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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Entziindung in der Arteriosklerose und im akuten Myokardinfarkt

Seit mehr als 60 Jahren ist bekannt, da3 die Ischimie im akuten Myokardinfarkt
zu einer Entziindungsreaktion fiihrt (Mallory et al 1939). Unter Entziindung
versteht man aus physiologischer Sicht eine komplexe Reaktion des Gefdl3- und
Bindegewebes auf eine Schadigung, um unter Einbindung des Immunsystems die
schidigenden Einfliisse zu neutralisieren. Dieser auch als Akute-Phase-Reaktion
bezeichneter Vorgang dient nicht nur zur lokalen Schadensbegrenzung, sondern
auch dazu, mittels einer generalisierten Reaktion den Organismus auf eine
Schéadigung vorzubereiten und die Reparation einzuleiten (Thomas 1992). Beim
Myokardinfarkt kommt es durch einen thrombotischen GefdaBBverschlu3 zu einer
Ischdmie und dadurch zu einer Nekrose der Herzmuskulatur (Riede et Schaefer
1995). Die =zugrundeliegende Erkrankung ist dabei im allgemeinen eine
Arteriosklerose der Koronararterien. Neueste Untersuchungen zeigen, dal3 bereits
die Arteriosklerose der Koronararterien sowohl zu einer lokalen als auch
systemischen Entziindung filhrt (Ross et al 1999). Die systemische
Entziindungsreaktion ist im Blut durch eine Leukozytose, eine erhohte
Blutkdrperchensenkungs-Reaktion und durch erhohte Werte des C-reaktiven
Proteins gekennzeichnet. Das CRP ist ein Akute-Phase-Protein und wird bei einer
systemischen Entziindung in der Leber synthetisiert. Ungefdhr 24 Stunden nach
dem Auftreten klinischer Symptome konnen erhdhte Konzentrationen gemessen
werden, deren Hohe dem Entziindungsausmal entspricht (Thomas 1992).

Es hat sich herausgestellt, da} das AusmalBl der Immunantwort ein ungiinstiger
prognostischer Marker fiir die ischdmiebedingte Herzkrankheit ist (Friedman et al
1974, Yarnell et al 1991, Liuzzo et al 1994): Der Plasmaspiegel des CRP
korreliert bei Patienten mit instabiler Angina pectoris mit dem Risiko fiir das

wiederholte Auftreten ischdmischer Ereignisse (Liuzzo et al 1994) und dem
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Risiko fiir einen Myokardinfarkt (Thompson et al 1995). Bei gesunden Personen
gehen CRP-Plasmawerte im oberen Normbereich mit einem hdheren Risiko fiir
einen Myokardinfarkt und einen Schlaganfall einher (Ridker et al 1997).

Ferner ist bei Postinfarktpatienten die Anzahl an zirkulierenden Leukozyten von
prognostischer Bedeutung. So korreliert das Reinfarkt-Risiko mit der
Leukozytenzahl (Lowe et al 1985) und die Mortalitét in den ersten zwei Monaten
nach Infarkt ist vierfach erhoht, wenn die Leukozytenzahl 15000/ul iibersteigt
(Cole et al 1954).

Alle diese Daten belegen, daBl Entziindungsvorginge eine entscheidende
Bedeutung bei der Pathogenese der koronaren Herzerkrankung und des
Myokardinfarktes haben. Es ist daher von grofem therapeutischem und
prognostischem Nutzen, die zugrundeliegenden Mechanismen, die zur
Freisetzung von Entziindungsmediatoren fithren, zu kléren.

Alle Entwicklungsstadien der arteriosklerotischen Plaques sind durch eine
Ansammlung von immunkompetenten Zellen, d.h. Monozyten und Lymphozyten
gekennzeichnet (Ross et al 1986, Munro et al 1988, Ross et al 1993, Libby et al
1991). Immunchemisch konnte gezeigt werden, dal} es bereits vor der Bildung der
Lipidplaques zu einer Ansammlung von Blutmonozyten in der GefdBwandintima
kommt (Gerrity 1981). Diese vermehrte Adhdrenz von Monozyten an das
Endothel wird unter anderem durch erhohte LDL-Plasmaspiegel induziert, da
oxidiertes LDL gemdB der “response-to-injury”’-Hypothese zu einer
proinflammatorischen Veridnderung des GefdaBendothels fiithrt (Ross et al 1986,
Ross et al 1993). Oxidiertes LDL wirkt chemotaktisch auf Monozyten und
unterstiitzt die Expression von Adhédsionsmolekiilen auf Endothelzellen (Khan et
al 1994). Es kommt zur Adhdsion und subendothelialen Migration von
Monozyten, die durch die Aufnahme von oxLDL zu Schaumzellen werden
(Gerrity et al 1981, Ross et al 1993). In der Plaque kommt es zur Sekretion
verschiedener Wachstumsfaktoren wie PDGF und TGFf und Zytokine wie IL-1,
IL-6 und IL-8 sowie die Expression von Adhédsionsmolekiilen im Sinne einer
entzlindlichen Verdnderung des Gewebes (Ross et al 1999). Anhand von

immunzytochemischen Untersuchungen von rupturierten Plaques, die zum akuten
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Myokardinfarkt fiihrten, konnte ein Zellinfiltrat wie bei einer akuten

Entziindungsreaktion nachgewiesen werden (Van der Wal et al 1994).

Die Entziindungsvorginge, die wihrend eines akuten Myokardinfarkts ablaufen,
sind zu Beginn durch einwandernde Leukozyten charakterisiert. Die Leukozyten
reprasentieren den ersten Schritt eines Heilungsprozesses, in dem nekrotisches
Myokard durch fibrotisches Narbengewebe ersetzt wird. Durch die Demarkation
des Nekrosegebietes und die Initiation des Heilungsprozesses kommt den
Leukozyten eine wichtige Rolle bei der Reparation zu (Mallory et al 1939).
Allerdings fiihrt eine Inhibierung der Migration und Aktivierung von Leukozyten
zu einer Verminderung der Infarktgrole (Mullane et al 1983, Romson et al 1983,
Bohle et al 1991). Die akute postischdmische Entziindungsreaktion trigt durch die
Freisetzung von zytotoxischen Mediatoren zu einer weiteren Schiadigung des
Myokards bei (Entman et al 1991). Vor allem nach Reperfusion wirken die
Komplementaktivierung durch Zellbestandteile und die Produktion von
Leukotrienen und Sauerstoffradikalen durch aktivierte Leukozyten chemotaktisch
und locken weitere Leukozyten in das Infarktgebiet (Engler et al 1986). Bei dieser
sog. “reperfusion injury” kommt es zu einer Interaktion zwischen Endothelzellen
und Leukozyten und dadurch zu einer vasomotorischen Dysfunktion des
Endothels, die zu einer vollstindigen Gefdaobstruktion fithren kann (Kloner et al
1993, Entman et al 1994). Eine weitere Folge des “reperfusion injury” ist das
sogenannte ‘“Myocardial stunning”, das von Braunwald et al (1982) als eine
postischdmische ventrikuldre Dysfunktion beschrieben wurde. Dabei kommt es
trotz Reperfusion zu einem voriibergehenden Verlust an Kontraktilitdt nicht
irreversibel geschiadigter Myozyten (Hearse et al 1992, Kloner et al 1993).
Monozyten sind bedeutende Effektorzellen bei akuten Entziindungsvorgingen
(Johnston et al 1988). Im Gegensatz zu Neutrophilen, die nach einigen Stunden
funktionsuntiichtig werden, wandern Monozyten iliber mindestens weitere 24
Stunden in das Gewebe und werden dann zu langlebigen Gewebsmakrophagen
(Issekutz et al 1981). Das bedeutet, dal Monozyten nicht nur wihrend der

Migration mit der GefaBwand Kontakt aufnehmen, sondern auch wihrend ihrer
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Prasenz im subendothelialen Gewebe. Monozyten haben zum einen
prokoagulatorische Aktivitdt (Harlan et al 1987), vor allem aber setzen sie im
stimulierten Zustand proinflammatorische Zytokine wie TNFa und IL-1 frei

(Dinarello et al 1992).

1.2 Zytokine in der Arteriosklerose und im akuten Myokardinfarkt

Zytokine sind Glykoproteine von 8-80 kDa Grof3e, die eine regulierende Wirkung
in der Kontrolle des Wachstums und der Differenzierung von Zellen haben. Als
Botenstoffe sind sie insbesonders bei der Blutbildung und bei der Aktivierung und
Steuerung des Abwehrsystems von Bedeutung. Sie werden entweder sezerniert
oder an der Zelloberfliche exprimiert und binden an fiir sie spezifische
Rezeptoren auf den Zielzellen. Die Zielzelle kann dabei entweder die
sezernierende Zelle selbst (autokrine Wirkung der Zytokine) oder aber eine
benachbarte oder sogar weiter entfernte Zelle sein (parakrine bzw. endokrine
Wirkung) (Dinarello et al 1987). Die Wirkung der Zytokine auf ihre Zielzellen ist
in erster Linie von der Umgebung bestimmt, in welcher sie wirken; so konnen
verschieden Zytokine auf dieselbe Zelle einen inhibitorischen, synergistischen
oder additiven Effekt haben (Pober et al 1990). Letztlich resultiert aus der
Vielzahl von Informationen und Einfliissen eine sehr pridzise Antwort des
Organismus auf einen Reiz.

In der Arteriosklerose und im akuten Myokardinfarkt spielen Zytokine eine
wichtige Rolle bei der Regulation der postischdmischen Entziindung. Sowohl die
Zellen der GefiBwand, d.h. Endothelzellen und glatte Muskelzellen als auch
Leukozyten sind in der Lage, verschiedene Mediatoren der Entziindungsantwort

zu synthetisieren und damit die zelluldren Reaktionen zu regulieren.

Interleukin-6  ist ein  multifunktionelles  Zytokin mit pro- und
antiinflammatorischen Eigenschaften. Seine Hauptfunktionen sind die Induktion
der Reifung und Differenzierung von Lymphozyten (Kishimoto et al 1989), die

wachstumsforderende Wirkung auf hamatopoetische Stammzellen (Ikebuchi et al
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1987, Ishibashi et al 1989) und Plasmozytom- und Hybridomazellen (van Damme
et al 1987) sowie die Induktion der Synthese von Akut Phase-Proteinen in der
Leber (Kishimoto 1989, Le et al 1989). Die Akut Phase-Reaktion ist
charakterisiert durch eine Leukozytose, Fieber, eine erhohte GefaBpermeabilitit,
eine erhohte Steroidkonzentration im Plasma und durch erhebliche
Konzentrationsdanderungen verschiedener Plasmaproteine mit dem CRP als
Hauptvertreter der Akut-Phase-Proteine. Damit soll die durch eine Noxe aus dem
Gleichgewicht gebrachte Homeostase wiederhergestellt werden (Heinrich et al
1990). Mit der hepatischen Induktion von CRP, Fibrinogen und anderen Akut-
Phase-Proteinen kommt IL-6 eine zentrale Bedeutung bei der Regulation von
Entziindungsvorgiangen zu (Akira et al 1990).

Im akuten Myokardinfarkt kommt es zu einem systemischen Anstieg von IL-6 im
Plasma (Ikeda et al 1992, Sturk et al 1992, Miyao et al 1993). Seino et al (1995)
konnte zudem nachweisen, dall Infarktpatienten, die nach Reperfusion ein sog.
“Myocardial stunning” entwickelten, hohere Plasmawerte an IL-6 aufwiesen als
Patienten ohne passagere ventrikuldre Dysfunktion.

Auch in der instabilen Angina pectoris sind die Plasmawerte fiir IL-6 erhéht und
korrelieren mit dem CRP (Biasucci et al 1996, Berk et al 1990), so dal man dem
IL-6 eine prognostische Bedeutung fiir den Verlauf der instabilen Angina und des
akuten Infarkts zusprechen kann.

Neumann et al (1995) konnte an Infarktpatienten, bei denen durch PTCA eine
Reperfusion erzielt wurde, zeigen, dal es im Myokard selbst zu einer Freisetzung
von IL-6 und IL-8 kommt. Die lokale IL-6 Freisetzung fordert die Ausschiittung
freier Radikale in Neutrophilen (Kharazmi et al 1989), stimuliert die ICAM-1
Expression auf kardialen Myozyten (Kukielka et al 1995), erhoht die
Gefilpermeabilitit (Maruo et al 1992) und induziert eine prokoagulatorische
Aktivitdt in Monozyten (Neumann et al 1997). Ob jedoch Entziindungszellen oder
Gewebszellen des Myokards fiir die IL-6 Freisetzung verantwortlich sind, ist noch
ungekldrt. Prinzipiell sind vor allem Monozyten/Makrophagen, Endothelzellen
und Fibroblasten in der Lage, IL-6 freizusetzen (Tamm 1989). In der

arteriosklerotischen Plaque konnte im Vergleich zur normalen GefaBBwand eine
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vermehrte Expression der mRNA fiir [L-6 (Ikeda et al 1992, Szekanecz 1994, Rus
et al 1996) und IL-8 (Rus et al 1996) nachgewiesen werden. Beide Zytokine
stimulieren das Wachstum glatter Muskelzellen (Rus et al 1996) und fordern
somit das Fortschreiten des arteriosklerotischen Prozesses.

Interleukin-1 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das vor allem auto- und
parakrin wirksam ist und die Expression anderer Zytokine induziert. Dabei
enfaltet IL-1 seine Wirkung auf die Zielzelle {iiber spezifische
Oberflichenrezeptoren und verdndert die Zellantwort durch Induktion oder
Suppression verschiedener Gene (Dinarello 1992). Unterschiedliche Reize wie
bakterielle Endotoxine, Immunkomplexe und Komplementfaktoren stimulieren
die IL-1 Freisetzung, wobei in erster Linie Monozyten und Gewebsmakrophagen
fiir die Produktion verantwortlich sind (Durum et al 1985). Die Hauptwirkungen
von IL-1 sind die Stimulation von T-Helferzellen und B-Lymphozyten, eine
Steigerung des Arachidonsdure-Metabolismus in den am Entziindungsvorgang
beteiligten Zellen ebenso wie eine fiebererzeugende Wirkung im Hypothalamus
(Durum et al 1985, Dinarello et al 1992). Im Endothel induziert IL-1 eine
prokoagulatorische Aktivitit (Bevilacqua et al 1985), die Expression von
Adhésionsmolekiilen wie ELAM, ICAM und VCAM, die Synthese von
chemotaktischen Faktoren (Harlan et al 1987, Pober et al 1990, Sica et al 1990)
und in Endothelzellen und Monozyten die Freisetzung von IL-6 (Sironi et al 1989,
Tosato et al 1990). IL-6 hingegen hat keinen derartigen Effekt auf die
Endothelzellen (Sironi et al 1989).

TNFo ist ein weiteres Zytokin, welches ebenfalls vor allem von
Monozyten/Makrophagen sezerniert wird und in seiner proinflammatorischen
Wirkung dem IL-1 sehr dhnlich ist (Le et al 1987). TNFa kann in Endothelzellen
die IL-1 Produktion induzieren (Libby et al 1986). Unter Einwirkung von IL-1
und TNFa kommt es zu einer verstirkten Adhédsion von Neutrophilen und
Monozyten an das Endothel durch die Induktion der Expression von
Adhésionsmolekiilen (Bevilacqua et al 1985, Pober et al 1986). Beide Zytokine
stimulieren die endotheliale Produktion von Leukozyten-aktivierenden Faktoren

wie MCP-1 und IL-8 (Sica et al 1990).



Einleitung 7

IFNy ist ein immunmodulatorisches Zytokin. Aktivierte Makrophagen
prasentieren iiber MHC II-Molekiile den T-Lymphozyten Antigene. Die T-
Lymphozyten werden aktiviert und sezernieren IFNy in groBen Mengen (Ross et
al 1993, Szekanecz et al 1994, Ross et al 1999). IFNy wirkt unter anderem als
Makrophagen-aktivierender Faktor (Pober et al 1990) und hat verschiedene
Einfliisse auf Endothelzellen wie die Induktion von ICAM-1 und die Expression
von MHC Klasse II Antigenen (Dustin et al 1986, Pober et al 1986). Im
Gegensatz zu IL-1 und TNFa ist IFNy nicht in der Lage, die Synthese von IL-6
(Leeuwenberg et al 1990), IL-1 (Pober et al 1990) oder IL-8 (Lukacs et al 1995)
zu induzieren. Die Morphologie der Endothelzellen verdndert sich unter
Einwirkung von IFNy, es kommt zu einer Reorganisation des Zytoskeletts und
damit zu einer verdnderten Zellform. In arteriosklerotischen Plaques kann IFNy
als ein Produkt aktivierter T-Lymphozyten nachgewiesen werden (Libby et al
1991). IFNy ist sowohl ein Helfer der Lymphozyten vermittelten Entziindung als

auch akuter Entziindungsvorginge.

Endothelzellen Glatte Monozyten/ T-Lymphozyten
Muskelzellen Makrophagen

IL-1 + + + -
TNFa - + + +
IL-2 - - _ n
IL-6 + + +

IL-8 + + -
MCP-1 + + +

IFNy - - - +

Tab.1: Zytokinexpression in verschiedenen Zellen
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1.3  Die Interaktion von Leukozyten und Endothelzellen

Um in ein Gewebe zu gelangen, miissen Leukozyten das Endothel passieren. Im
Entziindungsgebiet kommt es zu vermehrtem Kontakt von Leukozyten mit dem
Endothel. Sowohl Endothelzellen als auch Leukozyten exprimieren an ihrer
Oberfliche Rezeptoren, um miteinander zu interagieren (Harlan 1985). Das
Endothel fungiert dabei als Barriere, da es zum einen konstitutiv, zum anderen
durch den Einflu8 von Entziindungsmediatoren verschiedene Adhésionsmolekiile
exprimiert und dadurch dariiber entscheidet, welche Subpopulation von
Leukozyten wann und zu welchem Zeitpunkt aus dem Blutstrom in das Gewebe
einwandert (Osborn 1990).

Selektin-Molekiile auf Endothelzellen sind verantwortlich fiir die erste Adhésion
von im Blut zirkulierenden Leukozyten mit der GefiBwand. In einem zweiten
Schritt werden Leukozyten durch verschiedene Chemokine, die zum Teil von
Endothelzellen freigesetzt werden, aktiviert. Durch die unterschiedliche
Verteilung von Chemokinrezeptoren auf Monozyten und Neutrophilen kann je
nach exprimiertem Chemokin eine andere Zellverteilung im Gewebe erreicht
werden. Eine stabile Bindung zwischen Endothel und Leukozyten erfolgt durch
die aktivierungsabhingige Expression von Integrinen auf Leukozyten (Butcher
1991). Jedes Integrin besteht aus einer nicht-kovalent verbundenen a- und -
Untereinheit, von denen es mehrere Untergruppen gibt (Hynes 1992). Die
Aktivierung durch Chemokine ist notwendig, um die Affinitdt von Integrinen fiir
ihre Liganden auf Endothelzellen, den Ig Superfamilie-Mitgliedern, zu erhéhen
und eine stabile Adhédsion zu erreichen (Springer 1995). Ein Charakteristikum fiir
Integrine ist, daB sie nicht nur Vermittler der Adhésion sind, sondern aktiv
Signale in die Zelle transduzieren und auf bestimmte Signale mit einer
Konformationsédnderung ihres Rezeptors antworten, um stabile Bindungen
eingehen zu konnen. Vor allen Dingen die zytoplasmatische Doméne der -
Untereinheit, die mit dem Zytoskelett der Zelle verbunden ist, fungiert als

Regulationsinstrument, mit dem nach Art des inside-out signaling eine hohere
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Affinitdt des Rezeptors erreicht werden kann (Hynes 1992). Auf der anderen Seite
kommt den Integrinen eine wichtige Funktion bei der Signaltransduktion zu
(outside-in signaling). Die fiir die Rekrutierung von Neutrophilen und Monozyten
wichtigsten Mitglieder der Ig-Superfamilie sind ICAM-1, ICAM-2 und VCAM-1
auf Endothelzellen, wobei die Expression von ICAM-1 und VCAM-1 durch
Entziindungsmediatoren wie IL-1 und TNF-a stimuliert wird (Pober et al 1986,

Mantovani et al 1992).

Name Integrin CDh Exprimiert durch Gegenrezeptor
Nomenklat Nomenklatur auf
ur Endothelzellen
LFA-1 aLB, CD11a/CD18 Alle Leukozyten = ICAM-1,
ICAM-2,
ICAM-3
Mac-1 oM, CDI11b/CD18 Neutrophile, ICAM-1,
Monozyten, Fibrinogen
Eosinophile
pl150,95 aXp, CD11c¢/CDI18 Neutrophile, Fibrinogen
Monozyten,
Eosinophile
VLA-4 o CD49d/CD29 Monozyten, VCAM-1,
Lymphozyten, Fibronektin
Eosinophile

Tab.2: Die Familie der Integrine auf Leukozyten (Springer 1994)

Verschiedene Zelladhdsionsmolekiile spielen eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der Arteriosklerose und des akuten Myokardinfarkts (Jang et al
1994). In atheromatdsen Plaques werden vermehrt ICAM-1 (Poston et al 1992)
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und VCAM-1 (O’Brien et al 1993, Davies et al 1993) von Endothelzellen und
glatten Muskelzellen exprimiert. Wie Gerrity (1981) und Ross (1986) zeigen
konnten, ist die Adhédsion von Monozyten an Endothelzellen einer der ersten
Schritten in der Entwicklung der Arteriosklerose. VCAM-1 vermittelt die
Adhision von Monozyten und T-Lymphozyten (Springer 1990, Carlos et al 1990),
die den Hauptbestandteil an Entziindungszellen in den atheromatdsen Plaques
ausmachen (Ross et al 1986). Neutrophile besitzen keinen Gegenrezeptor filir
VCAM-1 (Hemler et al 1990, Springer et al 1990). VCAM-1 wird vermehrt dort
in atherosklerotischen Plaques gefunden, wo das entziindliche Zellinfiltrat am
dichtesten ist (O’Brien et al 1993). Die Konzentration an 16slichem VCAM-1 im
Blut korreliert mit dem Ausmal} der Arteriosklerose (Peter et al 1997).

VCAM-1 wird von unstimuliertem Endothel basal exprimiert. Nach Stimulierung
mit IL-1 und TNFa kommt es nach 4-6 Stunden zur Induktion von VCAM-1 mit
einem Maximum nach 12-18 Stunden. Uber die niichsten 72 Stunden bleibt
VCAM-1 hochreguliert (Osborn et al 1989, Fries et al 1993). Diese Kinetik
impliziert, daB VCAM-1 sowohl bei der akuten als auch bei der chronischen
Entziindung eine Rolle spielt und in erster Linie immunkompetente Zellen und
Monozyten zum Ort der Entziindung bringt (Osborn et al 1989). So konnte eine
verstirkte VCAM-1 Expression in chronisch entziindetem Gewebe und wéhrend
der AbstoBung von Herztransplantaten nachgewiesen werden (Rice et al 1991).
Das Integrin VLA-4 besteht aus einer B1-Untereinheit und einer damit nicht-
kovalent verbundenen a4-Untereinheit (Hynes 1992, Elices 1990). Es wird in
hohem MaBle von T- und B-Lymphozyten und Monozyten exprimiert (Hemler
1990) und ist in der Lage, sowohl Zell-Zell-Kontakte {iber VCAM-1 einzugehen
als auch an Matrixkomponenten wie Laminin, Fibronektin und Kollagen zu
binden (Hemler 1990, Springer 1990).

Im ischdmischen Myokard wird nach Reperfusion vermehrt ICAM-1 auf der
Zelloberfliche von Endothelzellen und Myozyten exprimiert (Kukielka et al
1993). Die postischdmische kardiale Lymphfliissigkeit enthdlt sowohl
leukotaktische Faktoren als auch Zytokine, die Leukozyten aktivieren und ICAM-

1 induzieren. Die aktivierten Leukozyten tragen an ihrer Oberfliche vermehrt
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CD11b/CD18 und sind vor allem dort im reperfundierten Myokard anzutreffen,
wo verstiarkt ICAM-1 exprimiert wird (Kukielka et al 1993). Tierexperimentelle
Untersuchungen haben gezeigt, dal in ischdmischem bzw. reperfundiertem
Myokard die Infarktgrofe reduziert und die Leukozytenakkumulation verringert
werden kann, wenn Leukozyten durch einen monoklonalen Antikorper gegen das
Integrin CD11/CD18 blockiert werden (Simpson et al 1990, Ma et al 1991) oder
wenn I[CAM-1 inhibiert wird (Yamazaki et al 1993).

1.4  NF-kB und Entziindungsvorginge im akuten Myokardinfarkt

NF-kB ist der Prototyp einer Familie von dimeren Transkriptionsfaktoren, der
sogenannten Rel Familie. Diese Transkriptionsfaktoren regulieren die Expression
zahlreicher Gene z.B. in Zellen des Immunsystems (Baeuerle et al 1994, Thanos
et al 1995). 1986 konnten Sen und Baltimore als erste NF-kB als einen Faktor
identifizieren, der wéhrend der Entwicklung von B-Lymphozyten die Produktion
der k-Leichtketten von Immunglobulinen aktiviert. Man stellte fest, dal NF-xB
auch im Zytoplasma anderer Zellen vorhanden ist (Lenardo et al 1989). NF-xB
liegt komplexgebunden mit seinem Inhibitor IkB im Zytoplasma und bildet so
eine inaktive Form (Bacuerle et al 1988, Lenardo et al 1989). Durch
unterschiedliche Einfliisse, zum Beispiel durch proinflammatorische Zytokine,
Viren und bakterielle Zellbestandteile kommt es zu einer Aktivierung von
Proteinkinasen und zur Phosphorylierung von IkB (Baeuerle 1991, Grilli et al
1993). Das hat eine Dissoziation des NF-kB/IkB-Komplexes und die
Translokation von NF-kB zum Zellkern zur Folge (Gosh et al 1990). NF«B bindet
im Zellkern direkt an die Promoterregion des Gens, dessen Transkription induziert
werden soll (Baeuerle 1991, Grilli et al 1993). Mit dem NF-kB/IxkB-Komplex hat
die Zelle ein sehr schnelles Reaktionssystem, da NF-kB nach Eintreffen eines
Signals nicht erst neu synthetisiert werden mufl. Am héufigsten besteht NF-kB
aus den beiden DNA-bindenden Untereinheiten p50 und p65. p50 ist in erster
Linie fiir die Bindung an die DNA verantwortlich, wohingegen p65 fiir die
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Bindung an IkB im Zytoplasma und die Aktivierung der Transkription zustdndig
ist (Baeuerle 1991, Thanos et al 1995).

Um ein bestimmtes Gen zu aktivieren, sind zusitzliche Transkriptionsfaktoren
oder regulierende DNA-Sequenzen in der Nihe der NF-kB Bindungsstelle
erforderlich (Lenardo et al 1989). Die Spezifitit der Transkriptionsaktivierung
wird zusitzlich durch die Kombination verschiedener NF-kB-Untereinheiten,
leicht abgewandelte NF-kB-Regulationselemente sowie die Architektur der
Promoterregionen reguliert (Baeuerle 1991).

NF-kB spielt eine wichtige Rolle bei der Genexpression von Zytokinen und
Adhésionsmolekiilen. Die schnelle Induktion von IL-1, IL-6, IL-8 und MCP-1
(Libermann et al 1990, Baeuerle et al 1994) sowie die Hochregulation von
ELAM-1, VCAM-1 und ICAM-1 (Baeuerle et al 1991, Collins et al 1995, Thanos
et al 1995) machen NF-xB zu einem =zentralen Regulator in der
entzlindungsvermittelten Myokardschddigung nach Ischdmie und Reperfusion.
Eine  Aktivierung von NF-xB  kann bereits durch verminderte
Sauerstoffkonzentrationen erreicht werden, wie es flir die Ischdmie typisch ist
(Baldwin et al 1996). Die Relevanz von NF-«B bei der Entwicklung eines
Myokardinfarktes konnte durch in vivo-Versuche an Rattenherzen dargelegt
werden. Dabei konnte durch Transfektion von doppelstringigen “decoy”
Oligodeoxynukleotiden, die aktiviertes NF-xB binden, das Ausmal} des
Myokardschadens wihrend der frithen Reperfusion erheblich reduziert werden
(Morishita et al 1997). Das NF-kB System ist moglicherweise entscheidend an
der Initiation von arteriosklerotischen Getfédllldsionen beteiligt, wofiir vor allem
oxidative Vorgédnge verantwortlich gemacht werden (Ross 1986, Munro et al
1988). Freie Sauerstoffradikale und oxidiertes LDL sind in der Lage, NF-kB zu
aktivieren (Collins et al 1993, Baeuerle et al 1994, Brand et al 1997). Brand et al
(1996) konnten in arteriosklerotischem Gewebe aktiviertes NF-kB in
Makrophagen, glatten Muskelzellen und Endothelzellen nachweisen. In

arteriosklerotischen Lasionen kommt es zur vermehrten Expression von NF-kB
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regulierten Genen wie IL-1B, TNFoa, MCP-1 und Adhdsionsmolekiilen wie
VCAM-1 (Cybulsky et al 1991, Collins 1993, Ross 1993, Baeuerle et al 1994).

AN

1kB

Stimulus

Proteolyse

nukleidre Translokation

Genregulation

Abb.1: Die Aktivierung von NF-xB

(Baeuerle, Biochimica et Biophysica Acta 1991, p.67)

Eine Stimulierung der Zelle fiihrt zur Dissoziation des NFxB/IxB-Komplexes und
zur Proteolyse von IkB. Der aktivierte NFxB-Komplex tritt in den Zellkern iiber

und bindet an regulatorische K B-Promotor- und Enhancer-Elemente
verschiedener Gene.
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1.5  Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob es in Endothelzellen nach Inkubation
mit Infarktplasmen oder mit mononukleédren Zellen zu einer Expression von IL-6
und IL-18 kommt.

Ausgangspunkt dieser Arbeit waren dabei folgende Ergebnisse:

Im akuten Myokardinfarkt kommt es zur Freisetzung von Interleukin-6 und zur
Neutrophilenaktivierung (Neumann et al 1995).

Die Inkubation von Leukozyten mit aktivierten Thrombozyten fiihrt zur
Freisetzung von IL-18 in Leukozyten (Neumann et al 1997).

Die Inkubation von Leukozyten mit Infarktplasma fiihrt zur Freisetzung von IL-103
und IL-8 (Marx et al 1997).

Endothelzellen exprimieren Interleukin-18 abhéngig Interleukin-6 (Sironi et al
1989).

Da prinzipiell beide Zellarten in der Lage sind, sowohl IL-18 als auch IL-6 zu
produzieren (Le et al 1989, Pober et al 1990), galt es in einem zweiten Schritt
nachzuweisen, ob und welcher der beiden Zelltypen Hauptproduzenten fiir eines
der beiden Interleukine sind. Mit Hilfe eines IL-1-Rezeptorantagonisten sollte
gezeigt werden, ob die IL-6 Freisetzung IL-1B abhingig erfolgt.

Ziel des zweiten Teils der Arbeit war die Charakterisierung der Beteiligung von
Adhésionsmolekiilen an der Endothelzell-Monozyten-Interaktion.

Zum dritten sollte untersucht werden, ob es durch Adhésion von Monozyten an
aktiviertes Endothel zu eine NF-kB Aktivierung kommt. Die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-«kB spielt eine groBe Rolle bei der Induktion von
Zytokinen und Adhésionsmolekiilen (Baeuerle et al 1994, Collins et al 1995).
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2  Material und Methoden

Alle Chemikalien wurden in der Qualitit “pro analysis” verwendet.

2.1 Endotoxintest

Um eine Kontamination mit Endotoxin zu vermeiden wurde jede kristalline
Losung ultrafiltriert (U2000™, Fa.Gambro) und jede Proteinlésung wurde durch
Polymyxin-Sdulen (Fa.Pierce) gereinigt. Ebenso wurden alle verwendeten
Losungen und Zellansdtze vor und nach jedem Versuch mittels ‘Limulus
amoebeocyte lysate (L.A.L.)’-Test (Fa.Schulz) iiberpriift. Die Nachweisgrenze
des ‘L.A.L.-Test’ fiir Endotoxin lag bei 0,125 U/ml.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Zellkulturmaterialien

Endothelial Cell Growth Medium PromoCell (Heidelberg)

(enthilt 10 ml FKS, 2 ml Endothelial Cell Growth Supplement/Heparin, 0,05 pg/
500 pl humanen rekombinanten Endothelial Cell Growth Factor, 0,5 pg / 500 ul
humanen rekombinanten Fibroblast Growth Factor, 500 pg / 500 pl
Hydrocortison, 25 mg / 250 ul Gentamicin, 1,25 mg /250 ul Amphotericin B)

Medium 199 Sigma (Miinchen)

Trypsin/EDTA-LGsung Biochrom (Berlin)
(0,05% Trypsin, 0,02% EDTA)
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FKS (myvkoplasmenfreies fetales Kilberserum)

Glutamin

Penicillin G (100 U/ml) /Streptomycin (100 mg/1)

2.2.2 Antikorper

Anti-ICAM-1-Antikorper, Klon 84H10
Anti-VCAM-1-Antikorper, Klon BBJG-V1
Anti-E-Selektin-Antikorper, Klon 1.2B6
Anti-L-Selektin-Antikérper, Klon Dreg 56
Anti-P-Selektin-Antikorper, Klon G1

Anti-o4-Integrin-Antikorper, Klon 2B4

Anti-B1-Integrin-Antikorper, Klon Lial/2

FITC-konjugierter anti-VCAM-1-Antikorper

IL-1 Rezeptorantagonist

IL-6-Antikorper

2.2.3 Permanente Zellinien

HUVEC:

Bio Whittaker (Heidelberg)
Gibco (Karlsruhe)

Bio Whittaker (Heidelberg)
Tebu (Frankfurt am Main)
Sigma (Miinchen)

Sigma (Miinchen)

DPC Biermann(Bad Nauheim)

Immunotech (Hamburg)
R&D-Systems (Wiesbaden)
Immunotech (Hamburg)
Immunotech (Hamburg)
Immunotech (Hamburg)
R&D-Systems (Wiesbaden)
Immunotech (Hamburg)
Immunotech (Hamburg)
Sigma (Miinchen)

DPC Biermann(Bad Nauheim)

Endothelzellen aus der menschlichen Nabelschnurvene.

Mittels Collagenase (Worthington Biochemical Corp., Freehold,

New Jersey, USA) wurden die Endothelzellen aus der Nabelschnur
geerntet (Jaffe et al 1973), in Endothelial Cell Growth Medium

aufgenommen und weiterkultiviert.

ECV: immortale menschliche endothel-dhnliche Zellinie (American

Tissue Culture Collection, ATCC, Rockville, Maryland, USA). Die
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Zellen wurden in Medium M 199 mit 10% FKS, 2 mmol/l

Glutamin, Penicillin G, Streptomycin kultiviert.

Kulturbedingungen:

Die Zellen wurden bei 37°C in wassergesittigter Luft mit 5% CO, kultiviert. Zur
Weiterkultivierung der Endothelzellen wurden konfluente Platten mit PBS
(Gibco) gewaschen, die Zellen dann mit Trypsin/EDTA von der Platte geldst, in
neuem Medium aufgenommen, zentrifugiert und das Zellpellet dann in einer
Verdiinnung von 1/10 bis 1/40 in Kulturmedium resuspendiert.

Die HUVEC wurden nach ein bis zwei Passagen, die ECV als immortale Zellinie
je nach Bedarf auf six-well Platten bzw. Petrischalen (Nunc, Wiesbaden) fiir einen

Versuch ausgelegt.

2.3 Isolation von mononukleiren Zellen

Zur Praparation von mononukledren Zellen wurde gesunden Probanden Blut
abgenommen, wobei das Blut mit 1:10 (vol/vol) CPDA (Fa.Greiner) ungerinnbar
gemacht wurde. AnschlieBend wurden je 25 ml Ficoll-Paque Research Grade
(Pharmacia Biotech, Freiburg) mit 25 ml CPDA-BIut vorsichtig iiberschichtet und
der Gradient bei 900 g 17 min ohne Bremse zentrifugiert. Durch die
unterschiedliche Dichte kommt es zur Ausbildung von Zellschichten, wobei sich
die Erythrozyten und Granulozyten nach unten absetzen und die mononukledren
Zellen und Thrombozyten in der Interphase zwischen Plasma und Ficoll zu finden
sind. Diese Interphase wurde mit einer Transferpipette abgenommen und die
Zellen anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen, um sie von Thrombozyten,
Plasma- und Ficoll-Paque-Resten zu befreien.

Die Anzahl der gewonnenen Zellen wurde in einem Zellcounter, Sysmex F-800,
bestimmt.

Die Kontamination mit Neutrophilen war stets unter 5%.
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2.4  Isolation von Monozyten

Bei der Gewinnung von Monozyten werden die durch den Ficollgradienten
gewonnenen mononukledren Zellen auf einen zweiten Dichtegradienten mit
Percoll (Pharmacia Biotech) iiberschichtet. Der Percoll-Gradient wurde vorher pro
Rohrchen aus 15 ml Percoll-Losung, 13,5 ml Spinner-Losung (500 ml S-MEM
Eagle with Earle’s salts, 5 ml Glutamin, 5 ml Penicillin/Streptomycin, 30 mM
NaHCO3) und 1,5 ml 10x steril filtriertem PBS hergestellt und bei 10000 g 10
min ohne Bremse praformiert. AnschlieBend wurden die in Spinner-Losung
aufgenommenen mononukledren Zellen mit einer Transferpipette {iber den
Gradienten geschichtet und bei 400 g 40 min ohne Bremse zentrifugiert. Der
oberste, kaum sichtbare Ring enthielt die Monozyten. Dieser wurde mit einer
Eppendorfpipette vorsichtig abgenommen, in ein Falcon-Réhrchen iiberfiihrt, mit
Spinner-Losung einmal gewaschen und schlielich im Zellcounter gemessen. Die

Reinheit an Monozyten betrug stets iiber 85%.

2.5 Inkubation von Endothelzellen mit mononukleiren Zellen bzw.

Monozyten

Fiir die Kokultivierungsversuche wurden die Endothelzellen auf 6-well-Platten
(Durchmesser: 35 mm) (Nunc) ausgelegt und im Brutschrank bis zu einer
Zelldichte von 5x10° gezogen. Um voraktivierte Endothelzellen zu erhalten,
wurde ein Teil der konfluenten Endothelzellmonolayer mit menschlichem
rekombinantem IFNy bzw. TNFo in einer Konzentration von 10° U/l fir 16
Stunden vorinkubiert. Vor der Kokultivierung wurde IFNy bzw. TNFa durch
dreimaliges Waschen der vorinkubierten Zellen mit Zellmedium entfernt. Nicht-
vorinkubierte Endothelzellen wurden vor der Kokultivierung dreimal mit
Zellmedium gewaschen, um tote Zellen und Zellreste zu entfernen. Je nach
Versuchsaufbau wurden 1x10° bis 5x10° Monozyten bzw. mononukleire Zellen

pro ml Zellmedium aufgenommen, wobei das Zellmedium vorher mit CaCl, in
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einer Konzentration von 1 mmol/l und Polymyxin in einer Konzentration von 10
g/l versetzt wurde. CaCl , wird zur Zellbindung benétigt und Polymyxin soll
Spuren von LPS binden. 1 well mit Endothelzellen wurde mit 1 ml der
Zellsuspension inkubiert.

Diese Grundprinzip der Kokultivierung wurde je nach Experiment modifiziert.

In einer Versuchsreihe wurde die Kokultivierung unter Zusatz von Antikdrpern
gegen Adhédsionsmolekiile auf Endothelzellen durchgefiihrt. Daftir wurden die
Endothelzellen fiir 1 Stunde mit den Antikdrpern bei 37°C im Brutschrank
vorinkubiert. Im Versuch wurden gegen Endothelzellrezeptoren anti-VCAM-1-,
anti-ICAM-1- und anti-E-Selektin-Antikorper in einer Konzentration von 5 pg/ml
bzw. anti-P-Selektin-Antikorper in einer Konzentration von 10 pg/ml eingesetzt.
Nach der Vorinkubation wurden die Endothelzellen dreimal mit Medium
gewaschen und dann mit den Monozyten inkubiert.

In einer zweiten Versuchsanordnung wurden die Monozyten mit Antikdrpern
gegen a4-Integrin, Pl-Integrin oder L-Selektin in einer Konzentration von 5
ug/ml fiir 1 Stunde vorinkubiert, dreimal mit Medium gewaschen und schlieBlich
auf die Endothelzellen gegeben.

Der IL-1-RA wurde in einem dritten Versuchstyp in einer Konzentration von 10
ng/ml zusammen mit den Monozyten auf die Endothelzellen gegeben.

Einige Versuche wurden mit sogenannten transwells, Plastikeinsdtze mit Poren,
die eine direkte Adhdsion der beiden Zellarten verhindern, durchgefiihrt
(PorengroBe 0,4 um) (Fa.Costar, Wiesbaden). Dabei wurden die transwells auf die
Endothelzellen gesetzt und direkt auf die Membran die Monozyten gegeben. Als
Kontrolle aller Kokultivierungsversuche dienten Endothelzellen und Monozyten
bzw. mononukleédre Zellen alleine, wobei die Endothelzellen sowohl unstimuliert
und mit IFNy oder TNFa vorstimuliert als auch als Positivkontrolle mit IL-1f3
stimuliert verwendet wurden. Nach 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C wurden
die Uberstinde abgenommen und dann bei 550 g 10 min bei 4°C zentrifugiert, um

mitabgenommene Zellen zu eliminieren.
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2.6  Inkubation von Endothelzellen mit Infarktplasmen

HUVEC-Monolayer in 6-well-Platten wurden mit 500 pl Patientenplasma und
500 ul Zellmedium inkubiert. In einem zweiten Ansatz wurde dem
Patientenplasma der IL-1 RA zugesetzt. Nach 24 stiindiger Inkubation wurde der
Uberstand abgenommen und in den ELISA eingesetzt.

Insgesamt wurde das Plasma von 45 Patienten verwendet. 30 der Patienten hatten
einen akuten Myokardinfarkt erliten und waren durch PTCA mit
Stentimplantation behandelt worden. Als Kontrollgruppe dienten 15 Patienten mit
elektiver PTCA  bei  symptomatischer  koronarer = Herzerkrankung.
AusschluBkriterien waren chronische Entziindungen, Infekte und Neoplasien.
Keiner der Patienten nahm entziindungshemmende Medikamente auller Aspirin in
einer Dosis von 100 mg/d. In beiden Gruppen erfolgte die Stentimplantation nach
dem gleichen Schema und die Rekanalisation der betroffenen Arterie konnte mit
Erfolg durchgefiihrt werden. 24-48 Stunden postinterventionell wurde peripher

vendses Blut abgenommen und 1:10 (vol/vol) mit CPDA verdiinnt.

2.7  Durchflufizytometrie

Die Expression von VCAM-1 auf Endothelzellen wurde mittels
DurchfluBzytometrie untersucht. Dafiir wurden die adhirenten Endothelzellen
mechanisch abgelost, dreimal mit PBS gewaschen und resuspendiert. 40 pl der
Suspension wurden mit 5 pl des FITC-konjugierten VCAM-1-Antikorpers im
Dunkeln bei Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert. Die Zellen wurden dann in 3
ml PBS aufgenommen und bei 550 g 10 min zentrifugiert, um ungebundene
Antikorper abzuwaschen. Nach Fixierung der Zellen mit 1% Paraformaldehyd
(Sigma) wurde die Durchflulzytometrie innerhalb von 12 Stunden durchgefiihrt.
Die Antikorperbindung wurden mit Hilfe eines FACScan Caliburs (Becton-
Dickinson, Heidelberg) analysiert, der mit einem Argon-Laser von 500 mW bei

einer Wellenlinge von 488 nm ausgeriistet ist. Das Gerdt wurde mit
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standardisierten fluoreszierenden Microbeads kalibriert (CaliBRITE, Becton-
Dickinson). Es wurde bis zu einer Gesamtzahl von 5000 Ereignissen gemessen,
wobei die FluBrate 50 bis 100 Ereignisse/sec betrug. Die gewonnenen Daten

wurden logarithmisch dargestellt.

2.8 ELISA

Die Uberstinde der Kokultivierung wurden bis zur Untersuchung mittels ELISA
bei -20°C aufbewahrt. Die Konzentrationen an IL-18 und IL-6 wurden mittels
Immunoassays vom Sandwichtyp bestimmt, wobei im ersten Schritt die Probe zu
einem monoklonalen Antikérper gegen das jeweilige Interleukin pipettiert wird
und sich in einem zweiten Schritt nach Zugabe eines enzymmarkierten
polyklonalen Antikdrpers ein Sandwichkomplex ausbildet. Mit Zugabe einer
chromogenen Losung beginnt die Bildung eines farbigen Endprodukts, bei dem
die Farbintensitit proportional zur Interleukinmenge in der Probe ist und dessen
Absorption bei 450 nm gemessen wird. Die Nachweisgrenze betragt 3,9 ng/l fiir
den IL-18 ELISA (R&D Systems) und 30 ng/l fiir den IL-6 ELISA (DPC

Biermann).

2.9 Western Blot

Die IL-6 Proteinexpression nach Adhdsion von Monozyten an Endothelzellen
wurde mittels Western Blot untersucht. Nach 1:4 Verdiinnung mit Auftragspuffer
(12,5 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,01% SDS, 2,25% Glycerin, 1% Mercaptoethanol,
0,2% Bromphenolblau, 200 uM EDTA) wurden 70 pg der Proteinextrakte aus
dem Uberstand der Kokultivierung 5 min bei 95°C inkubiert. AnschlieBend
erfolgte die Auftrennung der Proteine in einem diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamidgel (Sammelgel: 0,125 mM Tris-HCI pH 6,8, 2 mM EDTA, 0,1%
SDS, 4,5% Acrylamid/Bisacrylamid; Trenngel: 0,375 mM Tris-HCI pH 8.8, 4
mM EDTA, 0,1% SDS, 9% Acrylamid/Bisacrylamid; Laufpuffer: 50 mM Tris-
HCI pH 8,5, 0,1% SDS, 0,4 M Glycin, 1,6 mM EDTA). Zur Feststellung der
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ProteingrofBen wurde gleichzeitig ein vorgefiarbter Molekulargewichtsstandard
(Low Range, Biorad, Miinchen) aufgetragen. Darauthin wurden die Gele im
Transferpuffer (25 mM Tris-HCI pH 8,3, 0,2 M Glycin) dquilibriert. Im Wet Blot-
Verfahren erfolgte der Transfer der Proteine auf eine ebenfalls dquilibrierte
Nitrozellulosemembran (200 mA, 30 V, 30-50 min). Die gewaschenen
Membranen wurden anschlieBend mit Ponceau S (Sigma) gefdrbt, um eine
gleichmiBige Ubertragung der Proteine aus den Gelen zu dokumentieren.

Die nichsten Schritte dienten dem Nachweis des IL-6 Proteins auf der Membran.
Dafiir wurden zuerst iiber 1 h unspezifische Bindungen mit 2% Magermilchpulver
und 2% Tween 20 in 1xTBS (100 mM Tris pH 7,8, 150 mM NaCl) bei RT auf
dem Schiittler blockiert. Dann erfolgte iiber Nacht bei 4°C die Inkubation mit 10
ug/ml IL-6 Antikérper (DPC Biermann) in 1xTBS. Nichtgebundener Antikdrper
wurde mit Waschpuffer (0,5% Magermilchpulver, 0,2% Tween 20 in I1xTBS)
entfernt und die Membran mit einem zweiten Anti-Maus-Ig-Biotin-Antikdrper
(Biorad) in einer Verdiinnung von 1:1000 in 1xTBS iiber 2 Stunden inkubiert.
Nach Entfernen ungebundener Antikorper wurde eine Streptokokken-Avidin-
Alkalische Phosphatase (Biorad) in einer Verdiinnung von 1:2000 in 1xTBS
hinzugegeben. Das Glykoprotein Avidin bindet spezifisch Biotin und blockiert
Biotin-abhingige Reaktionen. Nach erneutem Waschen der Membran wurde iiber
20 min eine Substrattablette (Biorad) zugegeben und die Antigen-Antikorper-

Komplexe mittels enzymatischer Farbreaktion sichtbar gemacht.

2.10 RNA-Priparation

2.10.1 RNA-Isolation aus eukaryonten Zellen und Gewebe

Da die Gefahr besteht, dal die RNA durch RNasen degradiert wird, wurden alle
Arbeitsschritte mit autoklavierten Materialien und Losungen durchgefiihrt.

Die Kokultivierung wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt. Anstatt HUVEC
und Monozyten wurden in den RNA-Versuchen ECV 304 und mononukleire

Zellen verwendet, da sich die immortale Endothelzellinie als stabiler erwiesen hat
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und eine groBere RNA-Ausbeute zu erwarten ist. In Vorversuchen haben wir
gesehen, dal das Expressionsmuster fiir IL-1 und IL-6 vergleichbar mit der
Kokultivierung von HUVEC mit Monozyten ist. Die mRNA wurde fiir jeden
Zelltyp getrennt nach 2- und nach 6-stiindiger Kokultivierung analysiert. Dabei
wurden die Endothelzellen zweimal mit Zellmedium gewaschen, um nicht-
adhidrente MNC zu sammeln. Adhdrente MNC wurden durch zweimaliges
Waschen mit eiskaltem 0,02% EDTA-PBS pH 7.4 fiir je 3 min von den ECV
gelost. Die Gesamt-RNA von ungefihr 107 ECV und 2,5x10" MNC wurde mit
Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen, Hilden) isoliert. Die Lyse der Zellen
erfolgte mit 600 pl Lysis Puffer. Das Lysat wurde direkt in die sogenannte
QIAshredder column pipettiert und 1 Minute bei 13000 g zentrifugiert, um das
Lysat zu homogenisieren. Die anschlieBende Zentrifugation fiir 3 min bei 13000 g
diente dazu, weiterhin unlosliches Material zu entfernen. Nach Zugabe von 600 ul
70% Ethanol wurde das homogenisierte Lysat auf die sogenannte RNeasy spin
column pipettiert und 15 Sekunden bei 8000 g zentrifugiert. Die RNA bindet an
die Silikongelmembran in der S&ule. Nach Waschen der Sdule mit 700 pl des
Waschpuffer RW1 und mit 500 pl des Waschpuffers RPE fiir je 15 Sekunden bei
8000 g wurde in einem weiteren Zentrifugationsschritt die Sdule mit 500 pl RPE-
Puffer fiir 2 min bei 13000 g getrocknet und die RNA mit 30 ul (MNC) bzw. 50
ul (ECV) DEPC-Wasser eluiert.

2.10.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Konzentration wurde im Photometer (Spectrophotometer DU 640, Fa.
Beckmann) mit Hilfe der optischen Dichte bestimmt. Die Messung bei 260 nm
gibt dabei den RNA-Gehalt an, bei 280 nm wird der Proteingehalt und bei 320 nm
der Phenolgehalt der Probe angezeigt. Der Quotient zwischen 260 nm und 280 nm
ist ein MaB fiir die Proteinverunreinigung der Probe. Er lag bei allen Versuchen

im Normbereich zwischen 1,7 und 2,0. Die Proben wurden fiir die Messung 1:100
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verdinnt. Die RNA-Konzentration wurde nach der Formel Konzentration in

ng/ul=ExtinktionxVerdiinnungx0,04; ermittelt.

2.11 Northern Blot

2.11.1 Denaturierung und Auftrennung der RNA

Die RNA wird bei der verwendeten Methode elektrophoretisch in einem
denaturierenden Formaldehyd-Agarose-Gel aufgetrennt und dann durch Diffusion
auf Nylonmembranen transferiert. Daflir wurden die RNA-Proben fiir 10 min auf
56°C erhitzt, um FEinzelstrdinge zu erhalten. Zu 5 pg RNA wurden Northern
Sample Buffer (3xmaximale Menge an RNA; 200 pul Formamid, 70 pl 37%
Formaldehyd, 40 pul 5xMOPS-Puffer (Sigma)), Bromphenolblau ((maximale
Menge an RNA+Menge an Northern Sample Buffer):5) und 0,1 pl
Ethidiumbromid pipettiert und die Proben auf ein 1,2% Agarose-Gel (1,2 g
Agarose, 62 ml DEPC-Wasser, 20 ml 5xMOPS-Puffer, 18 ml 37% Formaldehyd)
aufgetragen. Das Bromphenolblau hat dabei die Aufgabe, die Gelfront zu
markieren und das Ethidiumbromid wird verwendet, um ribosomale RNA im UV-
Licht sichtbar zu machen. Daran kann man erkennen, ob in allen Spuren gleich
viel RNA geladen ist.

Die RNA wurde fiir 4,5 Stunden bei 75 V mit MOPS-Laufpuffer aufgetrennt.

2.11.2 Blotting der RNA auf Nylonmembranen

Die RNA wurde iiber Nacht mit Hilfe von Kapillarkriften auf eine
Nylonmembran (Hybond-N, Amersham, Freiburg) transferiert. Das Blotting der
RNA wurde in 20xSSC (3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat-Dihydrat, pH 7,0)
durchgefiihrt. Nach dem Transfer wurde die Nylonmembran kurz getrocknet und

dann fiir 2 Stunden bei 80°C gebacken, um die RNA an die Membran zu binden.
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2.11.3 Radioaktive Markierung der DNA-Sonden

Als DNA-Sonden wurden fiir IL-6 das 1,0 kb EcoRI Fragment des Vektors
p91023 (B) (ATCC), fiir IL-1B das 1,05 kb PST-1 Fragment des Vektors pBR322
(ATCC) und fiir GAPDH das 1,3 kb PST-1-Xba Fragment von pUC 18 (Dr. R.
Beck, Toxikologisches Institut, Universitdt Mainz) verwendet. Die cDNA-Sonden
wurden mit Hilfe des Random Primer Labeling Kits (Stratagene, Heidelberg)
radioaktiv markiert. Dafiir wurden zu 25 ng der DNA 10 pl random
oligonucleotide primers pipettiert und anschlieBend bei 95°C fiir 5 min
hitzedenaturiert. Nach einer kurzen Zentrifugation wurden 5 pl des radioaktiv
markierten Nukleotids [a’’P]-dCTP mit einer Aktivitit von mindestens 6000
Ci/mmol (Amersham), 10 pl des dCTP-Puffers und 1 pl Klenow-Enzym
zugegeben und bei 37°C fiir 10 min inkubiert. Wahrend dieser Zeit kommt es zum
Einbau der Nukleotide in die DNA-Sonde. Um nicht-eingebaute Nukleotide zu
entfernen, wurden die radioaktiv markierten Sonden iiber eine Gelfiltrationssiule
gegeben (Probe Purification Columns, Stratagene). Die Aktivitit der Sonden

wurde im B-Counter in cpm gemessen.

2.11.4 Hybridisierung der Blots

Die Blots wurden fiir 15 min mit der Prihybridisierungslosung (Quick Hyb,
Stratagene) bei 68°C vorinkubiert. In der Zwischenzeit wurde die radioaktiv
markierte Sonde mit ds-salmon sperm-DNA (Gibco) fiir 2 min bei 95°C erhitzt,
um Finzelstringe zu erhalten. Die ds-salmon sperm-DNA dient dazu,
unspezifische Bindungen der Sonde zu verhindern. Diese Losung wurde dann zu
der Prahybridisierungslosung pipettiert und die Filter tiber 2 Stunden bei 68°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die Filter zuerst 2x20 min bei 42°C in

2xSSC/0,1% SDS, danach 2x20 min bei 60°C in 0,1xSSC/0,1% SDS gewaschen.
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Die Filter wurden in Folie eingeschweif3t und auf Rontgenfilme (BioMax MS,
Kodak) aufgelegt. Die radioaktiven Banden werden so mittels Autoradiographie
sichtbar gemacht.

Die BandengroBe der Signale wurde mit Hilfe der vorher auf dem Filter
markierten 28-S-(4,7 kbp) und 18-S-(1,9 kbp) Banden der ribosomalen RNA
festgestellt.

Um sicherzustellen, daB3 bei jeder Probe gleiche Mengen an RNA eingesetzt
wurden, wurde die Signalintensitét in Beziehung zur 28-S-Bande der ribosomalen
RNA gesetzt und zusitzlich jeder Filter mit einer Sonde fiir das konstitutionell
exprimierte GAPDH-Gen hybridisiert.

Alle Ergebnisse wurden mit RNA von Zellen wiederholter Versuche und neu

markierten DNA-Sonden reproduziert.

2.12 Gelretardierungsassay

Mit Hilfe des  Gelretardierungsassays kann man  DNA-bindende
Transkriptionsfaktoren nachweisen. Dafiir wurden Endothelzellen fiir 60 min mit
mononukledren Zellen inkubiert und wie oben beschrieben separiert. Als
Kontrolle dienten unstimulierte und vorstimulierte Endothelzellen sowie

mononukledre Zellen.

2.12.1 Isolierung nukleirer und zytosolischer Extrakte

Die zelluliren Extrakte wurden nach einem in der Literatur angegebenen und
leicht abgewandelten Verfahren isoliert (Mackman et al 1991). Dazu wurden die
Proben fiir 7 min mit 200 g abzentrifugiert und einmal in PBS gewaschen. Die
Zellpellets wurden in 50 ul Puffer A (10 mM Hepes pH 8,0, 1,5 mM MgCl,, 10
mM KCl, 0,5 mM DTT, 300 mM Sucrose, 0,1% Nonidet P-40, 0,5 mM PMSF,
0,1 pg/ml Leupeptin, je 1,0 pg/ml Pepstatin, Antipain, Chymostatin, Aprotinin)

resuspendiert. Dieser Schritt diente dazu, die Zellen zu lysieren. Nach dem
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anschlieBenden Zentrifugationsschritt (16000 g, 10 sec) wurde der Uberstand mit
der zytosolischen Fraktion von den noch intakten Zellkernen abgenommen und
bei -80°C gelagert. Um eine Kontamination der nukledren Extrakte durch
zytosolische Proteine zu vermeiden, wurden die Kerne einmal in Puffer A
gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Pellets wurden daraufhin in Puffer B (20
mM Hepes pH 8,0, 20% Glycerol, 100 mM KCI, 100 mM NaCl, 0,5 mM
PMSF,0,5 mM DTT; Proteaseinhibitoren wie in Puffer A) aufgenommen und die
Kernmembranen mit Hilfe eines Ultraschalldesintegrators zerstdrt. Durch
Zentrifugation (16000 g, 10 sec) lieBen sich die Membranfragmente abtrennen.
Die nukledren Proteine wurden ebenfalls bei -80°C aufbewahrt. Die
Proteinkonzentrationen der zytosolischen und nukledren Extrakte wurden mit dem
Bradford-Assay (Biorad) durch Messung des nach der Bindung an Proteine
verschobenen Absorptionsmaximums von Coomassie Brilliant Blau G-250 bei

595 nm bestimmt.

2.12.2 Gelretardierungsassay

Die Anwesenheit von DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren in nukledren
Extrakten 1468t sich mittels Gelretardierungsassay nachweisen, in dem
doppelstrangige Oligonukleotide mit Erkennungssequenzen fiir die jeweiligen
Transkriptionsfaktoren zum Einsatz kommen. Als NF-kB-Konsensussequenz
wurde ein Oligonukleotid mit dem prototypischem Ig «k-Motiv (5-
CAGAGGGACTTTCCGAGA-3’) eingesetzt. Dieses Oligonukleotid wurde in
Anwesenheit der erforderlichen Nukleotide durch das Klenow-Fragment der
DNA-Polymerase I (Boehringer Mannheim) mit [o->°P]JdCTP (> 3000 Ci/mmol;
NEN, Briissel, Belgien) markiert. Als Kontrollen wurden Oligonukleotide mit
Erkennungssequenzen fiir den konstitutiv aktivierten Transkriptionsfaktor Sp-1
(5’-ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC-3’) verwendet, die mittels T4-
Polynukleotidkinase (Boehringer Mannheim) mit [y—32P]ATP (>5000 Ci/mmol;
NEN) markiert wurden. Nicht gebundene Nukleotide konnten iiber eine Sephadex
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G25-Sdule (Boehringer Mannheim) abgetrennt werden. Gleiche Mengen an
extrahierten nukledren Proteinen (2-5 pg) wurden in Bindepuffer (20 mM Hepes
pH 7,9, 50 mM KCI, 1 mg/ml BSA, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,1% Nonidet P-
40, 5% Glycerin, 50 ng Poly[d(I-C)]/ul (Boehringer Mannheim)) aufgenommen
und 30 min mit der radioaktiv markierten DNA-Probe (10 ng, 10° cpm) inkubiert.
Nach Zugabe des Laufpuffers (0,25xTBE Puffer, 40% Glycerin, 0,2%
Bromphenolblau) erfolgte anschlieBend die Auftrennung der Proteine in einem
6% Polyacrylamidgel in 0,25xTBE Puffer (10xTBE-Puffer: 1,0 M Tris pH 8.4,
0,9 M Borsdure, 10 mM EDTA). Qualitit und gleichméBige
Proteinkonzentrationen der untersuchten nukledren Extrakte wurden parallel
durch Inkubation mit dem Sp-1-Oligonukleotid iiberpriift. Die quantitative
Auswertung der getrockneten Gele erfolgte mittels Autoradiographie (DuPont,
Bad Homburg) und Densitometrie (MWG-Biotech, Ebersberg).

2.13 Statistik

Die Ergebnisse wurden, soweit nicht anders beschrieben, als Mittelwert *
Standardfehler des Mittelwerts angegeben.

Unterschiede zwischen 2 Variablen wurden durch den gepaarten t-Test und
Unterschiede zwischen > 3 Variablen wurden mittels ANOVA (SPSS Version
8.0) analysiert.

Ein p-Wert im zweiseitigen Test kleiner als 0,05 wurde als signifikant betrachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis der IL-6- und IL-18 Freisetzung in der Kokultivierung von

Endothelzellen mit mononukleéiren Zellen bzw. Monozyten

3.1.1 Nachweis der IL-6 Freisetzung in der Kokultivierung von

Endothelzellen mit mononuklearen Zellen

Um die Freisetzung von IL-6 nachzuweisen, wurden Endothelzellen mit
mononukledren Zellen inkubiert. Ein Teil der Endothelzellen wurde vorher iiber
16 Stunden mit IFNy, ein anderer Teil mit TNFa voraktiviert. Nach 24 stiindiger
Inkubation wurden die Uberstinde in den Western Blot eingesetzt und auf IL-6
hin untersucht.

Der Western Blot zeigte, dal es in der Kokultivierung mit unstimulierten
Endothelzellen zu einer geringen Freisetzung von IL-6 kommt. Durch
Vorstimulation mit IFNy und vor allem TNFo konnte die IL-6 Produktion
gesteigert werden. Die Monozyten alleine sezernierten kaum IL-6. In ruhenden
und in voraktivierten Endothelzellen lie sich kein IL-6 nachweisen. Als
Positivkontrolle dienten mit IL-1f stimulierte Endothelzellen. Um zu zeigen, daf3
im Western Blot IL-6 nachgewiesen wird, diente als Kontrollprobe rekombinantes

humanes IL-6.
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Abb.2: IL-6 Freisetzung in der Kokultivierung von FEndothelzellen mit
mononukledren Zellen im Western Blot

Die Abbildung zeigt die Analyse des Western Blots fiir IL-6 im Uberstand nach 24 stiindiger
Kokultivierung von ruhenden und IFNy- bzw. TNFa-vorstimulierten Endothelzellen mit
mononukledren Zellen. Als Kontrolle diente der Uberstand von mononukleiren Zellen bzw.
ruhenden und vorstimulierten Endothelzellen ohne Kokultivierung. Als Positivkontrolle diente der
Uberstand von Endothelzellen, die mit IL-13 vorstimuliert waren. EC steht fiir Endothelzellen,
MNC fiir mononukledire Zellen, rhIL-6 fiir rekombinantes IL-6.

3.1.2 Nachweis der IL-6 Freisetzung als IL-13 abhéingiger Prozef}

Um die IL-6 Produktion zu quantifizieren, wurden die Uberstinde in den ELISA
eingesetzt. Im IL-6 ELISA bestidtigten sich die Ergebnisse aus dem Western Blot.
In der Kokultivierung mit ruhendem Endothel war die IL-6 Produktion signifikant
geringer (9,2 £ 1,0 ng/24h; P=0,0015) als in der mit IFNy voraktivierten
Kokultivierung (46,6 + 7,0 ng/24h) und erreichte damit nur ungefdhr 20% der
maximalen IL-6 Produktion. Da bekannt ist, dal die IL-6-Synthese durch IL-103
induziert werden kann (Sironi et al 1989), wurden die Uberstinde der
Koinkubation in einen Il-18 ELISA eingesetzt. Die Freisetzung von IL-1p war in
der voraktivierten Kokultivierung um das 3fache hoher (40,6 = 3,0 pg/24h;
P=0,002) als in der Kokultivierung mit ruhendem Endothel (13,7 + 0,6 pg/24h). In

den Uberstinden von ruhendem und mit IFNy voraktiviertem Endothel alleine
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lagen sowohl die Menge an IL-6 als auch die an IL-1B unterhalb der
Nachweisgrenze. Ebenso konnte in Monozytenmonokulturen kein IL-6
nachgewiesen werden und die Menge an IL-13 lag gerade {iiber der
Nachweisgrenze (4,6 = 0,9 pg/24h).

Um die Abhingigkeit der IL-6- von der IL-1B-Produktion zu zeigen, wurde ein
Antagonist gegen den IL-1 Rezeptor in den Inkubationsansatz gegeben. In
Anwesenheit des IL-1 RA erreichte die IL-6 Freisetzung Werte wie in der
Kokultivierung mit ruhendem Endothel (8,6 £ 1,3 pg/24h). Die Hemmung von IL-
1 durch den IL-1 RA hatte jedoch keinen Einflull auf die IL-18 Freisetzung (36,9
* 4,4 pg/24h; P=0,0025). (siche Abb.6).

IL-18 Protein (pg/24h) 1L-6 Protein (ng/24h)

Ruhende EC 13,7+ 0,6 92+1,0
Stimulierte EC 40,6 + 3,0 46,6 £ 7,0
Stimulierte EC + IL-1 RA 369 +44 8,6+1,3

Abb.3: IL-1f und IL-6 Freisetzung in der Kokultivierung von Endothelzellen

mit Monozyten im ELISA

Die Abbildung zeigt die Menge an IL-1 und IL-6 im Uberstand nach 24 stiindiger Kokultivierung
von ruhenden bzw. IFNy-stimulierten Endothelzellen mit und ohne Zugabe eines IL-1

Rezeptorantagonisten mit Monozyten.
EC steht fiir Endothelzellen.

3.1.3 Kinetik der Freisetzung von IL-6 und IL-1f3

Um zu sehen, ob IL-1 und IL-6 zeitabhingig freigesetzt werden, haben wir die
Uberstinde der Kokultivierung nach 6, 12, 18 und 24 Stunden in den ELISA
eingesetzt. Auch in der Kinetik zeigte sich, da3 die Konzentration beider Zytokine
in der voraktivierten Kokultivierung das 3-5 fache der Konzentration in der
Kokultivierung mit ruhendem Endothel betrugen. Das Maximum der IL-1f

Produktion war bereits nach 18 Stunden erreicht (94,00 + 7,85 pg/ml), wéhrend
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das Maximum der IL-6 Freisetzung erst nach 24 Stunden stattfand (38,33 + 6,65

ng/ml).
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Abb.4: Kinetik in der Freisetzung von IL-1f und IL-6 nach Kokultivierung von

Endothelzellen mit Monozyten im ELISA.

Die Abbildung zeigt die Menge an IL-1f3 und IL-6 im Uberstand nach 24 stiindiger Kokultivierung
von ruhenden (offene Symbole) bzw. IFNy-stimulierten (gefiillte Symbole) Endothelzellen mit
Monozyten. Die Werte reprdsentieren den Mittelwert + Standardfehler aus 3 Versuchen.
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3.14 Nachweis der IL-6 mRNA und der IL-13 mRNA nach

Kokultivierung von mononukleiren Zellen mit ECV-304

Um die zelluldre Herkunft von IL-1f und IL-6 herauszufinden, haben wir nach
der Kokultivierung die Zellen voneinander getrennt und die mRNA auf IL-13 und
IL-6 hin untersucht.

Die Ergebnisse der Transkription der Zytokine werden anhand eines
reprasentativen Experiments aufgezeigt, welches dreimal reproduziert wurde.

In nicht-koinkubierten mononukledren Zellen und unstimulierten Endothelzellen
konnte weder fiir IL-1 noch fiir IL-6 eine Expression nachgewiesen werden.
Auch die Stimulation von ECV-304 mit IFNy hatte keinen Effekt auf die
Zytokintranskription. Die Adhdsion von mononukledren Zellen an ECV-304
fiihrte zu einer Zunahme der Expression von IL-1p in mononukledren Zellen mit
einem Maximum nach 2 Stunden und von IL-6 in ECV-304 nach 6 Stunden.
Sowohl die Expression der IL-13 mRNA in mononukledren Zellen als auch der
IL-6 mRNA in ECV-304 waren bedeutend geringer, wenn nicht-aktivierte ECV-
304 fiir die Kokultivierung eingesetzt wurden. Die GAPDH-Bande zeigt an, dal3

in allein Proben die Menge an mRNA nahezu gleich grof3 war.
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MNC ECV -304

IL-6 1.8kb
IL-18 1.3kb

GAPDH 1.4kb
MNC + + + + + + + + + - -

ruhende EC + - + - - + . + - +

slimul. EC - + - + - - + - + - +

Abb.5: IL-1ff und IL-6 mRNA Expression in ECV-304 und mononukledren
Zellen nach Kokultivierung im Northern Blot.

Die Abbildung zeigt die Analyse des Northern Blots fiir die mRNA von IL-1f3 und IL-6 nach zwei-
bzw. sechsstiindiger Kokultivierung in mononukledren Zellen und in ruhenden bzw. IFNy-
vorstimulierten Endothelzellen.

Die verschiedenen Versuchsbedingungen sind unterhalb der Abbildung angegeben.

EC steht fiir Endothelzellen, MNC fiir mononukledire Zellen.
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3.2 Hemmung der IL-1B- und IL-6 Freisetzung durch Blockierung der
Adhision

3.2.1 Immunfluoreszenzmessung von Adhisionsmolekiilen auf

Endothelzellen

Frithere Versuche zeigten, dal die Kokultivierung von Endothelzellen und
Monozyten zu einem Anstieg der endothelialen Expression von VCAM-1 und
ICAM-1 fiihrt (Takahashi et al 1996). In unseren Versuchen induzierte die
Inkubation von IFNy-stimuliertem Endothel mit Monozyten im FACS eine
Steigerung der VCAM-1 Expression um 300£17% im Vergleich zu nicht-
aktivierten Endothelzellen (P=0,02). Durch Hemmung von IL-1 konnte die
Oberflachenexpression von VCAM-1 inhibiert werden (123+18%; P=0,048,
verglichen mit Versuchen in Abwesenheit von IL-1 RA). Nach der Inkubation von
nicht-aktiviertem Endothel mit Monozyten konnten wir nur eine leichte Zunahme

der VCAM-1 Expression beobachten (124+11%; P=0,95).

3.2.2 Hemmung der IL-13- und IL-6 Freisetzung durch mechanische

Blockade der Adhision und durch adhisionsinhibierende Antikorper

Wir untersuchten, ob die Zytokinproduktion abnimmt, wenn Endothelzellen und
Monozyten nicht direkt {iber Zell-Zell-Interaktion miteinander interagieren
konnen. Dies wurde durch den Einsatz sogenannter Transwell-Kammern erreicht,
durch deren Poren die Zellen zwar mittels 16slicher Stoffe kommunzieren konnen,
Monozyten jedoch nicht zum adhdrenten Endothel hindurchdiffundieren kénnen.
Die Kokultivierung von Monozyten mit voraktiviertem Endothel in den
Transwell-Kammern fiihrte zu einer Abnahme der Konzentration von IL-13 und
IL-6 auf Werte, die bei der direkten Kokultivierung mit ruhendem Endothel

erzielt wurden.



Ergebnisse 36

60 S0
50 4 T:k 40
=
a i
E 5
£ 404 o
g 230
E
2 2
g 301 E-
:g E 20
-5}
E 201 E
= =
—
10
10+ -
0- 0
EC+MNC transwell EC+MNC transwell
%] IL-1RA &) IL-1RA

Abb.6: Hemmung der IL-1f und IL-6 Freisetzung nach Kokultivierung von
Endothelzellen mit Monozyten mit einem IL-1 Rezeptorantagonisten und mit

Transwell-Kammern im ELISA.

Die Abbildung zeigt die Menge an IL-1f3 und IL-6 im Uberstand nach 24 stiindiger Kokultivierung
von ruhenden (hell) bzw. IFNy-vorstimulierten (dunkel) Endothelzellen mit Monozyten mit und
ohne Zugabe eines IL-1 Rezeptorantagonisten bzw. mit Einsatz einer Transwell-Kammer. Die

Werte reprisentieren den Mittelwert * Standardfehler aus 6 Versuchen.
EC steht fiir Endothelzellen, MNC fiir mononukledre Zellen. *, P < 0,01 im Vergleich zu 2
anderen Versuchsreihen mit stimulierten HUVEC.

Durch Zugabe eines inhibierenden VCAM-1 Antikdrpers konnte in der
Kokultivierung mit aktiviertem Endothel sowohl die IL-6 Produktion (16,54 +
0,95 ng/24h) als auch die IL-1B Produktion (18,40 + 1,10 ng/24h) deutlich
vermindert werden, wihrend ein blockierender ICAM-1 Antikorper keinen
inhibierenden Effekt hatte. Der gleiche Effekt konnte auch durch einen

blockierenden Antikorper gegen den VLA-4 Rezeptor erreicht werden, wobei
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sowohl ein Antikorper gegen die B1-Untereinheit (13,82 + 1,52 ng/24h fiir IL-6
und 21,90 £+ 1,09 pg/24h fiir IL-1p) als auch gegen die a4-Untereinheit (10,70 +
1,33 ng/24h fir IL-6 und 23,72 + 1,21 pg/24h fiir IL-1P) in der Kokultivierung
von aktiviertem Endothel und Monozyten erfolgreich war. Ahnlich wie der
ICAM-1 Antikorper hatten weder Antikorper gegen E-Selektin, P-Selektin oder

L-Selektin, alleine oder in Kombination, einen inhibitorischen Effekt.
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Abb.7: Hemmung der IL-1 und IL-6 Freisetzung nach Kokultivierung von
IFNy-vorstimulierten Endothelzellen mit Monozyten mit inhibierenden

Antikorpern gegen Adhdisionsmolekiile im ELISA.

Die Abbildung zeigt die Menge an IL-1p3 und IL-6 im Uberstand nach 24 stiindiger Kokultivierung
von IFNy-vorstimulierten Endothelzellen mit Monozyten ohne und mit Zugabe von Antikorpern
gegen VCAM-1, ICAM-1 und die o4- und [1-Unterheit des VLA4-Rezeptors. Die Werte
reprdsentieren den Mittelwert + Standardfehler aus 6 Versuchen.

EC steht fiir Endothelzellen, MNC fiir mononukledre Zellen, AK fiir Antikorper.

* P<0,05undt, P<0,01im Vergleich zu Versuchen ohne Antikérper.
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3.3 Nachweis der NF-xB Aktivierung in der Kokultivierung von

Endothelzellen mit mononukleiren Zellen

Die Kernextrakte beider Zelltypen wurden nach einer 60miniitigen
Kokultivierung getrennt im Gelretardierungsassay auf eine NF-kxB-Aktivierung
untersucht. Um ausreichende Mengen an Kernextrakten zur Bestimmung von NF-
kB zu erhalten, haben wir auch bei diesen Versuchen mononukledre Zellen und
ECV-304 eingesetzt. Die Ergebnisse der NF-kB-Aktivierung werden anhand
eines reprdsentativen Experiments aufgezeigt, welches dreimal reproduziert

wurde.

MNC ECV-304

MNC + + + + +
ruhende EC - + - + - +

stimul. EC - - * - * - +

Abb.8: NF-«xB Aktivierung in ECV-304 und mononukleiren Zellen nach

Kokultivierung im Gelretardierungsassay.

Die Abbildung zeigt die Aktivierung von NF-xB nach einstiindiger Kokultivierung in
mononuklediren Zellen und in ruhenden bzw. IFNy-vorstimulierten Endothelzellen.

Die verschiedenen Versuchsbedingungen sind unterhalb der Abbildung angegeben.

EC steht fiir Endothelzellen, MNC fiir mononukledire Zellen.
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In nicht-inkubierten mononukledren Zellen und in ruhendem wie auch in IFNy-
voraktiviertem Endothel war keine Aktivierung von NF-kB nachzuweisen. Nach
Kokultivierung von mononukledren Zellen mit IFNy-voraktivierten ECV-304
konnten wir eine starke Aktivierung von NF-kB in beiden Zelltypen beobachten.
Eine leichte Aktivierung von NF-kB konnten wir auch in der Kokultivierung mit
unaktiviertem Endothel sehen. Die SP-1 Bande zeigt an, daf} in allen Proben der

Proteingehalt gleich grof3 war.

3.4 Nachweis der endothelialen IL-6-Freisetzung nach Stimulation mit

Plasmen von Patienten mit akutem Myokardinfarkt

Endothelzellen wurden iiber 24 Stunden mit Plasmen von Infarktpatienten
inkubiert und die Uberstinde im ELISA auf IL-6 untersucht. Die Plasmen wurden
24 bis 48 Stunden nach PTCA und Stentimplantation von Patienten mit akutem
Myokardinfarkt gewonnen und enthielten im Mittel 330+13 ng/l IL-6. Bei allen
Patienten lag der Gehalt an IL-1[ unterhalb der Nachweisgrenze. Als Kontrolle
dienten Plasmen von Patienten, die einer elektiven PTCA unterzogen worden
waren. In diesen Plasmen lag der IL-6 wie auch der IL-13 Gehalt unterhalb der
Nachweisgrenze. Die Inkubation von HUVEC mit Infarktplasmen induzierte in
Endothelzellen die Freisetzung von IL-6 (20144+230 pg/24h; P<0,001). Mit Hilfe
des IL-1 RA konnte die IL-6 Sekretion um 38+7% vermindert werden (1256+150
pg/24h; P=0,004). Die Inkubation von Endothelzellen mit Plasmen aus der
Kontrollgruppe fithrte nur zu einer geringen endothelialen IL-6 Freisetzung
(47571 pg/24h), welche durch den IL-1 RA nicht inhibiert werden konnte
(P=0,95).
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Abb.9: Endotheliale IL-6 Freisetzung nach Stimulation mit Plasmen von
Patienten mit akutem Myokardinfarkt bzw. Plasmen von Patienten mit Angina
pectoris und Hemmung der IL-6 Freisetzung mit einem IL-1-

Rezeptorantagonisten im ELISA.

Die Abbildung zeigt die Menge an IL-6 im Uberstand nach 24 stiindiger Inkubation von
Endothelzellen mit Plasmen von Patienten mit akutem Myokardinfarkt (weif3) und die Hemmung
der IL-6 Freisetzung mit einem IL-1 Rezeptorantagonisten (schwarz). Als Kontrolle dienen
Plasmen von Patienten mit stabiler Angina pectoris. Die Werte reprdsentieren den Mittelwert
Standardfehler aus 6 Versuchen.

AMI steht fiir akuten Myokardinfarkt.

* P < 0,001 im Vergleich zu Kontrollplasmen.
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4 Diskussion

4.1  IL-6- und IL-18 Freisetzung in der Adhiision von Monozyten an
Endothelzellen

Die vorliegende Arbeit zeigt, dall die Adhédsion von Monozyten an Endothelzellen
zu einer Expression von IL-6 und IL-18 fiihrt. Allerdings kommt es bei der
Adhidsion von Monozyten an ruhendes Endothel nur zu einer schwachen
Expression von IL-6 und IL-1B. In IFNy-stimuliertem und in ruhendem, nicht
koinkubiertem Endothel kann kein IL-6 und IL-18 nachgewiesen werden. Wie
bereits in fritheren Studien gezeigt wurde, interagieren ruhende Endothelzellen
kaum mit Monozyten (Hakkert et al 1991). Nur in der Adhdsion von Monozyten
mit voraktiviertem Endothel kommt es zu einem wesentlichen Anstieg der beiden
Zytokine. Zahlreiche histologische Untersuchungen haben gezeigt, dal Myozyten
und Endothelzellen nach Reperfusion ihren Phinotyp im Sinne einer Aktivierung
andern (Hearse et al 1993, Kukielka et al 1993, Kukielka et al 1995). Als Modell
fiir aktiviertes Endothel wurden die HUVEC mit IFNy vorstimuliert, da IFNy die
Expression von Adhdsionsmolekiilen auf Endothelzellen nicht {iber eine
Aktivierung von NF-kB fordert, wie bereits Baeuerle und Henkel (1994)
demonstrierten, sondern iiber eine JAK-abhingige Aktivierung von STAT
Transkriptionsfaktoren (Darnell et al 1994). TNFa im Gegensatz kann {iber NF-
kB die zellulire Synthese von IL-1 sowie die Expression von
Adhésionsmolekiilen induzieren (Ross 1993, Bacuerle 1994). Das erkléart die
weitere Zunahme der IL-6 Menge im Western Blot, wenn kokultivierte
Endothelzellen mit TNFo vorstimuliert werden. Da das Hauptaugenmerk dieser
Arbeit aber auf den beiden Zytokinen IL-1 und IL-6 und deren Wechselwirkung
liegt, wurde in den nachfolgenden Versuchen auf eine Vorstimulation mit TNFo

verzichtet.
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4.2  Endotheliale IL-6 Produktion als IL-18 abhéngiger Prozef3

Die Zunahme der IL-6 Expression nach Adhision von Monozyten an IFNy-
vorstimuliertes Endothel konnte mit Hilfe eines IL-1 Rezeptorantagonisten
inhibiert werden. Die IL-18 Produktion wurde durch den IL-I
Rezeptorantagonisten nicht beeinflufit. Das beweist zum einen, daf} die IL-6-
Freisetzung ein IL-1B-abhéngiger ProzeB ist, zum anderen zeigt es, daf3 die IL-18
Produktion kein autokrin gesteuerter Prozef ist. Das stimmt mit den Ergebnissen
anderer Arbeitsgruppen einher, die zeigten, dal IL-1 und verschiedene Stimuli
wie LPS und TNF die IL-6 Produktion in Endothelzellen induzieren (Podor et al
1989, Le et al 1989) und daB3 Regionen im IL-6 Promotor direkt fiir die IL-1-
vermittelte IL-6 Induktion zusténdig sind (Isshiki et al 1990, Shimizu et al 1990).
Endothelzellen konnen sowohl IL-18 als auch IL-6 exprimieren (Sironi et al 1989,
Podor et al 1989). Auch Monozyten setzen nach Stimulation mit IL-1 und LPS IL-
6 frei (Tosato et al 1990). Die getrennte Analyse beider Zellen im Northern Blot
nach Adhésion von Monozyten an Endothelzellen macht deutlich, da3 Monozyten
die Hauptquelle fiir IL-18 und Endothelzellen die Produzenten von IL-6 sind. In
Endothelzellen ist keine IL-1B Freisetzung nachzuweisen und Monozyten zeigen
lediglich einen leichten Anstieg von IL-6. Der Northern Blot verdeutlicht
dariiberhinaus, dal Monozyten bereits nach einer zweistiindigen Adhésion an das
Endothel ein Maximum an IL-18 mRNA produzieren, wohingegen Endothelzellen
erst nach 6 Stunden einen maximalen Anstieg an IL-6 zeigen. Das untermauert die
These, daB3 die IL-6 Freisetzung IL-1B abhingig, dadurch zeitlich versetzt, ablauft.
Sowohl auf Proteinebene als auch im Northern Blot wird deutlich, dal3 die
monozytire Adhdsion an vorstimuliertes Endothel zu einer wesentlich hoheren
Produktion an IL-6 und IL-18 fiihrt. In vivo sind die Monozyten sicherlich nicht
die einzige Quelle fiir IL-1B, da auch Thrombozyten IL-1 freisetzen, welches die
Expression von Adhédsionsmolekiilen und die Zytokinproduktion in

Endothelzellen induziert (Hawrylowicz et al 1991).
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Einige Studien konnten im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit zeigen,
dal Makrophagen eine Hauptquelle fiir IL-6 sind. In atheromatdsen
Veranderungen der GefaBBwand konnten Monozyten/Makrophagen nachgewiesen
werden, die IL-6 freisetzen (Kishikawa et al 1993). Auch in das reperfundierte
Myokard einwandernde Monozyten/Makrophagen konnten als Quelle von IL-6
identifiziert werden (Gwechenberger et al 1999). In dieser Arbeit konnte keine IL-
6 mRNA Expression in Monozyten nachgewiesen werden. Der fehlende
monozytdre IL-6 Nachweis konnte durch den zeitlichen Rahmen dieser Versuche
erklart werden. So war es das Ziel, die zelluliren Mechanismen in der frithen
Phase der Adhision zu untersuchen, in der sich der Monozyt noch nicht zu einem

IL-6 produzierenden Makrophagen differenziert hat.

4.3  Freisetzung von Zytokinen als adhésionsabhéngiger Prozef}

In der Versuchsreihe mit Transwell-Kammern fiel die Zytokinproduktion von
voraktiviertem Endothel und Monozyten auf Werte ab, die in der direkten
Adhésion von Monozyten mit ruhendem Endothel erreicht werden. Das zeigt, daf3
die Adhédsion von Endothelzellen und Monozyten eine zentrale Rolle bei der
Expression von IL-1B wund IL-6 spielt. In weiteren Versuchen mit
adhisionsinhibierenden Antikorpern fiihrte der VCAM-1-AK zu einer signifikant
geringeren Produktion an IL-1P und IL-6, wohingegen Antikorper gegen ICAM-1
und Selektine keinen Effekt hatten. Diese Ergebnisse zeigen, dafl die Expression
von IL-1B und IL-6 iber eine VCAM-1/VLA-4 vermittelte Adhédsion von
Monozyten an Endothelzellen induziert wird. Die Zugabe von Antikdrpern gegen
die B1-Untereinheit (CD 29) und die a4-Untereinheit (CD 49d) des VLA-4
Rezeptors auf Monozyten bewirkte eine ebenso deutliche Reduktion der IL-1[3
Freisetzung in Monozyten wie der endothelialen IL-6 Produktion. Dies macht
deutlich, dal die Monozytenaktivierung mit nachfolgender IL-1p Freisetzung
iiber eine adhisionsbedingte Aktivierung des P1-Integrins und nicht des B2-
Integrins zustande kommt. In der Literatur ist beschrieben, da3 beide Integrine

nach Adhision Signale in die Zelle transduzieren konnen (Hynes et al 1992) und
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damit zur vermehrten Genexpression von Entziindungsmediatoren beitragen
(Haskill et al 1988, Eierman et al 1989, Yurochko et al 1992, Lukacs et al 1994,
Lukacs et al 1995). Yurochko et al (1992) zeigte jedoch bereits, dall stimulierende
Antikorper gegen Bl-Integrine zu einer IL-1P Freisetzung in Monozyten fiihrten,
nicht jedoch Antikorper gegen 2-Integrine. Dabei hatten Antikorper gegen die
o4-Untereinheit und die B1-Untereinheit den gleichen Effekt. Zusétzlich
vermittelt VLA-4 nicht nur die Induktion von IL-1f und TNFa, sondern
stimuliert auch die prokoagulatorische Aktivitdt mittels Produktion von tissue
factor (Fan et al 1995). In neueren Untersuchungen fand man, dal} iiber
Phosphorylierung von Tyrosinresten MAP-Kinasen aktiviert werden und daf3
zusitzlich NF-xB zum Zellkern transloziert und eine Geninduktion bewirkt
(McGilvray et al 1997). Jedoch ist in allen diesen Versuchen die
adhisionsbedingte Aktivierung des VLA-4 Rezeptors nur durch “crosslinking”
mittels monoklonaler Antikorper herbeigefiihrt worden (McGilvray et al 1997)
und nicht im direkten Zell-Zell-Kontakt. Mit unseren Ergebnissen konnte an
einem physiologischen Modell der Zell-Zell-Interaktion verifiziert werden, dal3
eine via Pl-Integrine vermittelte Adhdsion von Monozyten an aktivierte
Endothelzellen eine Zytokininduktion in beiden Zellen zur Folge hat. Die
Bindung iiber VLA-4 an VCAM-1 auf voraktivierten Endothelzellen induziert in
Monozyten die Produktion von IL-1B. IL-1B stimuliert dann die Endothelzellen
zur Produktion von IL-6. Mit Hilfe der Durchflulzytometrie konnte festgestellt
werden, daB3 die Inkubation von voraktiviertem Endothel mit Monozyten zu einer
signifikant erhohten Expression von VCAM-1 auf Endothelzellen fiihrte. Wie
jedoch auch unsere Messungen =zeigten, fiihrt IFNy alleine zu keiner
nennenswerten Steigerung der VCAM-1-Expression (Dustin et al 1986, Pober et
al 1986 ). Antikorper gegen VCAM-1 und der IL-1 Rezeptorantagonist inhibierten
die VCAM-1 Expression auf Endothelzellen. Das bedeutet, daB3 die B1-Integrin
vermittelte IL-1f Freisetzung in Monozyten die VCAM-Expression auf
Endothelzellen induziert und somit weitere Monozyten iiber VLA-4 an
Endothelzellen binden. Es resultiert ein positiver Riickkopplungsmechanismus.

Mehrere Arbeiten zeigen, dafl die Sekretion von Entziindungsmediatoren auch
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iiber andere Adhédsionsmolekiile induziert werden kann. So kommt es durch eine
monozytire-endotheliale Interaktion iiber ICAM-1 zu einer Sekretion des
Chemokins MIP-1a (Lukacs et al 1994). Marx et al (1998) konnten zeigen, daf3 in
Monozyten, die iiber ICAM-1 an glatte Muskelzellen binden, vermehrt tissue
factor exprimiert wird. Dadurch wird die prokoagulatorische Aktivitdt im Bereich
des arteriosklerotischen Plaques gefordert und trdgt auf diese Weise zur
Thrombose nach Plaqueruptur bei. Die Adhdsion von Monozyten an
unstimuliertes Endothel ist vor allem [2-Integrin abhidngig (Wallis et al 1985,
Carlos et al 1991). Die verstirkte monozytidre Adhdrenz an zytokinaktiviertes
Endothel kann jedoch nur durch eine Kombination von Antikdrpern gegen VLA-
4, CD18 und ELAM-1 blockiert werden (Hakkert et al 1991, Carlos et al 1991).
Auch die anschlieBende Migration der Monozyten durch das aktivierte Endothel
ist nur durch eine Kombination von CD18- und VLA-4-Antikérper hemmbar
(Meerschaert et al 1995).

Anhand des Zellmodells in dieser Arbeit kann nicht erklédrt werden, wie es zu der
schwachen Expression von IL-18 und IL-6 nach Adhdsion von Monozyten an
nicht-aktiviertes Endothel kommt. In einer kiirzlich verdffentlichten Studie konnte
gezeigt werden, dal PDGF durch Interaktion von unstimuliertem Endothel mit
Monozyten induziert wird (Funayama et al 1998). In unseren Versuchen
entspricht die freigesetzte Menge an IL-18 und IL-6 in der Kokultivierung mit
unstimuliertem Endothel in etwa der Menge aus den Versuchen mit den
Transwell-Kammern. Es liegt die Vermutung nahe, daB3 bis jetzt unbekannte,

16sliche Faktoren an der basalen Interleukinexpression beteiligt sind.

4.4  NF-xB Aktivierung als adhiisionsbedingter Prozef}

Die prasentierten Daten zeigen, dall nach einer einstiindigen Inkubation von
Monozyten mit ruhendem und mit IFNy-stimuliertem Endothel in beiden
Zelltypen der Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert wurde. Sowohl Monozyten
alleine als auch nicht-aktiviertes und voraktiviertes Endothel zeigten keine

Aktivierung von NF-kB. Wenn Monozyten mit Endothelzellen inkubiert werden,
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kommt es zu einer nukledren Translokation von NF-kB in beiden Zellarten. Die
NF-kB Aktivierung ist stirker in Monozyten, die mit voraktiviertem Endothel
inkubiert waren als in Monozyten mit ruhendem Endothel. Es ist bekannt, daf3 die
Induktion von IL-1p {iber die Aktivierung von NF-kB reguliert wird (Baeuerle et
al 1994, Hiscott et al 1993). Hiscott et al (1993) konnten im IL-13 Promoter eine
Bindungsstelle fiir NF-kB nachweisen. Zudem konnte kiirzlich an einer
Monozytenzellinie gezeigt werden, daB3 die Aktivierung des VLA-4-Rezeptors
eine Translokation von NF-kB zum Zellkern zur Folge hat (McGilvray et al
1997). Andere Arbeitsgruppen konnten nachweisen, daB3 IL-1 in Zielzellen die
nukleédre Translokation von NF-kB induzieren kann (Lenardo et al 1989, Hiscott
et al 1993, Baeuerle et al 1994). Aufgrund dieser Ergebnisse konnte argumentiert
werden, dal bereits sehr geringe Mengen an IL-13 zu einem frithen Zeitpunkt der
Kokultivierung die eigene monozytire IL-1p Produktion iiber NF-xB
hochregulieren und in Endothelzellen NF-xB aktivieren. Dieser mogliche
autoregulatorische Effekt konnte durch Kokultivierungsversuche mit dem IL-1
RA ausgeschlossen werden, da die IL-18 Synthese dadurch nicht inhibiert wurde.

Endotheliales VCAM-1 wird NF-kB-abhidngig induziert (Baeuerle et al 1994,
Collins et al 1995), wobei im VCAM-1 Promoter zwei NF-«B Bindungsstellen
lokalisiert sind, die durch Zytokine aktiviert werden kénnen (lademarco et al
1992, Neish et al 1992). Man weil}, dal ein stereospezifischer Komplex von
verschiedenen Transkriptionsfaktoren an der maximalen Expression von VCAM-
1 nach Stimulation beteiligt ist, der einzigartig fiir dieses Gen die Regulation
kontrolliert (Collins et al 1995). Diese Einzigartigkeit in der Zusammensetzung
gewdhrleistet eine Spezifitit in der Induktion verschiedener Gene und erklirt
beispielsweise die unterschiedlichen NF-kB-abhédngigen Expressionsmuster von
E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1 auf Endothelzellen. Die Zusammensetzung des
sog. Transkriptionsfaktorkomplexes konnte ein Grund fiir das bereits erwihnte
Phidnomen sein, daf in unseren Versuchen Monozyten nach Adhision vor allem
IL-1B und Endothelzellen IL-6 und VCAM-1, aber kaum IL-1p freisetzen.
Versuche mit Antioxidantien zum Beispiel ergaben, dal die VCAM-1 und E-
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Selektin Expression nach Stimulation durch IL-13 und TNFa fast vollig inhibiert
werden konnte und die Aktivierung von NF-kB blockiert wurde, die Induktion
von ICAM-1 aber unveridndert blieb (Marui et al 1993, Erl et al 1997).

An das neu synthetisierte und exprimierte VCAM-1 konnen nun weitere
Monozyten {iiber VLA-4 binden. Diese Interaktion bewirkt eine erneute
Aktivierung von NF-kB in Monozyten und in Endothelzellen. Die in dieser Arbeit
untersuchten zelluldren Interaktionen und die Aktivierung von NF-kB konnten
eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie von Entziindungsvorgingen

spielen wie sie beispielsweise in der Arteriosklerose vorkommen.

4.5 Endotheliale 1L-6 Freisetzung in Patienten mit akutem

Myokardinfarkt

Um die klinische Relevanz unserer Ergebnisse zu unterstreichen, haben wir nicht-
aktiviertes Endothel mit Infarktplasmen inkubiert und auf IL-6 Freisetzung
untersucht. Wir konnten zeigen, dal3 die Infarktplasmen die IL-6 Expression in
Endothelzellen signifikant erhohen. Die Plasmen von Infarktpatienten, die am
zweiten Tag nach Reperfusion eines akuten Myokardinfarkts abgenommen
wurden, zeigten bereits erhohte Konzentrationen an IL-6 im Vergleich zu den
Kontrollplasmen, die von Patienten mit elektiver PTCA gewonnen wurden. Das
steht in Einklang mit Ergebnissen fritherer Studien, die erhohte Spiegel an IL-6 im
akuten Myokardinfarkt nachweisen konnten (Miyao et al 1993, Neumann et al
1995, Seino et al 1995).

Die IL-6 Freisetzung konnte durch den IL-1 Rezeptorantagonisten signifikant
gehemmt werden, was die Anwesenheit von IL-13 im Plasma nahelegt. Auch
Guillen et al (1995) beschrieb eine sequentielles Auftreten von IL-1p und IL-6 im
Plasma von Infarktpatienten und konnte in Endothelzellen und Fibroblasten mit
Infarktplasmen eine IL-6 Synthese induzieren. Allerdings konnten wir weder in
den Plasmen noch in den Inkubationsiiberstinden IL-1B nachweisen. Das wird
durch frithere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe bestdtigt: Neumann et al (1995)
fand im akuten Myokardinfarkt ein erhohte Freisetzung von IL-6 und IL-8, aber
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nicht von IL-1. Unsere jetzigen Versuche am Modell der Zell-Zell-Interaktion
legen nahe, daBl es zu einer Freisetzung von IL-1 kommt, welches in den
Blutkreislauf gelangen konnte. Obwohl wir im ELISA keine erhohten Werte flir
IL-1B finden, muf3 das nicht unsere Hypothese widerlegen. Zum einen reichen
bereits Konzentrationen von IL-13 unterhalb der Nachweisgrenze des ELISA aus,
um den gewiinschten Effekt zu erreichen und zum anderen ist anzunehmen, dafl
Monozyten im Infarktgebiet IL-1p freisetzen, das parakrin Endothelzellen zur IL-
6 Produktion anregt.

Durch den IL-1 Rezeptorantagonisten konnte die IL-6 Produktion nicht
vollstédndig inhibiert werden. Es konnten auler IL-1 noch weitere, bis jetzt nicht
identifizierte 16sliche Faktoren im Infarktplasma an der IL-6 Freisetzung beteiligt
sein.

Die Stimulation der endothelialen IL-6 Synthese durch IL-1 konnte einen
wichtigen Mechanismus reprisentieren, mit dem der systemische Anstieg von IL-

6 im akuten Myokardinfarkt erklart werden kann.

4.6  Klinische und therapeutische Ausblicke

Die zelluldren Mechanismen, die in dieser Arbeit untersucht wurden, konnten eine
wichtige Rolle bei der Regulation von Ilokalen und systemischen
Entziindungsvorgéngen in der Arteriosklerose und im akuten Myokardinfarkt
spielen. Wenn Monozyten an voraktiviertes Endothel im Entziindungsgebiet
adhérieren, kommt es durch die Interaktion von VLA-4 und VCAM-1 zu einer
NF-kB Aktivierung und zur Freisetzung von IL-13 in Monozyten. Dieses IL-1(3
stimuliert nun wiederum die Endothelzellen zur Produktion von IL-6 und zu einer
vermehrten VCAM-1 Expression. Dadurch kommt es zu einer weiteren Adhésion

von Monozyten an das Endothel.
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Abb.10: Schematische Darstellung der Zellinteraktion zwischen monozytirem
VLA-4 und endothelialem VCAM-1 und der daraus resultierenden

Zellaktivierung und Zytokinexpression.

Dieser Mechanismus konnte eines der frithesten Ereignisse in der
Entziindungskaskade der Arteriosklerose und des reperfundierten Myokards
darstellen. Anhand dieser Arbeit konnte gezeigt werden, da3 die Interaktion von
VLA-4 und VCAM-1 durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
eine IL-1[B-abhédngige lokale Entziindungsantwort induziert. Zum einen wird
dadurch das Fortschreiten der Arteriogenese und der Zellschddigung im akuten
Myokardinfarkt unterhalten und zum anderen kommt es zu einer IL-6 abhéngigen
systemischen Entziindungsantwort. Die klinische Relevanz unserer Ergebnisse

wird deutlich an Versuchen von Morishita et al (1997). Es konnte nachgewiesen



Diskussion 50

werden, dafl doppelstringige “decoy” Oligodeoxynukleotide, die den aktivierten
Transkriptionsfaktor NF-kB binden und die NF-«xB abhingige Transkription
hemmen, zu einer erheblichen Reduktion des ischdmischen Myokardschadens
fiihren. Durch die Transfektion der Oligodeoxynukleotide in Rattenherzen
wiahrend der frilhen Reperfusion konnte nicht nur das AusmalBl des
Myokardschadens begrenzt werden, sondern auch eine erhebliche Abnahme der
IL-6 und VCAM-1 mRNA nachgewiesen werden. Ferner war die Reduktion von
IL-6 und VCAM-1 mit einer verminderten Anzahl von infiltrierenden Leukozyten
assoziiert. Aus diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dal NF-xB ganz
entscheidend das Ausmall der Myokardschddigung nach Reperfusion bestimmt.
NF-xB konnte eine pathophysiologische Schliisselrolle bei
Entziindungsvorgidngen in der Pathogenese der Arteriosklerose und im akuten
Myokardinfarkt spielen. Aufgrund seiner regulatorischen Funktion stellt das NF-
kB-System einen geeigneten Ansatz fiir die Entwicklung spezifischer,
antiinflammatorischer Therapeutika dar. Fiir bereits etablierte
entziindungshemmende Substanzen wie Acetylsalicylsdure wurde gezeigt, dal3 sie
neben zahlreichen anderen Effekten in der Lage sind, die Aktivierung von NF-xB
zu verhindern (Baeuerle et al 1997, Beauparlant et al 1996) und auf
Endothelzellen die Expression von Adhésionsmolekiilen zu vermindern (Pierce et
al 1996). Mit Hilfe von Antioxidantien konnte bereits in vitro eine NF-«kB-
abhingige VCAM-Expression inhibiert werden (Marui et al 1993, Erl et al 1997).
Ebenso konnten moglicherweise spezifischere Inhibitoren des Proteasoms den
Aktivierungsproze3 dieses Transkriptionsfaktors modulieren (Cobb et al 1996,
Haas et al 1998). In jedem Fall muf3 bedacht werden, dall die Hemmung des NF-
kB-Systems mit einer Suppression immunregulatorischer Vorgénge verbunden ist
bzw. eine erhohte Sensitivitdt der Zellen gegeniiber Apoptose nach sich ziehen
konnte (Baeuerle et al 1997). Das immer tiefer gehende molekulare Verstdndnis
des NF-xB-Systems sollte zu einer Entwicklung spezifischer Substanzen fiihren,
die gezielt verschiedene regulatorische Schritte dieses transkriptionellen Systems

partiell und reversibel hemmen, um bei Entziindungsprozessen zu intervenieren.
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Auch VLA-4, VCAM-1 und IL-1B stellen therapeutische Optionen zur
pharmakologischen Intervention dar, weil mit deren Hemmung friihzeitig in die
Entziindungskaskade des akuten Myokardinfarkts eingegriffen werden konnte,

bevor der schddigende Prozef in Gang gekommen ist.
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5 Zusammenfassung

Inflammatorische Prozesse tragen wesentlich zum klinischen Verlauf akuter
Koronarsyndrome bei. Bereits die Arteriosklerose als zugrundeliegende
Gefilverdnderung fiihrt zu einer lokalen Entziindungsreaktion, welche eine
systemische Entziindungsantwort induziert. Das Ausmal} der systemischen
Entziindungsreaktion korreliert mit dem Risiko akuter Koronarsyndrome. Das
Zytokin Interleukin-6 spielt durch die hepatische Induktion von Akut-Phase-
Proteinen wie CRP eine entscheidende Rolle als Mediator zwischen lokalen und
systemischen Entziindungsreaktionen und stellt einen unabhingigen
prognostischen Marker fiir den klinischen Verlauf akuter Koronarsyndrome dar.
In atheromatdsen Plaques kommt es als lokale entziindliche Reaktion zur
Freisetzung von Interferony aus T-Lymphozyten, das Endothelzellen aktiviert und
Monozyten in das Entziindungsgebiet lenkt.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die Interaktion zwischen
Endothelzellen und Monozyten zur Expression von IL-6 und IL-18 fiihrt, welche
Adhésionsmolekiile daran beteiligt sind und inwieweit der Transkriptionsfaktor
NF-kB die Genexpression reguliert.

Die Kokultivierung von IFNy-stimulierten Endothelzellen und Monozyten fiihrt
auf Protein-Ebene zu einer Freisetzung von IL-18 und IL-6. Anhand der mRNA-
Analyse fiir jeden Zelltyp getrennt konnte nachgewiesen werden, dal3 Monozyten
vor allem IL-18 synthetisieren, wihrend Endothelzellen die Hauptproduzenten
von IL-6 sind. Dabei wird endotheliales IL-6 abhidngig von IL-18 freigesetzt, da
die IL-6 Synthese durch einen IL-1-Rezeptorantagonisten gehemmt werden kann.
Versuche mit inhibierenden Antikorpern ergaben, da3 die Bindung von
monozytirem VLA-4 an endotheliales VCAM-1 verantwortlich fiir die Induktion

von IL-18 in Monozyten ist. Es ist bekannt, dal NF-kB eine Schaltstelle in der
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Genexpression proinflammatorischer Zytokine ist. Die Inkubation von Monozyten

mit Endothelzellen aktiviert in beiden Zelltypen den Transkriptionsfaktor NF-kB.

Diese Ergebnisse zeigen, dal} bereits die Zell-Zell-Interaktion iiber
Adhésionsmolekiile die nukleédre Translokation von NF-kB induziert.

Die Bindung von Monozyten iiber VLA-4 an endotheliales VCAM-1 aktiviert den
Transkriptionsfaktor NF-kB in beiden Zelltypen, Monozyten synthetisieren IL-18,
welches wiederum die Freisetzung von IL-6 in Endothelzellen fordert.

Dieser Mechanismus der B1-Integrin-vermittelten Expression von IL-18 und IL-6
konnte eine entscheidende Rolle in der Entstehung systemischer

Entziindungsreaktionen bei akuten Koronarsyndromen spielen.
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7 Abkiirzungen

AK
AMI
ATP
BSA
CD
cDNA
CPDA
cpm

CRP

dCTP
DEPC
DNA
dNTP
ds-DNA
DTT
EDTA
ELAM-1
ELISA
FITC
FKS

GAPDH

HUVEC

IxB
ICAM

Antikorper

Akuter Myokardinfarkt
Adenosintriphosphat

Rinderserumalbumin

Cluster of differentiation

Komplementire Desoxyribonukleinsdure
Natriumcitrat, Phosphatpuffer, Dextrose, Adenin
counts per minute

C-reaktives Protein

Tag

Desoxycytidintriphosphat
Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonukleinsiure
Desoxyoligonukleotide

Doppelstrangige DNA

Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsdure

Endothelial leukocyte adhesion molecule-1
Enzyme-linked immunosorbent assay
Fluorescein-Isothiocyanat

Fetales Kélberserum

Erdbeschleunigung
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Stunde

Human umbilical vein endothelial cells
Inhibitor-kappa B

Intercellular adhesion molecule
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IFNy
Ig

Igx

IL

Kbp
kDa
LDL
LFA-1
LPS
MCP-1
Min
MIP-1a
MHC II
MNC
mRNA
NF-xB
oxLDL
PBS
PCR
PDGF
PMSF
PTCA

rth
RNA
rpm
RT
SDS
sec
SSC
TBE

Interferon gamma

Immunglobulin

Immunglobulin k-leichte Kette
Interleukin

Kilobasenpaare

Kilo Dalton

Low Density-Lipoprotein
Lymphocyte function-associated antigen 1
Lipopolysaccharid

Monocyte chemotactic protein-1
Minute

Macrophage inflammatory protein-1 alpha
Major histocompatibility complex II
Mononukleédre Zellen
Messenger-Ribonukleinsédure
Nuklearfaktor-kappa B

Oxidiertes Low Density-Lipoprotein
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung
Polymerase Kettenreaktion
Platelet-derived growth factor
Phenylmethansulfonylfluorid

Perkutane transluminale Koronarangioplastie

Rezeptorantagonist
Rekombinant human
Ribonukleinsédure
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Sodium dodecyl sulfate
Sekunde

Saline-sodium citrate buffer

Tris-Borat-EDTA
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TBS
TGFB
TNFa
VCAM-1
VLA-4

Trisgepufferte Kochsalzlosung
Transforming growth factor beta
Tumornekrosefaktor alpha
Vascular cell adhesion molecule-1

Very late antigen-4
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