Nach Beendigung der Reperfusion wurden GefdaBproben mittels
immunhistochemischen Verfahren auf die Expression der Zell-Adhésionsmolekiile

CD31 sowie CD11b hin untersucht.

Aufgrund durchgefiihrter Versuche konnte gezeigt werden, dass in der Kontrollgruppe
die Interleukin-6- sowie VEGF-Spiegel signifikant im Zuge der Reperfusion anstiegen.
Sirolimus als auch Everolimus konnten demgegeniiber einen signifikanten Anstieg
dieser proinflammatorischen Signalmolekiile verhindern. Im Vergleich des
proinflammatorischen TNF-o konnte allerdings ein signifikanter Einfluss der mTOR-
Inhibitoren nicht bestdtigt werden. Hinsichtlich des Expressionsmusters konnte
Sirolimus als auch Everolimus eine signifikante Reduktion von sowohl CD31-positiven

als auch CD11b-positiven Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe aufzeigen.

In der Zusammenschau ldsst sich aus den erhobenen Daten schlussfolgern, dass der
Bioreaktor als humanes GefaBmodell ein suffizientes Perfusionssystem darstellt.
Sirolimus als auch Everolimus konnen {iber ihren Wirkungsmechanismus der mTOR-
Inhibition einen Anstieg proinflammatorischen Molekiile zum Teil verhindern. Den
grofiten Einfluss auf den Ischdmie-Reperfusionsschaden nehmen Sirolimus als auch
Everolimus hierbei mittels der Suppression von Zell-Adhédsionsmolekiilen CD31 und

CD11b.
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8. Zusammenfassung in englischer Sprache

Arteriosclerosis is a major reason for coronary heart disease and myocardial infarction.
These diseases are frequent causes of death in Germany and the Western world.
Myocardial infarction is based on hypoperfusion and the ischemia of myocardial tissue.
The main treatment of hypoperfusion is the quick reperfusion of ischemic tissue. The
Ischemia Reperfusion Injury describes an acute inflammation process which is caused
by an Ischemia and Hypoxia period in tissue followed by the accumulation of toxic
metabolites and eventually by an inflammatory increase due to the reperfusion through
oxygenated blood. The Ischemia Reperfusion Injury plays an important role in the
rehabilitation of tissue after cardiac infarcts as well as in the function of transplanted

organs.

The aim of the present study was to investigate and compare the potential and influence
of the mTOR inhibitors Sirolimus and Everolimus upon Ischemia Reperfusion Injury
and the inflammatory process in a human bioreactor model. Sirolimus as well as
Everolimus are already used for immune suppression after organ transplantations.
Positive effects against Ischemia Reperfusion Injury have been shown by the inhibition
of the mTOR complex in previous studies. This study wanted to improve the level of
scientific knowledge of mTOR inhibition due to the inflammatory processes and
expression of adhesion molecules. Furthermore, the quality of the bioreactor as a

sufficient perfusion model was investigated.

The cold ischemia time was set between a minimum of 4 hours and a maximum of 5
hours. All vessels were reperfused for two hours with standardized heparinzined pre-
oxygenated 37°C warm blood of the group AB rhesus factor negative with adjusted
haematocrit to a value of 30%. Without any addition of drugs to the reperfusion blood,
seven vessels were reperfused (control group, n=7). Six vessels were reperfused by
blood which contained Sirolimus with a blood concentration of 10 ng/ml (Sirolimus
group, n=6). Moreover, seven vessels were reperfused with an Everolimus blood
concentration of 5 ng/ml (Everolimus group, n=7). The reperfusion time was
standardized to 2 hours. 0 minutes, 15 minutes, 30 minutes, 60 minutes and 120 minutes

after the start of the reperfusion, blood samples were taken. These samples were used to
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quantify the development of the oxygen saturation, the pH-value and the carbon dioxide
partial pressure during the reperfusion by a blood gas analyzer in order to evaluate the
quality of the bioreactor model. In addition, at the same points of time, blood samples
were taken to quantify the value of the inflammatory markers Interleukin-6, TNF-a and
VEGF. After the reperfusion, biopsies of the vessels were taken to
immunohistologically investigate the inflammatory process of the Ischemia Reperfusion
Injury through quantification of the adhesion molecules CD31 and CD11b.

Our investigation of Interleukin-6 and VEGF demonstrated a significant increase of the
Interleukin-6- and VEGF-blood level in the control group during the reperfusion time.
In comparison, the experimental groups with addition of Sirolimus respectively
Everolimus to the reperfusion-blood showed no significant increase of the Interleukin-
6- and VEGF-blood level during the reperfusion. The comparison regarding to the TNF-
a blood level in the control group and experimental groups showed no significant
differences. Furthermore Sirolimus and Everolimus demonstrated a significant decrease
of the adhesion molecules CD31 and CDI11b after reperfusion. The rates of CD31

positive cells as well as CD11b positive cells were significantly higher in the control

group.

As a result, our data indicate that the bioreactor model is a sufficient system to
investigate the reperfusion of human vessels. Sirolimus as well as Everolimus
demonstrate that mTOR inhibition can help to reduce the Ischemia Reperfusion Injury.
The major influence of Sirolimus and Everolimus regarding to the Ischemia
Reperfusion Injury are the down regulation of the expression of the adhesion molecules

CD31 and CD11b.
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