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EINLEITUNG & FRAGESTELLUNG

1 EINLEITUNG & FRAGESTELLUNG

Weltweit wurden 2014 von der Weltgesundheitsorgdima (WHO) Uber 17,3 Millionen
Todesfélle bei Herzpatienten registriert, was @eDrittel der Todesursachen in den westli-
chen Industrienationen ausmacht. Auch in Deutschlamd Erkrankungen des Herz-
Kreislaufsystems mit 38,9 % die haufigste TodesiresgSATISTISCHESBUNDESAMT 2014).
An deren Spitze steht mit 8,2 % die koronare Hemzkneit (KHK). Die Hauptursache der
Blutunterversorgung des Herzmuskels ist die Athdessse. Durch diese Erkrankung kommt
es stellenweise zu GefaRwandverdickungen mit da@dgénden Stenosen, woraufhin der
Blutfluss in den betroffenen Arterien stark abnehrkann (RINECKE et al. 2010).

Die konventionelle, minimalinvasive Therapie in deumanmedizin ist die perkutane
transluminale Angioplastie (PTA), die in fast 85dér 2013 durchgefuhrten koronaren Re-
vaskularisationen ihre Anwendung fandi@&R et al. 2014). Durch einen arteriellen Gefal3-
zugang wird die Stenose mittels Ballonkatheter edédpnt und optional eine Gefal3stitze
(Stent) implantiert, die das atherosklerotische&Bafffen halten soll. Laut einer Metastudie
der Barmer GEK (BzeRr et al. 2014) kommt es aber in 20 % der Félle bern Jahr nach
der Behandlung zum GefalRwiederverschluss, derantRestenose (ISR).

Einer der postulierten molekularen MechanismemiestProliferation von glatten Muskelzel-
len (SMC), die durch Uberschielende Monozyteniovasyefordert wird (RILE-ETZEL
2009). Diese wird durch die Freisetzung spezifischignalmolekile, vor allem dem Mo-
nozyten-anlockenden Chemokin CCL2, ausgelorb(lFooTet al. 2003LAu et al. 2004).
Patienten, die nach einer PTA von einer ISR beatroffaren, wiesen im Vergleich zu operier-
ten, nicht betroffenen Behandelten erhéhte CCL2#¢atrationen im Plasma auf gdiMmoTO

et al. 2002, WNG et al. 2010). Die metabolische Stabilitat von CQufd durch das Enzym
isoGlutaminylzyklase (isoQC) vermittelt. Diese ematische Modifikation ist relevant flr
die chemotaktische Potenz und schitzt CCL2 vorneifeterminalen Abbau durch Amin-
opeptidasen und der somit verbundenen Inaktivie(@vgis et al. 2011).

Ziel dieser Arbeit war es, in einem geeigneten mmfell das Enzym isoQC nach Stentim-
plantation zu hemmen, dadurch die Konzentration zxktisiertem CCL2 zu reduzieren und
somit den potentiellen fir die ISR mitverantwotién Wirkmechanismus der Monozytenin-

vasionin vivo zu darzustellen.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Atherosklerose

2.1.1 Anatomie der Arterie

Der Wandaufbau von Arterien lasst sichTianica intima Tunica mediaund Tunica adventi-

tia unterteilen (LEBIG 2004). DieTunica intimabesteht aus dem Endothel, das auf einer
dinnen Bindegewebsschicht aufsitzt und eine Basaricht zum Blut bildet. Das Zytoplas-
ma der Endothelzellen enthalt zahlreiche pinozgtbtiaufgenommene Vesikel. Zudem wer-
den auf der Membran groRe Mengen unterschiedli€ezeptoren exprimiert. Auch die
Endothelzellen selbst produzieren gefaRaktive @Gmbsh, die unter anderem direkt auf die
unterliegenden Gefaldmuskelzellen danica mediaeinwirken, wodurch GefaRwandpermea-

bilitat und Wandtonus beeinflusst werderr@<zer et al. 2003).

Die Tunica mediawird auf beiden Seiten von elastischen Fasern lumisadie alsviembrana
elastica internaund externabezeichnet werden. Sie besteht aulerdem ausé&irkngeord-
neten, spindelférmigen glatten Muskelzellen (SM@gren Anzahl bei weiter vom Herzen
entfernten Arterien zunimmt (BiG 2011). Die SMCs regeln die GefaRspannung und somit
die Durchblutung. Des Weiteren synthetisieren sge aktrazellulare Matrix (EZM), beste-
hend aus elastischen und kollagenen Fasern. Sieekdin zwei verschiedenen Phanotypen
vorliegen: Kontraktil oder sekretorisch. Im physigischen Gefal3zustand weisen die meisten
glatten GefalRmuskelzellen einen differenziertennBtyg mit wenig sekretorischer Granula
und einem hohen Gehalt apAktin auf. Letzteres ist die molekulare Grundldgedie Kon-
traktionsfahigkeit und das Ausiiben mechanischeft&rauf die perizellulare Matrix (iNz
2013). Durch physiologische oder pathologische &&rvon benachbarten Endothelzellen
oder aktivierten Monozyten kénnen sie ihren Phgmatshnell und reversibel andernog-
KowskI 1997). So Uberwiegt beispielsweise bei atherostitmhen GefalRwandveranderun-
gen der sekretorische Phanotyp, der die Fahigleizin proliferieren, zu migrieren und EZM

zu sezernieren @EE et al. 2009).

Die Tunica adventitiastellt die Verbindung der Arterie zum umliegendeewebe her und

wirkt durch ihren hohen Reichtum an Kollergenfaseiner Uberdehnung entgegen. Bei
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groReren Arterien befinden sich ddidsa vasorumkleinere Blutgefalie, die fur die Eigenver-
sorgung verantwortlich sind (¥YRAUCH et al. 2009).

2.1.2 Erkrankungsformen der Arteriosklerose

Der Begriff Arteriosklerose ist ein Sammelbegrifif falle Erkrankungen, die mit Verhartung
und Verdickung der Arterienwand und einem Verlust Blastizitat einhergehen. Man unter-

scheidet drei verschiedene FormenaNBL 1999).

Arteriolosklerose: degenerative Verdnderung @anica intimaund Tunica mediakleiner

muskulérer Arterien und Arteriolen mit GefalBwandlekung und Lumenverengung, die zu

einer Ischamie der zu versorgenden Gebiete fuhaan knd regelhaft bei Hypertonie auftritt.

Mdnckeberg-Mediaverkalkung: durch Degeneration SIIC mittelgro3er muskularer Arte-

rien charakterisiert, die mit spangenartiger Kamfung einhergeht. Geringe klinische Be-

deutung Tunica intimableibt intakt, keine Lumeneinengung).

Atherosklerose: chronisch-progressive, fokale-difuArterienwandveranderung, deren cha-

rakteristisches Merkmal die atheromattse Lasioadid) ist (REUZER et al. 2003). Diese

besteht aus einer variablen Kombination von Intieramderungen: Lipidansammlungen,
komplexen Kohlenhydraten, Blut- und BlutbestanéteilBindegewebe und Kalziumablage-
rungen (ReDE et al. 2004). Zusatzlich auftretende Mediaveramagen zeichnen sich durch
eine Proliferation der SMC und Bildung von fibrotiachem Bindegewebe sowie nachfol-
gender Sklerose aus (ML et al. 2000). Im fortgeschrittenen Stadium konkéandaufbri-

che und thrombotische Gefal3verschlisse die Folgam Bie haufigste Manifestation der

Atherosklerose ist mit 32 % in den Koronarartederfinden (HbrN et al. 2011).
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2.1.3 Pathomechanismus

Atherosklerose wird als chronisch-entzindlichegrggtle Gefal3erkrankung verstandens(L
BY 2003), in der sich zahlreiche Parallelen zur kt&éen Entziindung finden lassereir et

al. 1995). Zur Beschreibung des InitialprozessesAdleerogenese, deren Atiologie multifak-
toriell bedingt ist, gibt es mehrere TheoriemmsR formulierte 1976 die ,response-to-injury*“-
Theorie (Theorie der Verletzungsreaktion), die abeltzutage zum Verstandnis der noch
nicht vollstandig geklarten Pathogenese herangezogel (Rosset al. 1993). Nach dieser
Theorie entstehen Endothellasionen und damit veldureine erhdhte Permeabilitdt nach
schadigenden Ereignissen, beispielsweise mechamnisMdrletzung (Hypertonie, Ballondila-
tation) oder durch metabolische Einflisse wie NikoDiabetes mellitus oder Hyperlipidamie
(HorN et al. 2011). Das GefalRendothel antwortet mitaittaristischen Reparaturmechanis-
men um den entstandenen Schaden zu behebern@2003). Adhéasionsmolekile induzie-
ren die Anheftung der Monozyten an die Endothetrelind durch Zellmediatoren kommt es

zur Invasion der Monozyten in die Intima QAiscH 2009).

Eine weitere Theorie der Atherogenese ist die smgate Lipidhypothese. Sie beschreibt
Partikel des oxygenierten Lipoproteins niedrigectide (LDL) als einen wichtigen Ausloser.
Nahrungslipide werden durch die Dinndarmmukosarbésd und in Chylomikronen einge-
baut. Danach gelangen sie Uber die Lymphe in datkilislauf und werden hydrolisiert. Auf
diese Weise entstehen in der Leber Lipoproteine hmitem Cholesterinestergehalt, unter
anderem LDL (KReuzeret al. 2003). Mittels Transportproteinen wird LIM_die Peripherie
transportiert, wo es an Proteoglykane der Gefal3wanden kann und dort oxidiert wird.
Durch die Oxidation des LDL wird eine Expressionnvbeukozytenadh&sionsmolekilen
induziert, wodurch es zu einer Anlagerung von Magtea kommt, welche anschliel3end

beginnen in die Intima zu migrierenT(@PEL 2001).

Der weitere Krankheitsverlauf wird in beiden Theorihomolog beschrieben: Die Monozy-
ten, die sich an die Gefallwand angelagert habemgeur in die Intima ein und differenzieren
zu Makrophagen @4miTz et al. 2008). Gleichzeitig werden die oxidiertepitle durch die
Makrophagen phagozytiert, so dass es zur BildumgSahaumzellen kommt (BDEKE et al.
2002). Diese sind mikroskopisch als gelbe Stredender GefalRinnenwand identifizierbar
und bereits bei Kindern unter drei Jahren in det@Aoachweisbar (€L.ERMAJER et al. 1992).

Auch die Proliferation sowie Transformation der SM@n kontraktilen zum sekretorischen
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Phanotyp werden durch die Stoffwechselprodukteedéziindlich stimulierten Makrophagen
sowie durch inflammatorische Zytokine direkt gesteél{CamPBELL et al. 1985, BRUKAWA
et al. 1999).

2.1.4 Bedeutung von CCL2 bei der Atherosklerose

CCL2, auch MCP-1 genannt, ist ein Monozyten-anladies Chemokin, dessen Hauptaufga-
be das Rekrutieren von Monozyten in unterschiedhcbntzindeten Geweben iSEANARD

et al. 1990). Diese korpereigene Antwort auf inflaatorische Reize funktioniert durch das
chemotaktische Potential von CCL2 und findet auehAtherosklerose statt (BHRABIAN et

al. 1991). Zu Beginn einer atherosklerotischen aéisvird CCL2 vor allem durch die lokal
geschadigten Endothelzellen sowie die subendotéelislakrophagen und SMC produziert
(TAKEYA et al. 1993).

Lu et al. (1998) fuhrten Versuche an genetisch vesdad Mausen durch, bei denen das
SCYA 2-Gen, das fur CCL2 kodiert, ausgeschaltetdeurDa die CCL2-Ausschittung
dadurch vollstandig unterbunden wurde, waren digsee nicht fahig, bei einer induzierten
Entziindung Monozyten zu rekrutieren. Auch im Kahemmodell wurde nachgewiesen, dass
die CCL2-Konzentration in atherosklerotisch veratete Arterien signifikant hoher ist als in
den lasionsfreien GefalRerr{fEBIS et al. 1997).

Tierexperimentell wurde damit bewiesen, dass CCa®ahl generell bei entziindlichen
Erkrankungen, als auch speziell bei der Pathogedesdtherosklerose nach endothelialer
Dysfunktion als wichtiger Initiator fir die Monoaranlockung zu sehen ist LA-
HERTTUALA et al. 1991, @ et al. 1998). Je hoher die MakrophagenkonzentratmoVerhalt-

nis zur SMC-Anzahl ist, desto instabiler wird diestandende Plaque wodurch die Rupturge-
fahr steigt (DAVIES et al. 1993). Folglich konnte€C2 in der Atherosklerose Behandlung
und Vorbeugung ein potentes Molekil zur therapelé&na Beeinflussung seink@pA et al.
2002).
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2.1.5 Atherosklerose in der Veterindrmedizin

In der Tiermedizin hat die Atherosklerose eine iaofpsweise geringere Bedeutung und wird
auch nur seltenntra vitam diagnostiziert (8HOON et al. 2015). Das liegt unter anderem
daran, dass die meisten landwirtschaftlichen Nerztweit vor Erreichen ihres natirlichen
Alters geschlachtet oder anderweitig genutzt we(t#FURER et al. 2007).

Bei Kuhen tritt die Graviditatssklerose pathologigehauft auf, die sich durch konzentrische
Zubildungen elastischer und kollagener Fasern im déerinarterien manifestiert und zu
Unfruchtbarkeit fihren kann @MGARTNER 2012).

Vor allem bei alteren Haustieren stellteredReR et al. (2007) fest, dass atherosklerotische
Veradnderungen in Aorta, Hirn- und Koronararteriauftr&ten kénnen. Auch Papageien,
Greifvogel und Tauben weisen klinische Symptome dig von Gleichgewichtsstérungen
Uber das Fallen von der Sitzstange bis zu plétiichodesfallen reichen.

Beim Hund kommt eine milde Form der Atherosklerdseifig vor, bleibt aber meistens
symptomlos. Die einzig klinisch erfassbare, in (BP8r% aller alten obduzierten Hunde auf-
tretende Form ist in den intramyokardialen kleik@monararterien zu finden. Diese Verande-
rungen scheinen relevant fur die Endokardiose lpgeliderzinsuffizienz zu sein ($ER et al.
2011). Auch bei einer hochgradigen HypothyreosédistWVahrscheinlichkeit fir Atheroskle-
rose in den grol3en Koronargefaf3e 51-fach héher,ewvesn akuten Herzinfarkt zur Folge
haben kann (Bss et al. 2003). Als Préadisposition fur die Ausbildueiner Atherosklerose
beim Hund gilt eine andauernde Hypercholesterindoretber 13 — 19 mmol/l (Aus et al.
2012). Dabei soll es rassespezifische Unterschgetden. So wird seit der Publikation durch
ZANDVLIET et al. (2005) haufig eine idiopatische Atherosider bei Windhunden zitiert, bei
der es zu Thrombose dé&. abdominalismit komplettem Lumenverlust kommen kann
(GLAus et al. 2012). In dem veroéffentlichten Fallberichtirde ein 13-jahriger Afghanischer
Windhund durch eine klinisch manifeste Atheroskderauffallig, die sich symptomatisch

durch intermittierendes Hinken zeigte.
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2.1.6 Perkutane Transluminale Angioplastie

Die Behandlung einer diagnostizierten Koronarenzelidrankung (KHK) beim Menschen
wurde 1977 erstmals von Andreas Grintzig durchpeidkutane transluminale Angioplastie
(PTA) vorgenommen. Bei dieser minimalinvasiven Treklwird ein arterieller Gefal3zugang
(Schleuse) gelegt. Unter radiologischer Kontrolenik mithilfe eines Flhrungsdrahtes ein
Ballonkatheter bis zur Plaque vorgeschoben werBemch Aufdehnung des Ballons ist es
maoglich, das verschlossene Gefald wieder zu eroffGelNTzIG et al. 1977, GEMPERLI et

al. 2013). Allerdings kam es in einer voroHUES et al. (1984) verdffentlichten Studie, in
rund 30 % der Félle bereits einige Stunden naclOgeration zu Wiederverschlissen, Mona-
te spater zu Wiederverengungen oder Gefalidissektiont meist folgendem totalen Gefal3-
verschluss (RusseAuet al. 1987).

Aus diesem Grund begann Ulrich Sigwart 1987 metdie Gefal3stiitzen, sogenannte Stents,
klinisch zu etablieren (SwWART et al. 1987). Stents sollen den durch die athésostische
Veranderung eingeengten Gefal3querschnitt nach Antde) mechanisch offenhaltena(S
LAM et al. 2006). Trotzdem kann es zu einem erneutmtust des initialen Lumengewinns,
der sogenannten in-Stent Restenose (ISR), komnrxNZEN et al. 1994). In der Literatur
sind dafur Wahrscheinlichkeiten von 20 — 50 % aedeg (laATACz et al. 2004).
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2.2 In-Stent Restenose

2.2.1 Bare Metal Stents

Trotz auftretender Restenosierungen ist eine Su@fntation heute die Methode der Wahl
zur Behandlung kurzstreckiger Stenosen in der Rerip, sowie im Bereich der Koronararte-
rien (HAGEMANN 2008). Laut der BUTSCHEN HERZSTIFTUNG (2013) wurden 2012 in
Deutschland 337.171 PTAs durchgefihrt und dabei72#2Stents eingesetzt.

Der Stentkorper eines konventionellen ,Bare Met&n8 (BMS) besteht aus Edelstahl und
dient in erster Linie der physikalischen Aufrechtdtung der durch den Ballon erzielten
Arterienaufweitung, sowie der Verhinderung einereeiten GefalReinengung durch die elasti-
schen Ruckstellkrafte @&NBERT 2009). Durch die mit der PTA verbundene Gefalweahed
nung kommt es zu einer Endothelverletzung, durehitierschielende Entziindungsreaktio-

nen ausgelost werden kdnnen, die eine ISR bedingen.

2.2.2 Drug Eluting Stents

Um das Uberschie3ende Einwachsen des Stents znieri@n, wurden 2002 deutschlandweit
,Drug Eluting Stents” (DES) eingeflhrt, die mit Dgtatika beschichtet sind§R.EGRINI et

al. 2014). 2012 wurden bei einer perkutanen kormadmtervention in 68 % DES verwendet
(DEUTSCHEHERZSTIFTUNG 2013), Tendenz steigend. Der Wirkstoff wird Ubexhmere Wo-
chen hinweg gleichmaf3ig und kontrolliert an dasiegande Gewebe abgegeben, was einer
unerwinschten Zellneubildung entgegen wirken soll.

Eine Moglichkeit ist die Beschichtung mit Rapamyd¢Birolimus). Dieser Wirkstoff wird
normalerweise als Immunsuppressivum und Anti-Tuhedpeutikum eingesetzt AMG et

al. 2016). Ein anderer Wirkstoff, der zur Stentlwdttung eingesetzt wird, ist Taxol (Paclit-
axel), das den Abbau der Mikrotubuli verhindert wodhit zytostatisch wirkt. SMC sollen auf
diese Weise in ihrer Proliferation und Migratiorhgenmt werden (BSTEHORN2001). Inzwi-
schen werden ,Drug Eluting Ballons” entwickelt, dierch unterschiedliche Beschichtungen
nach nur kurzzeitigem Kontakt mit dem GefaRendotlelRestenose verhindern sollem(B

SAVARAJAIAH et al. 2014, Au et al. 2015).
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2.2.3 Einfluss der Stentbeschaffenheit auf die Restenosatwscheinlichkeit

Laut internationaler Fachliteratur gibt es Untersdl in der Wahrscheinlichkeit der Ausbil-
dung einer ISR zwischen BMS und DESESTLER et al. 2007, RAKI et al. 2014). BNGAS

et al. stellten 2010 fest, dass die ISR-Wahrsclobikeit bei DES in Abhangigkeit der Steno-
seformation nur noch bei 3 — 20% liegen solhs¥IDA et al. verglichen 2016 die ISR-Raten
nach Einsatz von BMS (22,7 %) im Gegensatz zu DE&%). NeGI et al. (2016) geben die
Wahrscheinlichkeit der ISR nach Behandlung mit Da&rsten Jahr mit 4 - 8 % an.

In einer Studie der Barmer GEK wurden die 1 - JalReinterventionsraten aller Patienten
mit PTA zwischen 2009 und 2012 verglichenTé&R et al. 2014). Etwa die Halfte der Rein-
terventionen nach DES, BMS oder einfacher Ballaidilon trat innerhalb der ersten 60
Tage nach Therapie auf. Die ISR-Raten fir den D&8vanken zwischen 20,4 - 22,2 %,
knapp gefolgt von 17 - 20,6 % beim BMS. Nach figtfré&n mussten sich 32 % der Patienten
mit einem DES und 33,8 % der Patienten mit einenSBdheut einer koronaren Revaskula-
risation unterziehen. Somit zeigt die Zusammenfagsiber 100 randomisiserter Studien der
Bamer GEK, dass DES keine Vorteile gegeniiber BM&hdBTZzER et al. 2014). Die Uber
20 Jahre zusammengestellte Meta-Analyse vamkALINOS et al. (2009) kommt zu dem

gleichen Ergebnis..

2.2.4 Pathogenese der in-Stent Restenose

Generell sind als Griinde der ISR die Hyperplasieethelothelzellen, sowie die Migration der
SMC beschrieben. Die exakten Mechanismen dafir sonth nicht aufgeklatK ANG et al.
2012).Eine Rolle spielt die EZM-Bildung und das Wachstder SMC, welche die Trans-
formation vom kontraktilen zum sekretorischen Phgmalurchlaufen und Richtungunica
intima migrieren (PRUKAWA et al. 1999). So verlieren die Muskelzellen demta&t zur
perizellularen Matrix, wodurch sich ihre Prolifecat und Migration ungehemmt vollziehen
kann (BENDECK et al. 1994). Nachdem die Wundoberflache wieddéstémdig von Endothel-
zellen bedeckt ist, beginnen mesenchymale Zell¢rdeni Proteoglykansynthese, die eine der
Hauptkomponenten der EZM der Neointima ausmachds@i Vorgang bedingt unter ande-
rem das Remodeling, stellt also einen reaktivemvegpichen Umbauvorgang dar, der auf

pathologische Belastung oder eine Entziindung {BlgtTERS et al.1997).
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Der Reiz zur Neointimabildung wird vor allem durdle Ballondilatation ausgeldst. Diese
korreliert auch direkt mit der Konzentration der mdaytenadhasion und der Menge der
intimalen Makrophagen im geschadigten GefaRenddiRetERs et al. 1996, RITER et al.
2015).

2.2.5 Bedeutung von CCL2 bei der in-Stent Restenose

In Analogie zur Atiologie der Atherosklerose spielECL2-induzierte Monozyteninvasion
und Proliferation der SMC eine grof3e Rolle bei Batstehung der ISR. Es konnte gezeigt
werden, dass die Plasmalevel von CCL2 auch drei beshs Monate nach der Behandlung
mittels PTA bei den Patienten signifikant hoher evardie von einer Restenose betroffen

waren (QPOLLONE et al. 2001,HEDA et al. 2002).

Auch die lokale CCL2-Expression hangt mit den Mexsimen des Remodellings zusammen
(HokivoToO et al. 2002). NacheszmaN et al. (2002) und G4EPERSet al. (2006) hat CCL2
einen direkten Einfluss auf die SMC. Wird die CC&nathese gehemmt, zeigt sich tierexpe-
rimentell, dass die SMC-Proliferation und somit #leointimabildung nach PTA geringer
ausfallt (RassiA et al. 2009FURUKAWA et al.1999). hLENTI et al. gelang es 2011 nachzu-
weisen, dass eine orale Behandlung eines selek@@2-Inhibitors im Schweinemodell
einen Einfluss auf Neointimadicke und —flache, sowirozentuale Lumenstenose nach

Stentimplantation hat.

2.2.6 CCL2-Rezeptor-Interaktion

CCL2 bindet an den G-Protein-gekoppelten Chemokepwr CCR2, der endogen unter
anderem von Monozyten synthetisiert und auf derdioBerflache exprimiert wird (\WNG et

al. 1997, lau et al. 2004, S8HECTER et al. 2004). Der entstehende chemotaktische CCL2-
Gradient steuert die Monozytenadhésion und nachifolg Makrophageninvasion.

Bei den Makrophagen, die im Prozess der Atherosk&beteiligt sind, lasst sich eine gestei-
gerte Expression von CCR2 nachweiseaH{#Tz et al. 2008). Natives LDL im Blut wirkt
hierbei als positiver Verstarker, indem es die CERpression auf den Endothelzelloberfla-
chen erhoht (N et al. 1998).

10
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2.3 Funktion und Inhibition von Glutaminylzyklasen

2.3.1 Glutaminylzyklasen

Glutaminylzyklasen (QCs) sind zinkabhéngige Metatloyme der Familie der Acyltransfera-
sen, welche die Bildung von Pyroglutamyl (pGlu)-t#gn oder -Proteinen aus N-terminalem
Glutamin unter Ammoniakfreisetzung katalysieregH&LING 2004). Die erste QC-Aktivitat
im Sauger wurde 1987 unabhangig voscHER et al. und BSBY et al. in bovinen Hirnarea-
len sowie menschlichen B-Lymphozyten beschrieben.

Ein bis zu 45 % sequenzidentisches Isoenzym deafiaylzyklase (isoQC), das ausschliel3-
lich im Golgi-Apparat vorkommt, konnte ebenfallssaverschiedenen Saugerzellen isoliert
werden (GNis et al. 2008). Durch die QC/isoQC-katalysierte Zsikkung verliert der N-
Terminus des Signalproteins seine basischen Eigafiea und wird gegen den Abbau durch

Aminopeptidasen geschitzt{8 et al. 2014).

2.3.2 Funktion der isoGlutaminylzyklase bei der CCL2-Reilung

Die durch die Enzyme QC oder isoQC-katalysierteeininale Blockierung stellt einen
bedeutsamen biologischen Reifungsschritt vielern@iteéne dar, da der pGlu Rest essentiell
fur die chemotaktische Aktivitat ist g@is et al. 2011). Es werden sowohl Rezeptoraktivie-
rung als auch Signaltransduktion verbessext (CoILLIE et al. 1998). Auch am N-terminus
von CCL2 befindet sich ein pGlu-Rest, der posti@isal durch Zyklisierung eines N-
terminalen Glutaminylrestes durch die isoQC ents{€Nis et al. 2011). Dieser verleiht
CCL2 metabolische Stabilitat und ist somit relevi@imtdie chemotaktische Potenzi{4N et

al. 2007). Ohne diese Modifikation kann CCL2 N-tarah von Aminopeptidasen abgebaut
und dadurch inaktiviert werden. Strukturverandeévii@ekile binden noch an CCR2, 16sen
jedoch keine Chemotaxis aus und wirken, wie in Ahlrig 1 dargestellt, entsprechend anta-

gonistisch (RoosTet al. 1998).

11
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Abb. 1: Schematische Darstellung der CCL2-Reifung arch Zyklisierung der isoQC, sowie des
Wirkmechanismus der isoQC Hemmung, modifiziert nachCYNIS et al. (2011).Links: Physiolo-
gischer Wirkmechanismus der CCL2-Reifung durch Bydung der isoQC und Bindung als Agonist
an den Rezeptor CCR2. Rechts: Wirkmechanismus &n€XC-Inhibitors. Ohne Zyklisierung durch
die isoQC kommt es zum Abbau durch unspezifischéndpeptidasen und dadurch zur Bindung als

Antagonist an CCR2.
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2.3.3 Inhibition der Glutaminylzyklasen

Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt, miad4odelltier Kaninchen die CCL2-
Expression bei atherosklerotischen, sowie mit Baigioplastie behandelten Individuen
stark erhoht ist (MRI et al. 2002). Auch beim Menschen korreliert eiaaghnhaltende,
unphysiologische CCL2-Konzentration nach dem PTAgEff mit der Restenosewahr-
scheinlichkeit (@G>OLLONE et al. 2001). CCL2 ist daher ein vielversprecherdielprotein der
Wirkstoffforschung (@nis 2009). Da eine N-terminale Verkirzung des Protalassen
Funktion beeintrachtigt (BEMMERICH et al. 1999) und das Enzym isoQC fir die Stakilisng
von CCL2 sorgt, sollte im durchgefiihrten Versuche d?otenz eines unspezifischen
QCl/isoQC-Inhibitors durch orale Applikation im atbsklerotischen Kaninchenmodell getes-
tet werden. In der Literatur ist die enterale Ballang gegen das Auftreten einer verstarkt
ausgebildeten ISR durch einen selektiven CCL2-ltdnitbereits als erfolgreich beschrieben
worden (BRLENTI et al. 2011). Auch die orale Anwendung der entefidn QC/isoQC-
Inhibitoren soll perspektivisch die Folgen, die clurCCL2-Uberstimulation im versorgten
GefalRsegment post-operativ entstehen, verringedrsarden langfristigen Erfolg einer derar-

tigen Intervention sicherstellen.

2.3.4 Inhibition durch MWT-S-17 und MWT-S-18

MWT-S-17 ist ein publizierter (BcHHOLz 2007, Riiz-CARRILLO et al. 2011), nicht selekti-
ver QC/isoQC-Inhibitor, der (wie auch MWT-S-18) vdar Arbeitsgruppe Wirkstoffdesign
und Analytische Chemie des Fraunhofers IZI-MWT seldynthetisiert wurde (vergleiche
Thbl. 12). Die Hemmung erfolgt kompetitiv, der Inhdy konkurriert also mit dem Substrat
(hier das unreife, nicht zyklisierte CCL2) um d&sivee Zentrum des Zielenzyms. Charakte-
ristisch ist, dass die Hemmung durch eine ausratti®he Substratkonzentration Gberwun-
den wird (BERG et al. 2014).

Die Potenz eines Inhibitors kann unter anderemtdden K-Wert beschrieben werden.

Der Ki-Wert ist die Dissoziationskonstante fur den Enawmbitor-Komplex. Sie gibt die
Inhibitorkonzentration an, die eine Halbierung deaximalen Reaktionsgeschwindigkeit
bewirkt (KRIEGEL et al. 2014). Je kleiner der-Wert ist, desto starker ist die Enzymhem-
mung (KUBLER et al. 1975).

13
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2.4 Tiermodelle

2.4.1 Anforderungen an das Tiermodell

Da die Wirksamkeit des verwendeten Inhibitors MWFIL-Sbereitan vivo im atheroskleroti-
schen Mausmodell getestet wurderfiis et al. 2011), ging es im Folgeprojekt um ein eali
tisches und gut extrapolierbares Modelltier fur @reerapie der ISR. Um originale Medizin-
produkte aus der Humanmedizin verwenden zu konsaite zu diesem Zweck ein Grol3-
tiermodell etabliert werden.

KAPOURCHALI et al. verglichen 2014 die wichtigsten Restenesgibdelle miteinander.
Neben den beiden konventionellen Nagerspezies wuedeh Kaninchen und Schweine
diskutiert, die sich fiir diese Fragestellung eigria beim Menschen die Stentimplantation
ausschlieflich in pathologisch veranderten Gefadehfolglich bei hohen Serumcholeste-
rinwerten stattfindet, sollte fur diesen VersuclfBendem ein atherosklerotisches Tiermodell

verwendet werden.

2.4.2 Schweinemodell

Laut IQBAL et al. (2016) dient das Schweinemodell als Goiakted fir die Evaluierung der
Produktsicherheit von Stents. Aufgrund der anatoh@a Nahe zum Menschen und der prak-
tikablen Grol3e werden fir die Durchfiihrung der Ri&Ifig die Koronararterien verwendet.
Allerding sind nachvaN ANDEL et al. (2003) Schweinearterien bis zu drei Mastsdaher als
die des Menschen, was eine grol3e Rolle bei derefumigng des zu behandelnden GeféalRes
durch einen Ballonkatheter spielen kann.

Bei dem hier durchgeftihrten Versuch sprachen zudeaktische Erwagungsgrinde gegen
das Schweinemodell, da es im Fraunhofer-InstitutZgiltherapie und Immunologie keine

Maoglichkeit gibt, Schweine unter standarisierteriBgungen zu halten.
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2.4.3 Kaninchenmodell

Logistische Uberlegungen bezuglich der Haltungsinbigeiten, sowie der Wunsch die inter-
ventionelle Versorgung mdaglichst nahe an die hunfitgation anzulehnen, lieRen die Ent-
scheidung auf das Kaninchenmodell fallen. LauniNA et al. (2013) weisen die lliakalge-
falRe eine den humanen Koronararterien vergleichidarphologie auf. Diese Analogie lasst
das Kaninchen fur den experimentellen Stenteinsatliesen Gefal3en als Modell optimal
erscheinen. Man kann drei fur dieses Forschungsgedlievante Stamme unterscheiden, flr

die vorwiegend die englische Nomenklatur verwendsd:

New Zealand White Rabbit“ (NZW): NZW werden scheait 1926 als Modelltier in der

Atheroskleroseforschung eingesetzt ARQKSON et al. 1926). Sie erkranken zwar nicht spon-

tan, sind aber empfindlich gegentiber cholesten fetthaltiger Nahrung, die sie im hohen
Mal3e gastrointestinal resorbieren. Durch Futterweiger Spezialdiat wird die LDL-
Konzentration im Blut erhdht. Diese kann untersdhohe Cholesteringehalte haben und
enthalt zusatzlich Pflanzenfett, um die Aufnahme @é&olesterins aus dem Gastrointestinal-
trakt zu fordern. Das alimentar aufgenommene LDidiext leicht und wird ungehemmt und
konzentrationsunabhangig von Makrophagen aufgenamuiie dann in den geschéadigten
Endothelzellen zu Schaumzellen konvertieren. Dgtebben einen ausschlaggebenden Patho-
genesefaktor dar @OURCHALI et al. 2014).

SCHWARTZ et al. (2004) stellten fest, dass in der Literdtur NZW als Restenosemodelle
Blutgesamtcholesterinwerte Uber 1000 mg/dl als Rielt fir die Atheroskleroseinduktion
angenommen wurde. NaclRNDGEIGER (2008) ist dieser Wert nach drei Wochen einer 1 %
oder zehn Wochen einer 0,5 % Cholesterindiat drretusatzlich wird in vielen Versuchen
eine Arterienschadigung durch eine Ballondilatatioduziert (RBICHINI et al. 2007, RINI-
KARIDOU et al. 2009).

Die Kritik an der alimentar induzierten Atheroskise im NZW besteht darin, dass histopa-
thologisch eine signifikant hohere Schaumzellanzahbeobachten ist, als in der Neointima
der menschlichen Arterie (CLEN et al. 2003,®BAL et al. 2016). Fur den geplanten Versuch
eignet sich dieses Tiermodell gerade deshalb sghdg der medikamenttse Einfluss auf die

Monozytenanlockung durch QC/isoQC Hemmung untetsweinden soll.
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Aufgrund der beschriebenen Charakteristika eignem die NZW in besonderem Mal3e fir
den geplanten Versuchsaufbau, weshalb dieser Stamaen vorliegenden Versuch gewéhlt

wurde.

Watanabe heritable hyperlipidemic rabbit‘ (WHHIDiese Linie entstand durch die Inzucht

mit einem Tier, welches eine Spontanmutation iremireinzigen Gen aufwies. Diese wird
rezessiv vererbt (KNSEN et al. 1994). Bei homozygoten Tieren fehlt der LRezeptor auf
den Zellmembranen, wodurch sie als Modell fir daenifidare Hypercholesterinamie des
Menschen dienen (SIWANDT et al. 2007). Durch diese homozygote Mutation k&
nicht an seinen Rezeptor binden und es kommt zizéWafachung der Serumcholesterinwer-
te. Ab dem dritten Lebensmonat treten spontanerfsiéerosen in Aorta und Koronararte-
rien auf (WATANABE et al. 1983). Da die Pathogenese der Hyperlipidarch einen Rezep-
tordefekt zustande kommt, erscheint dieses ModelSinne der translationalen Forschung
weniger geeignet als die Atheroskleroseindukiorcklwholesterinhaltiges Futter.

«St. Thomas Hospital Rabbit* (STH): Durch Zucht$eien verdnderte Linie, bei der auch

mit Fltterung von Standardfutter die Ausbildungeeillypertriglyceriddmie im Vordergrund
steht, die sekundar mit einer Hypercholesterinarer&nipft sein kann (BaTy et al. 1992).
Durch Uberproduktion weisen Individuen dieser Linimter anderem erhohte LDL-
Plasmalevel auf und entwickeln dem Menschen ahmlatherosklerotische Lasionendiid

DESTGAARD et al. 1991).
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2.5 Ziele der Arbeit

Die Ursache der Restenose in durch Stentimplametidoehandelten atherosklerotischen
GefalRen ist noch nicht vollstandig verstanden. &feeslene Autoren (@uis 2009, RIITER et

al. 2015) weisen auf eine immunologische Komponéirie bei der die Monozyteninvasion
eine tragende Rolle spielt. Ankniipfend an dieseéutieste Atiologie sollte mit dieser Arbeit
die Frage beantwortet werden, ob es durch einersysthe Beeinflussung der Monozytenin-
vasion mittels oraler Gabe eines QC/isoQC-Inhikitweich BMS Implantation, zu einer redu-

zierten Neointimabildung und damit zu einer minirtea ISR kommt.
Daraus ergaben sich konkret folgende Ziele:
» Die Charakterisierung zweier potentieller Inhibéorder isoQC und der Vergleich ih-

rer Bioverfiigbarkeit im Kaninchen.

* Die Etablierung eines in der Literatur beschrielmetf®R Models im atheroskleroti-

schen Kaninchen.

e Der daran anschlieBende Behandlungsversuch mit meinausgewdahlten
QC/isoQC-Inhibitor und die Untersuchung des Behamgieffektes.
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3 MATERIAL, TIERE & METHODEN

3.1 Materialien

Alle verwendeten Materialien befinden sich im Angamter 9.1.

3.2 Tiere

3.2.1 Versuchstiere

Alle an den Versuchstieren vorgenommenen Eingufid Behandlungen wurden durch das
ausschlieBlich zu diesem Versuchszweck beantragtervéfsuchsvorhaben DD24-
5131/276/45 von der Landesdirektion Sachsen (Lg)pam 23.12.2014 genehmigt. Fur den
Versuch wurden weibliche, 16 Wochen alte Kanincldem Rasse Weiler Neuseelander

(NZW) des Versuchstierziichters Charles River vedeén

3.2.2 Fltterung

Wahrend der 14 tagigen Eingewohnungszeit erhiglteMiere Standard-Kaninchenfutter von
ssniff (sniff K-H), portioniertes Heu und autoklaviertesifungswassead libitum Wahrend
der ersten vier Versuchswochen wurde das Futteerg&gllets mit erhdéhten Energie- und
Fettgehalt (ssniff SM K ,High Fat and Cholesterolit 4,9 % Kokosnussfett und 1 % Choles-
terin) ausgetauscht, um eine Hypercholesterinamimduzieren. In den letzten beiden Ver-

suchswochen wurden die Tiere wieder auf Standadedfumgestellt.

3.2.3 Haltungsbedingungen

Die Kaninchen der Pharmakokinetikstudie (PK) wurddngesehen von den Blutentnahmen
(2 x fur 24 h), in Gruppen von jeweils zwei harnsarten Tieren gehalten. Die Tiere des
Behandlungsversuches wurden einzeln gehalten. Rrosiand ein Einzelkafig Typ Europa

mit der Grundflache von 4200 cm? zur Verfligung, eiererhdhtes Podest aufwies. Als ,En-

richment” dienten Nagehoélzer, die ins Frontgitténgeklemmt wurden. Die Temperatur
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betrug 18 °C - 19 °C, die Luftfeuchtigkeit 50 —%0und die Luftwechselrate 12 — 15 n/h. Es
fand alle 12 h ein Hell-Dunkel-Wechsel statt. Di@umhausleuchtung betrug ca. 250 Lux. Die
Tiere wurden vor allem in den ersten beiden Verswdchen regelmafig durch Berlhrungen
und Fixation auf dem Arm und im Untersuchungsbearetlie spater folgende Manipulation
gewohnt. Im Behandlungsversuch wurde ab der zw&lenhe erst Trinkwasser, spater das
Vehikel mittels 20 ml Spritze oral eingegeben, uancth die Gewdhnung an diese Mal3nah-

men den Stress im Laufe des Versuches zu reduzieren

3.2.4 Hygienemanagement

Laut Hygieneempfehlungen der ,Federation of Eurapeaboratory Animal Science Associ-
ations” (FELASA 2014) sollen verschiedene Erreger alle drei Mqgreateere jahrlich getestet
werden. Die Tierbestande von Charles River sind Gesundheitszeugnis frei von diesen
Erregern. Nach dem Behandlungsversuch wurden iasgefinf Tiere im Pathologischen
Institut der Veterindrmedizinischen Fakultat patigidch-anatomisch und histologisch unter-
sucht. Die entnommenen Organproben wurden an dimeldsaintersuchungsanstalt fur das
Gesundheits- und Veterindrwesen Sachsen gescliegktProben wurden dort auf entspre-
chende, von der FELASA als relevant klassifizidvieroorganismen untersucht. Keiner der

Erreger wurde nachgewiesen.

3.2.5 Aufbau der Tierversuche

Es wurden zwei Tierversuche durchgefihrt:

1. Vorversuch/ Pharmakokinetikstudie: Der erstesveh mit 12 Tieren diente der pharmako-

logischen Charakterisierung von zwei Glutaminylagdinhibitorenn viva MWT-S-17 und
MWT-S-18. Nach der Gabe der jeweiligen Substanzdemirzu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten Blutproben entnommen und mittels Hochleistuigsfgkeitschromatographie-
gekoppelter Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/M&)yasiert. Anschlie3end wurde an
den Tieren die Operationsmethode etabliert.

2. Hauptversuch/Behandlungsversuch: 28 Tieren wundeh zwei Wochen hochkalorischer

Diat bilateral Stents in di@a. iliacae externaémplantiert. Anschliel3end wurden sie rando-
misiert in verschiedene Gruppen eingeteilt und Vilachen lang entsprechend ihrer Grup-
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penzugehorigkeit behandelt. Zwei Wochen vor densi@isende fand eine erneute Umstel-
lung auf Standardfutter statt.

3.3 Methoden

3.3.1 Herstellung der Kaninchen-QCin vitro

Um die inhibitorische Potenz der QC/isoQC-Inhib#tor fir die Kaninchen-
Glutaminylzyklase (rQC) zu bestimmen, wurden digibitorkonstanten (K von MWT-S-17
und MWT-S-18 mit denin vitro hergestellten Kaninchenenzym gemessen. Bei derhbes
benen Versuchen handelt es sich um Experimente sdewhGentechnikgesetz, die seit dem
12.02.2014 in der S1-Anlage mit dem Aktenzeiche?.@Q 66230-4603 vom Landesverwal-

tungsamt Sachsen-Anhalt (Halle) zugelassen wurden.

3.3.1.1 Genamplifikation und Restriktion

Zur Klonierung wurde das Plasmid mit dem Gen deC,rQowie die entsprechenden Primer
generiert und bestellt. Die Amplifizierung der Degbonukleinsdure (DNA) fand mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nach Protokoll (iifee Fisher Scientific Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase) statt.

Der 50ul PCR-Ansatz (bestehend aus gl3rimer, 0,5ul Ziel-DNA, 1 ul dNTPs (10 mM),
10 ul Phusion Buffer (5x), 33l ddH,O und je 0,5 Phusion DNA Polymerase (2 U/ml))
wurde mit dem in Tabelle 1 gezeigten PCR-Progrankubiert.

Thl. 1: PCR-Programm zur Amplifikation der Ziel-DNA fur digansformation.

Phase Temperatur Dauer  Zyklusanzahl
Initiale Denaturierung 98 °C 30s 1
Denaturierung 98 °C 30s 30
Primer-Bindung 65 °C 30s 30
Elongation 72 °C 30s 30
Finale Elongation 72 °C 30s 1
Inkubation 4°C 0 1
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Die PCR-Produkte wurden mittels Promega Wizardggéiteinigt und in 30 pl nukleasefreiem
Wasser aufgenommen. Anschlie3end erfolgte die iRestr des Plasmids sowie des Expres-
sionsvektors pPICZ A mit den Enzymen Xho | und Not | HF. pPICA ist ein ,Shuttle-
Vektor, der haufig fur die Manipulation in HefeR.(pastori3 verwendet wird. Nach 3 h
Inkubation bei 37 °C wurden beide Anséatze bei 65{C30 min hitzeinaktiviert. Anschlie-
Rend fand eine erneute DNA-Aufreinigung sowie Blutiin Wasser statt. Die DNA-
Konzentration wurde mittels Spektralphotometer ibest und die Proben bei -20 °C gela-

gert.

3.3.1.2 Ligation von rQC mit pPICZ a A und Transformation in E. coli DH5a,

Der Ligationsansatz wurde im Verhaltnis 1:3 (VeHltwert) gewahlt und mit dem Enzym T4
DNA Ligase 3 h bei Raumtemperatur (RT) inkubierte @urch den Verdau produzierten
uberhdngenden Enden (,sticky ends”) von Vektor diedl-DNA hybridisieren miteinander.
Durch die enzymatische Aktivitdt der DNA-Ligase den die Einzelstrange kovalent ver-
bunden. AnschlieRend wurde der LigationsansatzmEd col-Stamm DH% transformiert,
indem DNA und Zellen auf Eis zusammengebracht wuréd&ch 30 min Inkubation, in der
die kompetenten Zellen die DNA aufnehmen, folgteeeHitzeschockinaktivierung (42 °C;
60 s). AnschlieRend wurden die transformierten &adm in 250 pl 37 °C warmes LB Medi-
um gebracht und fur eine Stunde bei 37 °C unteiitsein inkubiert. Jeweils 20 und 200 pl
Material wurden auf zeocinhaltigen LB-Agarplattarsgestrichen und tber Nacht bei 37 °C
inkubiert. An 5 Kolonien wurde zur Uberpriifung desinsformationserfolges eine Kolonie-
PCR durchgefihrt.

Fur die Agarose-Gelelektrophoresen wurden 100 mgD#eA mit 2 ul Loading Dye Purple
(6x) versetzt und als GroRRenstandard der MarkereReler 1 kb DNA Ladder aufgetragen.
Die Auftrennung erfolgte fir 20 min bei 120 V.

Bei 2 Klonen wurde das gewiinschte Insert mit ef@gif3e von ca. 1 kb festgestellt. Diese
Klone wurden tber Nacht in 5 ml Flassigkultur mB-Medium und Zeocin bei 37 °C kulti-
viert. Nachdem der Uberstand aliquotiert und melsmantrifugiert wurde, fand die DNA-
Gewinnung aus dem Zellpellet durch eine Plasmidp@tmn (Thermo Fisher Scientific Gene
Jet Plasmid Miniprep Kit) nach Protokoll stattul2der so gewonnenen DNA wurden analy-
tisch verdaut (Ansatz wie beim préparativen Dopgelau), um das rQC-Gen aus dem Vek-
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tor zu schneiden. Die nachfolgende Agarose-Gelelphkbrese, bei der sowohl die Bande des
Vektors pPIC4 A bei ca. 3.600 bp sowie das Gen der rQC bei wingeff.000 bp nachgewie-
sen werden konnten, diente als Kontrolle fur deettion des Zielgens in den Vektor. Jeweils
100 ng der DNA beider Klone, die eine Insertion d@€ zeigten, wurden zum Sequenzieren
zu eurofins Genomics geschickt.

Nach der Validierung der korrekten Gensequenz d8eduenzierung der Plasmide wurde ein
entsprechender Klon mit Insert ausgewahlt und Bimernachtkultur in 50 ml zeocinhaltigem
LB-Medium angesetzt. Nach Plasmidpraparation behreren Proben wurde die DNA-

Konzentration mittels Spektralphotometer bestimmt.

Der Expressionsvektor pPIGZA wurde durch Restriktion mit Pme | linearisieft Ansatze:

30 ul Plasmid-DNA, 4 pl Cut-Smart Puffer, 3 pul Pined ddH0; Inkubation bei 37 °C fur

4 h), die gewonnene DNA mit 500 ul Isopropanol tetind Gber Nacht bei -20 °C gelagert.
Nach 1 h Zentrifugation bei 4 °C (13.000 x g) wudkr Uberstand abgenommen und das
DNA-Pellet luftgetrocknet. Nach der Aufnahme der®h 20 pl HO (62 °C) wurde erneut
die Konzentration bestimmt und die Transformatiiiefe vorbereitet.

3.3.1.3 Transformation in P. pastoris X33 und Testexpression

Zur Expression des rQC-Proteins wurlepastoris(Stamm: X33) ausgewahlt. Die Protein-
expression erfolgt nach Induktion des AOX-1 Prom®tmit Methanol und die Selektion
positiver Transformanten wurde Uber das Antibiatikdeocin gewahrleistet. Die Transfor-
mation in kompetentd®. pastoris X33 wurde durch Elektroporation nach vorgegebenem
Protokoll (2.000 - 2.500 V fir 5 ms) durchgefuHbdie préaparierten Plasmide wurden so in
zwei unterschiedlichen Mengen (800 ng und 100 ngjie Hefezellen eingebracht und an-
schlieBend fur 2 h bei 30 °C unter regelméaiigercBmischung inkubiert. Anschlie3end
wurden jeweils 200 ul, 100 pl sowie nach Zentritigga(9.000 x g) das in ca. 100 pl Medi-
um resuspendierte Zellpellet auf YPDS und ZeocitigePlatten aufgetragen, die 48 h lang
bei 30 °C inkubiert wurden. Dabei wiesen beide @ampdie gleichen Wachstumsraten auf

und wurden analog weiter verwendet.

Nach Umsiedlung von 96 ausgewahlten Klonen auf emecinhaltige YPDS Platte und

weiteren 48 h Inkubation bei 30 °C, wurden mit eiRgettenspitze Zellen entnommen und
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in 2 ml BMGY Medium fir 24 h bei 30 °C unter Sclaltt inkubiert. Nach 10 min Zentrifu-
gation bei 4 °C (2.000 x g) wurde der Uberstandveefen und 2 ml BMMY Medium hinzu-
geben. Nach Resuspension und weiteren 24 h beC 3fhter Schitteln wurden am dritten
und vierten Tag jeweils 10 pl Methanol (abs.) zwdpes. Am flinften Tag, nach 96 h, wurden
die Proben bei 4 °C fiir 10 min (2.000 x g) zengiéut und der Uberstand fir die Aktivitats-

messungen abgenommen.

3.3.1.4 Fluorometrische Aktivitatsmessung

Die Bestimmung der rQC-Aktivitat in den generiertéberstanden der Hefeexpression er-
folgte mittels gekoppelten optischen Tests. Beisee Test kommt N-Glutaminyl-beta-
Naphthylamin (GInBNA), ein artifizielles Substrat der QC, und dasfétihzym Pyrogluta-
myl-Aminopetidase (pGAP) zum Einsatz. Wurde die Q@usreichendem Mal3e exprimiert,
wird aufgrund der Enzymaktivitat GIBNA zu PyroglutamylB-Naphtylamin (pGIuBNA)
zyklisiert. Durch die pGAP wird die Abspaltung degroglutamat Restes katalysiert ud
Naphtylamin f-NA) als Fluorophor freigesetzt. Dieses wird benezi Wellenlange von
340 nm angeregt und die Fluoreszenz kann bei aieltenlange von 410 nm detektiert
werden. Die gemessene Aktivitat wird in relativémdfeszenzeinheit pro Minute (RFU/min)
angegeben. Je groller dieser Wert, desto hoher @idlfvitat im Medium. Kann keine
Fluoreszenz nachgewiesen werden, ist das Enzym aktlv bzw. wurde nicht exprimiert.
Alle Reaktionen fanden in dem Puffer 50 mM TRIS @8) statt. Das Gesamtvolumen des
Messansatzes betrug 250 pl. Es wurden 20 pl eimef3iGA-Losung (3,8 g GIBNA in

50 ml TRIS) mit 25 pl pGAP (1,3 mg/ml) bei 30 °C min inkubiert. Die Reaktion wurde
mit 25 pl Probe pro Enzymlésung gestartet und fiindestens 10 min mittels Messprogramm
verfolgt. Dabei ergaben sich keine Unterschiedeéan Aktivitat zwischen den Klonen mit

unterschiedlichen DNA-Mengen bei der Elektroporatio

Anschliel3end wurde ein zweiter Test durchgefiihrtaumzuschlieen, dass die gemessene
Aktivitdt durch im Medium befindliche, unspezifiselAminopeptidasen hervorgerufen wird.
Dafur wurde die Messung wie folgt bei 6 Proben eplamsch durchgefuhrt: 200 pl einer
GIn-BNA-L6sung wurden mit 25 pl Puffer bei 30 °C fir min inkubiert. Die Reaktion
wurde mit 25 pl Probe pro Enzymlésung gestartetviisle keine Aktivitat festgestellt.
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Die drei Proben, mit der hochsten QC-Aktivitat wemdauf einer frischen YPDS Platte frakti-
oniert ausgestrichen und weitere 2 d bei 30 °Chidt

3.3.1.5 Klonkonservierung und Fermentation

Um die Klone mit der héchsten QC-Aktivitat zu kongeren, wurde eine Ubernachtkultur
bei 30 °C mit 10 ml YPD und 10 pl/20 ml Zeocin sewden entsprechenden Hefezellklonen
angelegt. Diese wurde mit 25 % Glycerin vermisaid bei -20 °C gelagert.

Fur die Expression der rQC im Fermenter wurde dasnEntationsmedium hergestellt, der
Fermenter befillt und vollstdndig zusammengebatdgkéaviert. Zeitgleich wurde eine Vor-
kultur des aktivsten Klons tber Nacht mit 200 ml 8¥-Medium angesetzt und bei 30 °C
unter Schiitteln inkubiert. Nachdem die optischehBidODyy) der Ubernachtkultur bei 3,8
lag (optimale Zelldichte fur die Fermentation §§= 2 - 4) wurde die Fermentation gestartet.
Diese fand bei 30 °C, konstantem pH-Wert von %§yliert durch automatische Ammoniak-
Zugabe) und einer £Konzentration von mindestens 20 % statt.

Die Kalibrierung des Computerprogramms erfolgtehnBetriebsanweisung. Die erste Phase
(,Glycerol-Batch®) zeichnet sich durch die Versteffichselung des Glycerins im Medium
aus, wodurch sich die Hefezellen vermehren kontstndieses aufgebraucht wird automa-
tisch Glycerin zugefittert (,Glycerol-Fed-Batch’AnschlieRend wird Methanol zugegeben
(,Methanol-Fed-Batch®), wodurch die Expression désproteins durch den AOX-1 Promo-
tor induziert wird. Uber den gesamten Fermentafiommess wurden der Kultur zweimal
taglich 10 ml Probenmaterial entnommen um die Q@wk&t zu Uberpriufen. Das Medium
wurde fir 10 min zentrifugiert (13.000 x g), der doftand abgenommen und bei -20 °C

gelagert.

Nach 70,5 h wurde die Fermentation beendet, dandfgationsmedium entnommen und bei
4 °C fur 20 min (7.000 x g) zentrifugiert. Der pHew des Uberstandes (1,9 |) wurde auf 6,8
eingestellt und anschlieend bei -20 °C gelagert.

Anschlie3end wurde die Aktivitatsmessung aller Brolm Doppelansatz mit Negativkontrol-
le nach oben beschriebenem Protokoll durchgefidsrikonnte ein Aktivitatsanstieg im Zeit-

verlauf der Fermentation nachgewiesen werden.
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3.3.1.6 Aufkonzentrierung und K; -Wert Bestimmung

Aus dem aufgetauten, durch die Fermentation gewmmédJberstand wurden ca. 500 ml
entnommen und bei 4 °C fur 60 min zentrifugier0(R x g). Der Uberstand wurde abgegos-
sen und mit insgesamt 120 ml Puffer zur Proteinandkntrierung gemischt. Davon wurden
50 ml mittels Rihrzelle bei 10 °C und 3 bar durdlrd&ion einer Membran mit einer Aus-
schlussgrenze (,cut off*) von 10 kDa aufkonzentri®ie Ruhrzelle wurde mehrmals taglich
wieder aufgefullt, bis das Endvolumen ca. 25 mtlggtDas Endprodukt wurde im Verhaltnis
1:1 mit 100 % Glycerin versetzt und bei -20 °C geld. Wahrend des Aufkonzentrierungs-
prozesses wurden die Proben vom Durchlauf, sowie ei@zuengenden Fermentationspro-

dukt entnommen, um die kontinuierliche Aktivitatr d@®C sicherzustellen.

Die Ki-Wert Bestimmung fur die Inhibitoren MWT-S-17 undWT-S-18 mittels aufkon-
zentriertem Fermentationsuberstandes fand mitkilies gekoppelten optischen Testes statt.
Als Substrat diente Glutaminyl-7-Amino-4-Methylcurma Um die optimalen Inhibitorkon-
zentrationen fur die KWert-Bestimmung zu ermitteln, wurde bei mehrerers$rat- und
Inhibitorkonzentrationen die inhibitorische Aktigitbestimmt. Lag die Restaktivitat bei einer
Messung bei ca 20 %, konnten davon die sechs tohioinzentrationen fur die RVert
Bestimmung abgeleitet werden (3125 nM, 1562,5 n80, @M, 390 nM, 195 nM, 97,66 nM).
Das Gesamtvolumen des Messansatzes betrug 250nudid-Messungen wurden als Puffer
sowie zum Verdunnen der Ansatze 50 mM TRIS-Puffgd ,0), 100 pul Substrat in vier
verschiedenen Konzentrationen (250 uM, 125 uM, G265 3,125uM), 100 pl Inhibitor in
sechs verschiedenen Konzentrationen (siehe obelmupl pGAP (1,3 mg/ml) gemischt und
fir 10 min bei 30 °C inkubiert. Anschlie3end wurmdie Messung durch Zugabe von 25 pl
QC-L6sung gestartet und die Zeit-Umsatz-Kurvemfimdestens 10 min aufgenommen.

Die Ki-Wert Bestimmungen wurden dreimal unabhangig vareer mit frisch geloster

Inhibitorstamml&sung durchgefuhrt und mit der SaftevGraFit (Version 7) ausgewertet.
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3.3.2 Charakterisierung von MWT-S-17 und MWT-S-18in vitro

3.3.2.1 Loslichkeits- und Stabilitatsuntersuchungen der Inhbitoren

Die Loslichkeitsgrenze des Inhibitors in untersdh@h konzentrierter Dimethylsulfoxid
(DMSO) L6ésung wurde mit Hilfe eines Nephelometeestbmmt. Das Testprinzip beruht auf
der Ablenkung und Messung von Streustrahlung, dieLizhteinfall von Partikeln in einer
Suspension entsteht. Der Zusammenhang von Padikadktration und Streulichtintensitat
ist linear, sodass bei der Messung von untersdbieti Konzentrationen einer Losung genau
bestimmt werden kann, ab wann diese vollstandigsgetorliegt.

Dazu wurde eine Stammldsung generiert, die in dftaven Proben seriell 1:1 verdinnt
wurde. Pro Konzentration fand eine Sechsfachbedtingnstatt. Bei einer Ausgangskonzent-
ration von 30 mg MWT-S-17 pro ml PBS mit 10 % DMS3&y der Ldslichkeitswert bei
10,33 mg/ml. Durch den Zusatz von 5 % Polysorba(®B0een 80) konnte die Loslichkeit
erhoht werden und betrug bis zu 14,75 mg/ml. Desadn wurde 24 h inkubiert und erneut
gemessen. Es ergab sich eine reduzierte Loslichkeit6,3 mg/ml. Fir MWT-S-18 betrug
die Loslichkeit in DTP-10 3,15 mg/ml. Nach 70 h uilation wurde erneut gemessen. Die
Loslichkeit betrug 1,87 mg/ml. Die hochste Loslietikeines auf Dauer vertraglichen Vehi-
kels wurde mit DTP-10 erreicht, was aus 10 % DM$&OLasungsmittel und 5 % Polysorbat
80 in PBS bestand.

3.3.2.2 Herstellung einer Suspension mit Hydroxypropylmethycellulose

Nach Auswertung der PK stand fest, dass DTP-10t milshVehikel fur die benotigte Kon-
zentration im Behandlungsversuch zur Verfugungesiekonnte (vergleiche 4.2.2). Deshalb
sollte der Inhibitor fur diegp.o. Applikation in eine Suspension uberfuhrt werdem die
optimale Viskositat zu bestimmen, wurden jeweil,12 %, 5 % und 10 % Hydroxypropyl-
methylcellulose (HPMC) in Wasser gel6st und fur @6 quellen gelassen. Anschlie3end
wurden 3 g Inhibitor mit 10 ml pro HPMC-Suspensiareiner Fantaschale vermischt (was
der Menge fur ein 3 kg schweres Kaninchen der liwdierten Gruppe entsprach). Die Vis-
kositat des Vehikels inklusive Inhibitors war miediger HPMC-Suspension am besten fir

eine Applikation geeignet.
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3.3.2.3 Bestimmung der Zytotoxizitat der Inhibitoren

Die Toxizitat der Inhibitoren wurde mit dem Homogens Membrane Integrity Assay in
zwei verschiedenen humanen Zelllinien untersuchlgs®wurden routinemafig mittels PCR
auf Mycoplasmen getestet.

Das Prinzip des Tests beruht auf der Messung dech dielllyse induzierten Austrittes des
zytoplasmatischen Enzyms Laktatdehydrogenase (LRid)ches in Saugerzellen den Um-
satz von Laktat zu Pyruvat katalysiert. Im Assaydwiaktat unter Oxidation von Nicotina-
midadenindinukleotid (NAD) durch die freigesetztBHL in Pyruvat umgewandelt, wodurch
NADH entsteht. Dadurch wird die Reduktion vom blauRedoxindokator Resazurin zum
fluoreszierenden Resorufin katalysiert, was photaseh bestimmt werden kann (siehe
Abb. 2).

3.3.2.3.1 Kultivierung von Hep-G2 Zellen

Die 5. Zellpassage der humanen hepatozellulareni@mzelllinie Hep-G2 mit der Konzent-
ration 3 x 18 Zellen/ml wurde aufgetaut und in 75 cm? Zellkullaschen mit 15 ml RPMI
Medium und 10 % fetalem Kalberserum (FBS) bei 31f@ 5 % CQ Atmosphére kultiviert.
Der Assay wurde mehrfach und fir jede Inhibitor-Geaerneut mit unterschiedlichen Passa-
gen (14, 16, 18) durchgefuhrt. Die Konzentratiostibemung sowie die routinemallige Via-
bilitatssmessungen fanden bei beiden Zelllinieneatsiimpedanzmessung statt.

3.3.2.3.2 Kultivierung von SH-SY5Y Zellen

Die humanen Neuroblastomzellen der Linie SH-SY5%bden sich mit einer Zellkonzentra-
tion zwischen 2 x 10und 3 x 16 Zellen/ml bereits in Kultur. Sie wurden in 15 mMEM
inklusive 10 % FBS bei 37 °C und 10 % gkultiviert. Um die Inhibitoren auf Toxizitat bzw.

Vibilitat zu testen, wurden Zellen der Passagel®Aind 21 verwendet.

3.3.2.4 Toxizitatssassay
In eine 96-,well“-Platte wurden jeweils 40 ,well§Doppelbestimmung) mit 100l 3*10*
Zellen/ml SH-SY5Y sowie 100 pl 5*f@ellen/ml Hep-G2 eingesat und fiir 24 h inkubiert.
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Beide Inhibitoren, MWT-S-17 und MWT-S-18, wurdenvier unterschiedlichen Konzentra-
tionen (100 uM, 10 uM, 1 pM und 0,1 pM) in DMSO@gt| mit Medium verduiinnt und nach
Uberprufung der Zellviabilitat und -dichte aufgefem. Zuséatzlich wurden eine Reihe mit
unbehandelten Zellen (Positivkontrolle) und einéhBehne Zellen mit FBS-freiem Medium
(Negativkontrolle) angelegt, um eine Fluoreszenrclludie mdglicherweise im tierischen
Serum enthaltende LDH auszuschliel3en. Es fand\@eréachbestimmung statt. Die duf3eren
~wells“ wurden als Schutz vor Verdunstung mit 1dG&garumhaltigem Medium belegt.

Nach weiteren 24 h im Inkubator wurden die eingasatellen zweimal mit PBS gewaschen
und anschlieBend mit 50 pl einer 1:50 in PBS vemtém 9 % Triton-X-100 (w/v) LOsung
lysiert. Nach 10 min Inkubation auf dem Schittheuyrde allen Proben 50 pl des Substrat-
Puffergemisches zugefiihrt und 30 s geschittelt.ciiief3end wurden die SY5Y-Zellen
20 min, die Hep-G2-Zellen 10 min im Dunkeln inkubidNach dem Abstoppen der Reaktion
konnte der jeweilige Farbumschlag per Fluoreszeszorgy quantifiziert werden. Dabei
betrug die Anregungswellenlange 544 nm, die Emmssi@llenlange 595 nm. Die Berech-
nung der Zellviabilitat erfolgte mit Formel (1).

(1

. g Experimenteller Wert—Hintergrundfluoreszenz Medium
Viabilitat % = 100x , - , .
Maximale LDH Ausschiittung—Hintergrundfluoreszenz Medium
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Abb. 2: Reduktion von Resazurin (blau) zum Resorufi (pink) im Zytotoxizitatsassay. Nach
induzierter Zelllyse katalysiert LDH unter Oxidatiwon NAD den Umsatz von Laktat zu Pyruvat,
wodurch NADH entsteht. Dadurch wird die ReduktiammvRedoxindokator Resazurin zum fluores-
zierenden Resorufin katalysiert. Bei zum Zeitputhis Assays toten Zellen (z.B. durch zytotoxische
Effekte der zu testenden Substanz) findet dieseze3s nicht statt. Das Medium bleibt, wie hierén d
zellfreien Negativkontrolle, blau.
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3.3.3 Tierversuchin vivo

3.3.3.1 Gruppeneinteilung

Pharmakokinetikversuch: Nach einer Akklimatisierszgjt von 14 Tagen wurden die Kanin-

chen randomisiert vier Gruppen mit jeweils dreirérezugeteilt:
1. MWT-S-17p.o.: 10 mg/kg

2. MWT-S-17i.v.: 3 mg/kg

3. MWT-S-18p.o.: 10 mg/kg

4. MWT-S-18i.v.: 3 mg/kg

Behandlungsversuch:

Nach der Operation wurde den Tieren eine der viep@en mit folgender Tagesdosis zuge-
lost:

1. Behandlungsgruppe: MWT-S-17 hohe Dosis, 1 g/kg

2. Behandlungsgruppe: MWT-S-17 niedrige Dosis, B8kg

3. Positivkontrolle: Behandlung Prednison, 2,1 mag/k

4. Negativkontrolle: Behandlung Vehikel

3.3.3.2 Pharmakokinetikstudie

Versuchsaufbau: MWT-S-17 und MWT-S-18 wurden inag#sl2 Tieren verabreicht. Dazu

wurde der entsprechende Inhibitor in zwei Versuolfggen mit je drei Tieren oral bzw.
intraven®s verabreicht. Als Vehikel wurde, aufgruded Ergebnisse der Loslichkeitsstudien,
DTP-10 verwendet, was sich aus 10 % DMSO und 5 %em80 in PBS zusammensetzte.
Der entsprechende pulverférmig vorliegende Inhibikairde abgewogen und 30 mg/ml in
DMSO geldst, sodass die Inhibitorkonzentration imhMel 3 mg/ml betrug. Die Losungen
wurden unmittelbar vor der Gabe frisch hergesteitl das bendétigte Volumen der Applikati-
onslosung tierindividuell errechnet.

Versuchsende war die Operation der Tiere wie u\®&B.6 beschrieben, um die OP-Methode
sowie die Probenentnahme und Aufbereitung zu etanli und zu standardisieren. Dabei
wurde die Auswirkung einer der Stentimplantatiomausgehenden Ballondilatation in drei

Tieren exemplarisch getestet.

29



MATERIAL, TIERE & METHODEN

Serumgewinnung: Die Ohrvene wurde durch Rasierem Adszupfen der Haare dargestellt

und die Haut desinfiziert. Anschlie3end wurde &4eG grol3e Flexile in di€. auricularis
gelegt und natives Blut entnommen. Die Tiere bekadie errechnete Menge Inhibitor intra-
vends in den Ohrvenenkatheter oder oral mit HilfeeSpritze verabreicht und ihnen wurde
an acht Zeitpunkten innerhalb von 24 h jeweils 1Bhit entnommen (Zeit in min nach der
Applikation: 5, 30, 60, 180, 360, 480, 720, 144D3s Blut wurde 30 min bis zur vollstandi-
gen Gerinnung bei RT gelagert, anschliel3end zagteft (2.000 x g), das Serum abpipettiert,
aliquotiert, auf Trockeneis gelagert und bei -20et@efroren. Teilweise war das Serum nach
der ersten Zentrifugation geleeartig verdickt, sssdder Serumpfropf aufgrund mangelnder
Pipettierbarkeit verworfen wurde. Die Zentrifugatiovurde wiederholt. Die gesamte PK
wurde zweimal im Abstand von vier Wochen durchgefilm eventuelle Veranderungen der
Bioverflugbarkeit, abhangig vom Cholesterinspieg@ssen zu kdnnen. Die erste Blutent-

nahme fand nach zwei Wochen, die zweite nach s&cthen fettreicher Diat statt.

Serumverarbeitung: Die Quantifizierung des Inhitsiterfolgte mittels Hochleistungsflissig-

keitschromatographie-gekoppelter Tandem-Massengpektrie (LC-MS/MS) im Labor fur
klinische und biophysikalische Analytik der AG Wstkhffdesign und Analytische Chemie des
Fraunhofer 1ZI-MWT in Halle. Die Auswertung der Batfand am Institut fir Pharmakologie
der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald in débteilung klinische Pharmakologie
statt. Aufgrund der erhobenen Daten (Halbwertangdak Bioverfugbarkeit) wurde MWT-S-17
fur den folgenden Versuch ausgewahlt und die Dasgisdie beiden Behandlungsgruppen

bestimmt.

3.3.3.3 Behandlungsversuch

Zwei Wochen nach Futterumstellung wurden die Tigperiert und anschlieRend den Be-
handlungsgruppen zugeteilt. Die Behandlung wurdesggeamt 28d mit dem
QC/isoQC-Inhibitor MWT-S-17 in zwei Gruppen mit d&iglichen Dosierungen von 1 g/kg
und 330 mg/kg alle 8 h durchgefiihrt. Als Positivkolte diente die Behandlung mit Predni-
son (2,1 mg/kg pro d), was lautBRHINI et al. (2007) in dieser Konzentration bei oraler
Gabe einen positiven Effekt auf die Reduzierung I&& im Kaninchenmodell haben soll.
Die Negativkontrolle wurde nur mit Vehikel behartdel
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3.3.3.4 Vehikel- und Medikamentenherstellung

Fur die Herstellung des Vehikels im Behandlungswersvurde eine 1 % ige HPMC Suspen-
sion verwendet (siehe unter 3.3.2.2), die 24 h eoftir insgesamt drei Medikamentengaben
aller Behandlungsgruppen hergestellt und unter &ubei RT gelagert wurde. Die Inhibitor-

konzentration in der Suspension wurde so gewah#s dlas Volumen von 15 ml bei einem
Hochstgewicht der Tiere von ca. 4 kg, nicht Gben#teim wurde. Die entsprechende Inhibitor-
HPMC-Suspension wurde unmittelbar vor der Gabe dstefit und die Spritzen mit dem

Wirkstoffgemisch in Abhangigkeit vom Tiergewichtfgazogen. Einmal taglich erhielten die

Tierep.o.zuséatzlich 40 mg Acetylsalicylsdure in 3 ml autokértem Leitungswasser.

3.3.3.5 Anésthesie

Die Narkose wurde mit einem Ketamin-Medetomidin-Gaan (0,25 mg/kg und 0,35 mg/kg)
per Injektionsnarkosem. eingeleitet. Zur Analgesie wurde initial Meloxicgihmg/kg) sc.
verabreicht. Die Intubation fand blind mit einenergden Larynxtubus ohne ,Cuff* (Grof3e
2,0) statt. Die Cornea wurde durch das Auftragem Aagensalbe geschutzt. Die Tiere wur-
den auf eine rontgendichte Carbonplatte verbradiet,mit einer Warmematte ausgestattet
war. Die Aufrechterhaltung der Narkose fand mit 2¥A&) Isofluran bei 40 % (v/v) Sauer-
stoff (O,) statt, bis die maximale alveolare KonzentratibtAC) bei 1,1 lag. Danach konnte
die Isoflurankonzentration auf 1,6 % (v/v) reduzielerden um den MAC-Wert stabil zu
halten. Initial wurden folgende Narkoseparametevajet: Atemfrequenz mit 25/min, Frisch-
gasfluss von 1,2 I/min, Tidalvolumen §\bei 40 ml. Die Narkoseiliberwachung erfolgte unter
Verwendung von Elektrokardiogramm (EKG), Sauerstittigung (spg sowie der inneren

Korpertemperatur.

3.3.3.6 Interventionelle, kathetherbasierte Stentplazierung

Vorbereitung: Den Tieren wurde vor und nach dengtihdurch einen Venenverweilkathe-
ter in derV. auricularis (siehe 3.3.3.2) Blut fir das Monitoring in Fornr dutgasanalyse
sowie zur Serumgewinnung entnommen. Das Operagélthbefand sich am ventrolateralen
Halsbereich und wurde nach der Haarentfernung tegttfgodiert und mit einem sterilen OP-
Tuch abgedeckt.
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Chirurgischer Gefalizugang: Der invasive Eingriiélie Abb. 4) begann mit einem ca. 3 cm

langen Hautschnitt auf der rechten Seite parallelfzachea. Nachdem die Unterhaut durch-
trennt wurde, konnte unter Schonung ¥erjugularisin der Tiefe dieA. carotis communis
freigelegt werden. Einer Ubererregung tkesragusdurch manuelle Stimulation wahrend der
Operation, wurde durch topische Applikation von @22 % Lidocain vorgebeugt. Dia.
carotis communisvurde anschliel3end mit Hilfe einer Irispinzetteigrapariert und vierfach
angeschlungen (Surgacryl 2/0). Daraufhin wurdepdexrimale Abschnitt permanent doppelt
ligiert und distal zwischen zwei Ligaturen eine ¥aklemme gesetzt.

Nachdem der mittlere Teil des freipraparierten Gefmit einer spitzen Schere inzisiert
wurde, konnte dort die gespulte 5 French Schleudgeseparat verschlossenem Dilatator
eingefuihrt werden. Die Venenklemme wurde geldst dirdSchleuse einige Zentimeter vor-
geschoben. Unmittelbar nach dem Entfernen desdbalat wurden 500 IU Heparin (in 0,5 ml
NaCl), intraarteriell durch die Schleuse appliziend diese danach tber den Dreiwegehahn
mit 1,5 ml Kontrastmittel-NaCl-Gemisch (1:1) gefliBeide distalen Ligaturen wurden mit
einem einfachen chirurgischen Knoten festgezogerdienschleuse zu fixieren. Das Durch-
leuchtungsfenster des C-Bogens wurde thorakaliptatznd der Gefal3verlauf mithilfe Digi-
taler  Subtraktionsangiografie  (DSA) unter Verwemglunvon 2ml NaCl-
Kontrastmittelgemisch identifiziert. AnschlielBendnkite unter radiologischer Kontrolle
mittels Durchleuchtungseinheit ein 0,035“ FUhrutgdt in die Schleuse eingefuhrt und

dieser Uber den Aortenbogen bis in Amrta ascendengeschoben werden.

Interventionelle Platzierung der Stents: Ein dirf@nrungsdraht 0,014 wurde unter radio-
logischer Kontrolle Uber didorta ascendendis zum Abzweig deia. iliacae externae
vorgeschoben. Es folgte ein Rontgenbild des Beckenge eine DSA mit 2 ml Kontrastmit-
telgemisch um den GefalRverlauf der Aortenendauispgldarzustellen. Nach Generierung
der ,Roadmap” wurde ein mit Kontrastmittelgemisaitgiter und entlifteter Ballonkatheter
auf den Fihrungsdraht gefadelt und dieser bis @nAdiilica externa dextravorgeschoben.
Nach Uberprufung des korrekten Sitzes konnte digsereinem Druck von 8 - 10 bar mit
Hilfe einer Inflationsspritze auf eine lumenfullenGrol3e aufgeblasen werden (siehe Abb. 3).
Nach der vollstandigen Entfaltung wurde der Ballthleter dreimal tber die gesamte Arte-

rienldnge hin- und her bewegt, um das GefalRendathéénudieren.
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Danach wurde der Druck wieder abgelassen und Fgkdunaht und Ballon in die linke Arte-
rie vorgeschoben. Die Prozedur wurde entsprechaadenholt, der Ballonkatheter danach
entfernt und der Fuhrungsdraht in der linken Agdrelassen. Der zuvor entliftete Coroflex-
Stentkatheter konnte Uber den Fihrungsdraht irAdiBaca externa sinistrajelegt werden.
Dort wurde er an der zuvor denudierten Stelle,atlides Abzweiges dek. iliaca interna,
durch Anlegen eines Druckes von 6 — 8 bar (entberet einem Gefal3durchmesser von
3 mm) implantiert. Nach 30 s wurde die Luft abgséas der Stentkatheter entfernt und ein
neues entliftetes System aufgebracht, was untesl@gcher Kontrolle mithilfe des Fuh-

rungsdrahtes in did. iliaca externadextravorgeschoben wurde.

Der zweite Stent wurde auf gleicher Hohe unter gieichen Voraussetzungen implantiert.
Nach Entfernung des Fuhrungsdrahtes wurde einehilssangiographie mit 2 ml Kontrast-
mittelgemisch durchgefihrt, um GefaRrupturen augdiefien und die GefalRdurchgéngigkeit
zu kontrollieren. Die Schleuse wurde anschlie3emiflemnt, die A. carotis communisnit

beiden Ligaturen permanent ligiert und die Untethant Kirschner-Naht verschlossen
(3/0 Surgacryl). Die Hautadaptation fand ebenfalis 3/0 Surgacryl und mittels Reverdin-
Nahttechnik statt. Nach Auftreten der ersten Sdirkitexe wurde das Tier extubiert und bis

zum Aufwachen auf einer Warmematte gelagert.

151081.tier2S

PATS4

Abb. 3: Angiographie bei PTA und Réntgenbild der getentetenAa. iliacae externae.
Links: Aortenendaufspaltung mit dilatiertem Ballon in dechtenA. iliaca externgweil3er Pfeil);
Rechts: radiologisch sichtbare bilateral implan¢ie€Stents in deAa. iliacae externagote Pfeile).
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Abb. 4: Einzelne Schritte der chirurgischen Praparaion.

A: Schnittflhrung; B: Praparation derA. carotis communjs C: Angeschlungene Arterie;
D: Arterieninzisur; E: Einflhren des Dilatators; HEnfiihren der Schleuse mittels Dilatator;
G: Entfernen des Dilatators; H: Einfihren des B#ththeters (Pfeil); I: Navigation d&entkatheters

(schwarzer Pfeil) auf dem Fuhrungsdraht (roter IPfdi Entfernen der Schleuse; K: Permanente
Ligation der Arterie; L: Vernahen der Unterhaut
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3.3.3.7 Belastungseinschatzung der Tiere

Wahrend des sechswoéchigen Versuches wurden distBeggen der Tiere mittels klinischem
Scoresheet untersucht. Dazu gehorten die Messunddipergewichtes und der Koérperin-
nentemperatur, die Beurteilung des Allgemeinzustandthd des Spontanverhaltens der Tiere,
sowie die Bewertung physiologischer Parameter éirutind Wasseraufnahméost operati-
onem wurden zusatzlich verfahrensspezifische Kriteriame motorische Auffalligkeiten,
verzogerte WundheilungXanthomBildung oder Cholesterinausféallungen im Auge (siehe

Scoresheet unter 9.4) beurteilt.

3.3.3.8 Blutentnahmen

Den Tieren wurde insgesamt finfmal (vor Beginn @eolesterindiat, am Tag der Operation,
24 hpost operationefmach 4 Wochen Fettdiat, bei der Abschlussangpdgea Blut aus der
V. auricularisentnommen, um aus dem gewonnenen Serum Cholestetignund Chemokin-
konzentrationen messen zu kdnnen sowie ein Bluthiltlfertigen. Wache Tiere wurden im
Untersuchungsbeutel fixiert. Nach Entfernung desusoeiner 23 G-Kanile wurde Blut aus
derV. auricularisentnommen. Die Vorbereitung der Blutentnahmestaigie die Verarbei-
tung des Serums wurden wie unter 3.3.3.2 beschrigbechgefihrt. Das Blut fiir die hamato-
logische Untersuchung wurde in Ethylendiamintetetaic (EDTA) Rohrchen aufgefangen

und zeitnah gemessen.

3.3.3.9 Serumcholesterin und LDL-Bestimmung

Cholesterinbestimmung: Die Messung des Gesamtdbalesim Serum fand mittels Choles-

terinoxidase-para-Aminoantipyrin (CHOP-PAP) Methaie Photometer nach Herstelleran-
gaben statt. Die ersten (physiologischen) Serunggroburden unverdinnt gemessen, alle
weiteren Proben 1:10 mit 0,9 % NaCl verdiunnt. N&tlgabe des Fallungsreagenz und
10 min Inkubation bei RT, wurde die Extinktion gaggnen Leerwert sowie einen Cholester-
instandard (TruCal) gemessen. Der Gesamtcholegadrait im Serum der 1:10 verdinnten

Proben berechnete sich nach Formel (11).
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(1N

G tcholesteri mg—CSt dard x 10 A Extinktion Probe
esamecnotesterin =gy = anaara x 20X o ptinktion Standard

LDL-Bestimmung: Nach Zugabe eines Fallungsreagenalie verdinnten Serumproben

konnte LDL nach 15 min Inkubation spezifisch gefé@lerden. Nach 20 min Zentrifugation
(2.500 x g) verblieben die Lipoproteine sehr gezin¢/LDL), sowie hoher Dichte (HDL) im
Uberstand und konnten mittels CHOP-PAP-Methode ifnestt werden. Die LDL-

Konzentration berechnete sich wie in Formel (IhdyIV) angegeben.

(111

Cholesterin im Uberstand mg—CSt dard % 10 A Extinktion Probe
oresterin um Bberstan dl anaara x 29 x A Extinktion Standard

(V)

m .
LDL — Cholesterin d—ig = Gesamtcholesterin — Cholesterin im Uberstand

3.3.3.10 CCL2-Konzentrationen im Serum

Funf unterschiedliche Serumproben jedes Tieregfdekte des Versuchsverlaufs siehe unter
3.3.3.8) sollten auf das frei in der Zirkulationrkandene CCL2 mittels Sandwich ELISA
getestet werden. Die optimale Serumverdinnung wwatedem Versuch experimentell

bestimmt. Die Proben wurden unverdinnt geman Gebsamleitung gemessen.
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3.3.3.11 Wirkstoffprofil

Um udberprifen zu kénnen, ob der Wirkstoff in dendbe Inhibitor-Behandlungsgruppen

trotz der Formulierungsanderung in ausreichenderzkKotration im Blut nachweisbar war,

wurden pro Gruppe drei Tiere ausgewahlt, denen eamr ca. zwei wochigen Behandlungs-
phase Blut zur Analyse abgenommen wurde. Dazu bekasie einen Ohrvenenkatheter aus
dem 15 min vor dem nachsten Behandlungszeitpunkt é@itnommen wurde. Anschlie3end
wurden die Tiere behandelt und 5, 15, 30, 45, @0, 240 und 480 min nach der Gabe je-
weils 1 ml Blut abgenommen. Das Serum wurde wiendi3.3.2 beschrieben gewonnen und

quantifiziert.

3.3.3.12 Versuchsende

Abschlussangiographie: Die Tiere die das regul&eichsende erreichten, wurden 28 Tage

nach der Stentimplantation einer Abschlussangiagraiterzogen, fir die sie mittels Injekti-
onsnarkose (Ketamin-Medetomidinin. narkotisiert wurden. Aus der Ohrvene wurden 2 ml
Blut entnommen und anschlieend 500 IU Heparinen @hrvenenkatheter appliziert. Die
Operation begann mit einem ca. 4 cm grol3en Hautsclimks parallel der Trachea. Danach
wurde die Unterhaut durchtrennt, die linrkecarotis communidargestellt und freiprapariert.
Sie wurde mit zwei Faden angeschlungmoximal verschlossen undistal mit einer Venen-
klemme versehen. Die Arterie wurde punktiert, dienlRionsnadel vorgeschoben und die
Venenklemme entfernt. Nach dem Herausziehen ddd#n&tadrins wurde eine mit Kon-
trastmittelgemisch gefullte Spritze auf den Konastgckt und der in der Arterie verbleibende
Plastikschlauch fixiert. Nach einer Réntgenaufnali®se Beckens wurde eine DSA durchge-

fuhrt. Bei allen Tieren waren die gestenteten Aetedurchgangig.

Anatomisch-pathologische Praparation: Nach der Alossangiographie wurden die Tiere in

Vollnarkose mit eineiintraarteriellen Injektion von 800 mg Pentobarbital getdétet und an-
schlieRend vollstandig anatomisch-pathologischrsntit. Der distale Aortenabschnitt sowie
die Aa. iliacae externagvurden freiprapariert und disorta abdominalisnittels Flexile ca. 3
cm proximal der Endaufspaltung punktiert. BeidetgetetenAa. iliacae externaevurdenin

situ mit mindestens 30 ml 0,9 % iger NaCl gespult @iébb. 5), anschliefend ca. 5 mm
distal des Stentes erdffnet und nochmals gesp@s. distale Drittel des Stents wurde mit

37



MATERIAL, TIERE & METHODEN

einer Schere abgetrennt und in flissigem Stickgefagert, um fir biochemische Untersu-
chungen zu Verfugung zu stehen. Der verbleibendatSturde mit einem Teil des GefalRes
herausgeschnitten, in beschrifteten Fixierbeutelaggert und nach ca. 1 h Lagerung im Kuhl-
schrank bei -20 °C bis zur histologischen Aufatlgit nativ eingefroren.

Die Gefalie von vorzeitig verendeten oder euthartasiélieren wurden nach der Sektion
ebenfalls mit NaCl gespdult, das proximale Ende ldwine Fadenligatur markiert, bei -20 °C
gelagert und vollstandig in der Histologie aufgedtdi. Von 11 Tieren wurden die Gehirne
nach Perfusion durch die linkke carotis communigntnommen, lamelliert und in flissigem

Stickstoff aufbewahrt, um fir andere biochemischietersuchungen zur Verfliigung zu ste-
hen.

Abb. 5: Praparation der Aortenbifurkation und Spilu ng der gestenteten Gefal3im situ.
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3.3.4 Histopathologische Praparationex vivo

3.3.4.1 Einbettung

Die Arterien wurden Uber Nacht im Kuhlschrank gelagind wie in Tabelle 2 beschrieben
behandelt (Zusammensetzung der Materialien sietex QriL.11). Nach 20 Tagen konnten die
in Technovit eingebetteten Proben (siehe Abb. Gjaewvbearbeitet werden.

Abb. 6: Eingebettetes gestentetes GefaBistales Drittel wurde vor der Einbettung entfeipeil).

Tbl. 2: Einbettungsprotokoll der gestenteten GefalRe in i@ah9100.

Substanz Besonderheit Dauer
4 % PFA 8°C 19h
30 % Saccharose 8°C 1d
70% Ethanol RT, Wechsel nach 8 h 1d
96% Ethanol RT, Wechsel nach 8 h 1d
Abs. Ethanol RT, Wechsel nach 8 h 1d
Xylol RT, Wechsel nach 8 h 1d
Xylol/Technovit 9100 Basisflissigkeit RT 1d
Prainfiltration | 10 min Vakuum, Lagerung bei8 °C ~ 3d
Préinfiltration Il 10 min Vakuum, Lagerung bei 8 °C 3d
Infiltration 10 min Vakuum, Lagerung bei 8 °C 3d
Polymerisation 10 min Vakuum, Lagerung bei -10°C 3 d
Ausbettung Lagerung bei 8 °C 1d

Lagerung bei RT, danach ausbetten 2 h
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3.3.4.2 Histologische Praparation

Die eingebetteten Proben wurden in Anlehnung amtdan-Dunnschliff-Technik bearbeitet.
Schnittebene, -anzahl und entsprechende Farbungetemwvorher festgelegt (siehe Abb. 7).
Der erste Schliff wurde am abgetrennten Gefal3alitscangefertigt, was denmedialen
Stentabschnitt entsprach. Jeweils der erste Diuifistieider Segmente nfedial und
proximal) wurde fiir die Ubersichtsfarbung verwendet. Ddgdade Schliff (Nr. 2 und 6)
beider Abschnitte wurde fir die Immunhistologie gaéert und dafir auf Glasobjekttrager
geklebt. Der 3. und 7. Schliff diente der morphaoben Untersuchung und die Ubrigen
beiden konnten, flr den Fall das einzelne Schiiiechadigt waren oder nachgefarbt werden

mussten, als Reserve verwendet werden.

TN

P

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.

Abb. 7: Angefertigte Schnittebenen der gestentete@efalie.Native Probe einer gestenteten Arterie,
ca. 8 mm grol3. Dedistale Abschnitt (Pfeil) ist abgetrennt. Die Schliffebansind von 1. bis 8.
durchnummeriert. 1. — 4. entspricht demadialenStentabschnitt, 5. — 8. dggnoximalen

Die in Technovit eingebetteten Praparate wurdedienmechanische Klemmvorrichtung des
Trennschleifgerates eingespannt und daraus caur@Oficke, planparallele Schliffe gesagt.
Diese Schliffe wurden auf der dem Sageblatt abgdteanSeite manuell mit Schleifpapier
der Kérnung 1200, 2400 und 4000 geschliffen unéepolAnschlieRend wurde die Dicke der
Probe mit einer Mikrometerschraube gemessen un&ddiff auf der bearbeiteten Seite mit
Technovit 7210 Kleber bestrichen. Mit der Prazisittlebepresse wurde der Kunststoffob-
jekttrager mittels Vakuum an der Grundplatte dexsBe fixiert und der mit Kleber bestriche-
ne Schliff auf die Bodenplatte gelegt. Diese wurdthilfe eines Gewichtes gegen die durch-
sichtige Deckplatte und somit unter Sichtkontrajlegen den Objekttrager (OT) gepresst.
Anschliel3end wurde ein Ultraviolettstrahler Gber Beobe installiert, sodass der Kleber fur
10-15 min aushéarten konnte (siehe Abb. 8).
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Um die Schliffe histologisch Farben zu kénnen, tealldiese eine Schliffdicke von unter
100 um aufweisen. Dafur wurde ein Schleifgerat eset, an dem der Objekttrager mittels
Vakuum angebracht und auf einen beweglichen, deirobn Motor betriebenen Schleifteller
mit Schleifpapier einer Kérnung von 1200 abgesemitden konnte. Zwischendurch wurde
der Objekttrager immer wieder abgenommen, seineued&t Gesamtdicke (Pro-
be + Klebeschicht + OT) gemessen und die Probeadiakels Formel (V) und (VI) berech-

net.

(V)

Klebeschicht pm = Gesamtdicke — OT — Probendicke

(V1)

aktuelle Probendicke ym = Gesamtdicke — OT — Klebeschicht

Wenn die Probe eine Dicke von ca 80 um erreichiehaturde der Schliff auf die gleiche
Weise erst mit 2400, dann mit 4000 Schleifpapidiepn Die Lange der Polierschritte ist
abhangig von der Glatte der Schliffoberflache, iciener wieder im Stereomikroskop tUber-

pruft werden kann.
Vor jeder konventionellen Farbung wurden die ProBenin in 0,1 % Ameisensaure ange-

atzt, 1 min in Leitungswasser gespult und anscehd(3ur 2 h in Methanol neutralisiert. Nach

dem erneuten Spulen in Leitungswasser konnte miFdebungen begonnen werden.
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o

Abb. 8: Verwendete Gerate der histologischen Bearliteng. A: Trennschleifsystem mit Kihl- und
Spllvorrichtung; B: eingespanntes Technovitprapafat Préazisions-Klebepresse fur Ultraviolett-
lichthartende Klebung unter direkter Sichtkontrplle Schleifsystem mit Vakuumbhalter, rotierendem
Drehteller und Spul-/Kuhlflussigkeit. Durch manuafipassbare Gewichte (Pfeil) wird der Druck der
Probe auf den Schleifteller reguliert.

3.3.4.3 Giemsa Farbung

Um die Proben auf Entziindungszeichen zu untersyeieme jeweils der letzte Schliff des
proximalenund desmedialenStentstiickes mittels Giemsa-Farbung gefarbt (sSiéthe3 und
unter 9.1.13), um die Entziindungszellen beurteilekténnen. Die konventionelle Hamatoxy-
lin-Eosin-Farbung (HE) liel3 sich bei Dunnschliffpggiaten nicht etablieren, da sich die Ker-

ne ohne Entplastungsschritt nicht anfarben lassen.
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Tbl. 3: Farbeprotokoll fur die Giemsa-Farbung am Dunnstchlif

Farbeschritte Zeit
Giemsalosung 1:10 mit abgekochtem ¢d@H 30 min bei 60 °C
Spulen in abgekochtem de® 30s
Spulen in abgekochtem de@® mit 4 Tropfen Eisessig 2 min

Kontrolle unter dem Mikroskop,
ggf. differenzieren durch Spulen in 70 % Ethanol

3.3.4.4 Modifizierte Movat-Pentachrom Farbung nach VERHOEFF

Fur die morphometrische Auswertung wurde jeweilsadeeite Schliff beider Stentsegmente
ausgewahlt und Movat-Pentachrom gefarbt (siehe &'olhd unter 9.1.12). Bei beschadigten
oder unvollstandigen Proben wurden die entspredremeserveschliffe gefarbt und ausge-

wertet.

Thbl. 4: Farbeprotokoll fur die modifizierte Movat-Pentaatr Farbung nach BRHOEFFam
Dunnschliff.

Farbeschritte Zeit
Alcianblau 30 min
Waschen in 70 °C heil3em Leitungswasser 3x Kuvettehsel
Working Hematoxyxylin-Lésung 20 min

Blauen in handwarmem Leitungswasser

20 min (3xtiers Wasser)

2 % FeC} 45 s
Waschen in warmem Leitungswasser 3 X
5 % Natriumthiosulfat 1 min
Waschen unter laufendem Leitungswasser 1, 5 min
Spulen in ddHO 1x
Woodstain Scarlet Working Solution 20 min
Waschen in ddpO 15 x dippen
0,5 % Essigsaure 10 x dippen
5 % Phosphowolframséaure 5 min
Waschen in ddkOD 2 x dippen
0,5 % Essigsaure, danach Schliffe abtropfen lass 8s

96 % Ethanol 1 min
100 % Ethanol 2 x 1 min
Alkoholische Safran-Lésung 25 min
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3.3.4.5 Entziindungszeichen

Jeweils ein Giemsa gefarbter Schliff beider Steptsnte, wurde in der Ubersichtsansicht
(4-fach vergroRRert) in vier Quadranten geteilt wled mittlere Bildausschnitt jedes Quadran-
ten 40-fach vergroRert aufgenommen. Die Mitte dddaBsschnittes wurde mit Hilfe der
folgenden, aus der Literatur entnommenen, Scoreddi und als ordinale Daten erhoben.
Der Neue Verletzungsscore (,New injury score”),Timbelle 5 dargestellt, ist eine Kombina-
tion aus tiefem Verletzungsscore naatH®ARTZ und dem Media-Kompressionsscore nach
WALES (GUNN et al. 2002). Der in Tabelle 6 dargestellte Entizingsscore (,Inflammation
Score*) beurteilt nach ARTER et al. (2004) die Anzahl der EntziindungszellendienStreben
und wurde durch die Erweiterung um Punkt 4 modsfizi Der Endothelialisierungsscore
(,Stent endothelialization score”) gibt das Ausmad® Endothelzellbedeckung des neuen
Lumens an (EBRTER et al. 2004) und wurde ebenfalls um Punkt O unerweitert (siehe
Thbl. 7).

Tbl. 5: Neuer Verletzungsscore.

Score Beschreibung Bildliche Darstellung

Kein Eindringen der Stentstreben in dienica
0 media
Keine Deformation deramina elastica interna

Stent induzierte ggr. - mgr. Dehnung demica
1 media
Deformation det.amina elastica internam < 45°

Stent induzierte mgr. — hgr. Dehnung d@enica

2 media
Deformation det.amina elastica internam > 45°
Stent induzierte tiefe Verletzung dewnica media

3 Ruptur delLamina elastica interna _\\\.f:\\./’

Stent induzierte tiefe Verletzung deunica media - 7T T
4 Ruptur delLamina elastica externa e L
P _.\\\ . — —\»\_...f-
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Tbl. 6: Entzindungsscore.

Score Beschreibung
0 Keine Entziindungszellen
1 Vereinzelte Entziindungszellen
2 Entziindungszellen umgeben 50 % einer Stentstrebe bei 25 -50 % aller
Stentstreben
3 Entztindungszellen umgeben eine Stentstrebe beb@36 aller Stentstreben
4 Entzindungszellen umgeben eine Stentstrebe bel60 % aller Stentstreben

Tbl. 7: Endothelialisierungsscore.

Score Ausmald des Endothelialisierungsgrades

0

1
2
3
4

0%
<25%
25-75%
>75%
100 %

3.3.4.6 Morphometrische Auswertung

Die Movat-Pentachrom gefarbten Proben (zwei pratpteurden in 40-facher Vergrol3erung

digitalisiert und mittels Analysesoftware Cell Fedn Tabelle 8 aufgeflihrten Parameter be-

stimmt. Alle abgebildeten Gefal3querschnitte derphometrischen Auswertung wurden mit
dem Programm GIMP 2.8.16 bearbeitet (vergleicheatugo.2).

Die finalen Ergebnisse wurden, wie in Tabelle Sgdatellt, aus den histologisch bestimmten

Parametern berechnet.
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Tbl. 8: Erhobene Parameter der histologischen Morphometrie.

Parameter Methode & Programm Bildmaterial
Stentstreben- manuelle Umrandung
flache

~Area Measure*

Flache des manuelle Umrandung
verbleibenden
Lumens

LJArea Measure”

Probengesamt- Neointima und Media-

flache flache (nach manueller
Entfernung von Artefak-
ten und der Adventitia
aus dem Messbereich)

»Hybrid Cell Counter*

Neointimaflache Neointima (nach manu-
eller Entfernung der
Mediaflache aus dem
Messbereich)

,Hybrid Cell Counter”
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Tbl. 9: Ergebnisberechnung der histologisch bestimmtenrDate

Parameter Berechnung
Neointima- Neointima — Stentstrebenflache
flache
Flache des direkt gemessen
verbleibenden
Lumens
% verbliebe-
nes Lumen Flache verbleibendes Lumen

Flache verbleibendes Lumen + (Neointima — Stentstrebenflache) * 100
% Stenose 100 — % verbleibendes Lumen
Mediaflache Probengesamtflache — Neointimaflache
N/M Neointimaflache
Mediaflache

3.3.4.7 Immunhistologische Methoden

Die Einbettmethode mit Technovit 9100 wurde gewdilnft immunhistologische Farbungen
maoglich zu machen. Da keine Schnitte am Mikrotorteustrukturerhalt angefertigt werden
konnten, kam die Trenn-Dunnschliff-Technik zur Amdeng. Die Probendicken, die bei
dieser Methode entstehen, liegen zwischen 40 undh&0Da die Probenvorbereitung fur die
Immunhistologie eine Entplastung voraussetzt, daeritPrimarantikérper binden kann, muss
das Technovit vorher entfernt werden. Das steittle aufgrund der enormen Probendicke als
nicht vollstandig moglich dar. Entplastungsversutdreen (auf Glasobjekttragern) mit Me-
thoxyethylacetat und Xylol statt. Sowohl durch weelangen Verbleib der Proben in den
Lésungsmitteln (bei taglichem Wechsel der Flissigk¢ oder durch Erwarmen von Xylol
auf 55 °C konnte keine vollstandig entplastete dachit geeignete Probe gewonnen werden.
Somit konnte keine Aussage uber den Einfluss de§sQQC-Inhibitors MWT-S-17 auf die
histologisch nachweisbare Monozytenkonzentratidroffen werden.
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3.3.5 Biochemische Untersuchungemex vivo

Das distale Drittel des Stentes wurde bei allemehigdie das reguléare Versuchsende erreich-
ten, mit einer Schere abgetrennt und in flissigeickSoff gelagert. Nachfolgende Untersu-
chungen sollten einerseits die spezifische QC/is@®titat im Gefal3 in Abhangigkeit von
der Behandlungsgruppe der Versuchstiere zeigerijrvetd gewonnenen Proben der rechten
Kdrperseite verwendet wurden. Andererseits wurdenPdoben der linken Seite einer Gen-
expressionsanalyse von QC/isoQC sowie der Unteussgctder RNA-Konzentration von
CCL2 zugefuhrt.

3.3.5.1 QCl/isoQC-Aktivitat im gestenteten Gefald

3.3.5.1.1 Probenaufschluss

Mindestens zwei Gefal3e der Tiere einer Behandlungpge wurden zusammengefasst, um
die benottigte Gewebemenge von 50 mg pro Aufschiussrreichen. Eine Proteaseinhibitor
(P1) Mix-Tablette wurde in 10 ml Aufschlusspuffeglgst und 500 ul kalter PI-Mix in Homo-
genisatorrohrchen vorgelegt. Nach Uberfiihrung déE#s gelagerten GefaRabschnitte wurde
der BMS manuell entfernt und die Gewebsmasse @liniRie Proben wurden zweimal fir
30 s (6.500 x g) homogenisiert und anschliel3en@ 2mn bei 4 °C zentrifugiert (10.000 x g).
AnschlielRend wurde mit der zusatzlich errechnet déeRl-Mix (10 pl PI-Mix pro mg) nach-
gespult, um die Gewebereste von den Keramik-Kugelates Homogenates vollstandig zu
trennen. Danach wurden die Proben dreimal fur 40rsfiziert und zwischendurch auf Eis
gekiihlt. Der Aufschluss wurde fiir 30 min bei 4 °€htzifugiert (13.000 x g) und der Uber-
stand bei -20 °C gelagert.

3.3.5.1.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bradford-Konzentrationsbestimmung beruht auf Bendung eines Triphenylmethan-
Farbstoffes (Coomassie-Brilliant-Blau G250) an B¢ in saurer Losung, die eine Ver-
schiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm abifns® zu Folge hat. Fur die Protein-

bestimmung der Proben wurden diese 1:4 mit BraeRedgenz gemischt und 10 min im
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Dunkeln inkubiert. Die Proteinkonzentration ergathdn mg/ml durch die gemessene Pro-
benextinktion sowie einer zuvor mit Bovinem Serutbuinin (BSA) bestimmten Eichgera-
den (siehe Formel (VII)).

(V1)

y =0,5868x - 0,0002

3.3.5.1.3 Probenvorbereitung

Zu Beginn wurden eine 100 uM GIn-BNA- und eine GO0 N-Ethylmaleimide (NEM)-
Losung in 25 mM MOPS-Puffer (pH 7) bereitgestel. Inkubationsansatz wurden 500 pl
GIn-BNA und 400 ul der NEM-L6sung vorgelegt und B8i°C und 300 rpm geschiittelt.
Zum Start der Inkubationszeit wurden 100 pul degasthlossenen Probe zum Reaktionsge-
misch hinzugegeben. Zeitgleich wurden 100 pl demi€ehes wieder entnommen und im
kochenden Wasserbad fur 5 min inaktiviert. Neben deitpunkt O wurde nach 5, 10, 15, 22,
30, 45 und 60 min eine Probe entnommen und in&ktivAlle Proben wurden auf Eis inku-
biert und nach der letzten Entnahme gemeinsam@umia bei 4 °C (13.000 x g) zentrifu-

giert. Der Uberstand wurde bei -20 °C gelagert.

3.3.5.1.4 Hochleistungsflissigkeitchromatographie

Vor jeder Hochleistungsflissigkeitchromatographt¢éPC) Messung wurde die ersten
30 min eine Basislinie aus dem Gemisch der Lauéin#t (ddHO und 0,1 % Trifluoressig-
saure (TFA)) und B (Acetonitril und 0,1 % TFA) aafgmmen. Die Proben (ca. 30 pl) wur-
den wahrend der gesamten Messzeit auf 7 °C gekahit.Reinigung der Injektionsnadel
erfolgte zunachst eine Injektion mit 20 pl ddH bevor die gewlnschten Proben lber die
Saule aufgetrennt wurden. Fir jede Injektion wuttdbei das in Tabelle 10 dargestellte Pro-
gramm zur Trennung von GBNA und pGIlugNA absolviert. Nach der Messung wurde die
Séaule fir mindestens 30 min mit dem Laufmittel C€tonitril und ddHO (1:1)) gereinigt.
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Tbl. 10: Darstellung des HPLC-Programms zur Trennung vorfBIA und pGIluNA.

Messzeit Anteil Laufmittel A Anteil Laufmittel B Anteil Laufmittel C

in min in % in % in %
0 77 23 0
8 55 45 0
10 5 95 0
15 5 95 0
20 77 23 0

30-60 0 0 100

3.3.5.1.5 Erstellung einer Kalibriergraden

Zur Quantifizierung der Messungen musste eine IKaliperade erstellt werden. Hierzu
wurde eine 500 uM-LOsung des Produktes pi4 in 25 mM MOPS-Puffer (pH 7) vorbe-
reitet und in 7 verschiedene Konzentrationen (/% 31,25 uM, 16,625 uM, 7,812 uM,
3,906 uM, 1,953 uM, 0,976 uM) verdunnt. Bei 30 ptigr Verdinnungsstufe wurde die
Extinktion gemessen. Die Flache unter den Extimgpeaks von pGIGNA wurde in Ab-
hangigkeit von der entsprechenden Konzentratiogedtdgen und eine lineare Regressions-

gerade aus den Daten bestimmt.

3.3.5.2 Genexpressionsanalysen

3.3.5.2.1 RNA-Isolation

Zur Ermdglichung der Einzelbestimmung der Probedauiir die Isolation der RNA mittels

RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit ca. 30 mg Gewebaesetzt. Fir die relative Quantifizie-
rung der PCR-Daten wurde nach mechanischer Zeekleng zuséatzlich RNA aus ca. 20 mg
Ausgangsmaterial einer ungestenteten Aorta einéghandelten Kaninchens isoliert. Die
Vorgehensweise erfolgte, bis auf die Proteinderextumg (fur die Tris(2-carboxyethyl)-

phosphin verwendet wurde), nach Herstellerangabés. RNA-Konzentration wurde mit

Hilfe eines Spektralphotometers bestimmit.
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3.3.5.2.2 cDNA-Synthese

Zur besseren Vergleichbarkeit der Proben wurdereijev600 ng RNA in die entsprechend
komplementédre DNA (cDNA) umgeschrieben. Die Syrnehedolgte dabei in zwei Schritten.
Der erste Ansatz, der aus 12 ul Gesamtvolumen &NA, y pul HO, 1 ul random Primer,
1 pl dNTPs) bestand, wurde fur 65 °C fir 5 min andchliel3end fir 2 min bei 25 °C behan-
delt. AnschlieRend wurden 8 pl des folgenden Amrsatinzugegeben: 4 pl Puffer (5x), 2 ul
1,4-Dithiothreitol, 1,5 pl KO, 0,5 pl Superscript Il. Es lief folgendes Prognaiab: 25 °C fur
10 min, 42 °C fur 50 min, 70 °C fur 15 min.

3.3.5.2.3 Quantitative Echtzeit-PCR

Fur die quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettentieak(QRT-PCR) wurden die beschriebe-
nen Primerpaare (siehe 9.1.5) fur die zu unterswddre Gene benttigt. Je Reaktionsansatz
(1 ul cDNA, 7,5 pl SYBR Green, 0,75 pl Primermixofwarts- und Rickwartsprimer 1:2 mit
H20), 5,75 uL HO) wurde das in Tabelle 11 beschriebene PCR-Pragraenwendet.

Thbl. 11: PCR-Programm zur Amplifikation der Ziel-DNA flr di@enexpressionsanalysen.

Phase Temperatur Dauer Zyklusanzahl
Initiale Denaturierung 95 °C 15 min 1
Denaturierung 95 °C 20 s 40
Primer-Bindung 60 °C 15s 40
Elongation schrittweise Erhdhung

von 60 °C auf 99 °C

3.3.5.2.4 Relative Quantifizierung der Genexpression

Bei der relativen Quantifizierung wird die gemess&enexpression im Verhaltnis zu einer
internen Kontrolle (Referenzgene) dargestellt. Rafegene zeichnen sich durch ihre ubiqui-
tare und homogene Expression aus. Dadurch werdemlige und Matrixeffekte der Proben
reduziert. Zudem betreffen Fehler bei der PCR imalér einer Probe sowohl das Referenz-
als auch das Zielgen. Aufgrund der Tatsache, dasgesamte Analyse auf den Signalen der

Referenzgene beruht, ist deren Auswahl und QualaiatgroRer Bedeutung. Ublicherweise
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werden mehrere Referenzgene in einer Analyse niitgefum mogliche Schwankungen und
Messungenauigkeiten auszugleichen. Hier wurden &eferenzgene Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase ~ (HPRT) und  Tyrosin-3-bbxygenase/Tryptophan-5-
Monooxygenase aktivierendes Protein (YWHAZ) verwaeindus denen zur weiteren Berech-
nung ein Mittelwert (MW) gebildet wurde (Ref.2G)ielgenauen Messdaten befinden sich in
Tabelle 29 unter 9.6.3. Im Folgenden wird das Reciwalell vorgestellt, was zur relativen

Quantifizierung verwendet wurde.

Comparative Quantification: Diese Methode ist difiezienzkalkulation, die auf den Ampli-

fikationswerten der PCR basiert. Zur Verfolgung Aerplifikation wird ein Fluoreszenzfarb-
stoff eingesetzt. Das hier verwendete SYBR Greaddiian doppelstrangige DNA, so dass
deren Menge direkt mit der Fluoreszenz korreli#ur. Quantifizierung dient der Bereich des
exponentiellen Anstiegs der Fluoreszenzkurve, diigeem Bereich die Amplifikationseffizi-
enz bei ca. 100 % liegen sollte. In der weiterereBlenung wird eine Probe als sogenannter
.Kalibrator* ausgewahlt, dessen Amplifikationsefémz als Vergleichswert herangezogen
wird. Es eignet sich z.B. eine experimentell unineledte Probe, hier ein ungestentetes Gefald
eines unbehandelten Tieres. Die Effizienz wird Barechnung der DNA-Konzentration im
Verhéltnis zum Kalibrator (comparative concentnatioc) genutzt. Mit Hilfe von mitgefihr-
ten Referenzgenen kdnnen die Werte der Zielgenmiadrwerden, so dass mdgliche Expres-

sionsunterschiede veranschaulicht werden konnehggtormel (VIII)).
(V1)

cc (Zielgen) - cc(CCL2)
cc (Referenzgen) '’ 25 (Ref.2G)

cc (Zielgen, normiert) =
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3.3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Beratung erfolgte durch das luistiitr Medizinische Informatik, Statistik und
Epidemiologie der Universitat Leipzig. Die stentbgenen Messwerte wurden zunachst auf
Normalverteilung geprift. In dem hier durchgefiihrt€ierversuch wurden pro Tier zwei
Stents implantiert, die als separate Proben bewheglerden sollten. Dafir wurden die ent-
sprechenden Messwerte der rechten und linken Stgageneinander aufgetragen. Mittels
eines Mischmodells wurden die Werte flir jedes Tabhangig von der Korperseite und dem
Ort der Proberfedial/proximal mit einem eingeflihrtem Korrekturwert statistisgmrechnet.
Das Ergebnis des Verfahrens konnte bestatigen,diasSeite (rechts oder links) des Stents
keine Rolle auf den erhobenen Parameter hat uetheshohe Varianz zwischen den Tieren
gibt. Allerdings wiesen dig@roximal erhobenen Stichproben signifikant mehr Neointirabi
dung (und damit einen héheren Restenosegrad) sudierhedialenSchliffe. Dieses Ergebnis
wurde durch erhohte Varianzen bestimmt. Aufbauarfdde Erkentnisse des Mischmodells
konnten die Stents eines Tieres als unterschiezlRrloben wahrgenommen und ausgewertet

werden.

Die darauf folgende Auswertung erfolgte mit dem gelasnm GraphPadPrism (GraphPad
Software, Version 5.03, La Jolla, USA). Die Stenfipacter wurden mittels one-way
ANOVA analysiert und bei erreichtem Signifikanzniveau \yo# 0,05 durch einen Tukey

post-hoc Test mit 95 % Konfidenzintervall korrigieEs wurden nur die Stents der Tiere
ausgewertet, die das regulare Versuchsende egni¢ht= 26). Die statistische Analyse aller
im Serum erhobenen Parameter der Tiere wurde atshBechnittswerte + Standardabwei-
chungen in entsprechenden Diagrammen angegebea. Atiswahl wurde graphisch im

Ergebnisteil dargestellt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 In vitro Versuche

4.1.1 Herstellung der Kaninchen-QC

Ziel dieses Versuchsabschnittes war es, die irQ@tro in ausreichender Menge zu generie-
ren, sodass eine;¥Vert Bestimmung von MWT-S-17 und MWT-S-18 flr d&aninchen
vorab durchgefuhrt werden konnte.

Das Expressionsplasmid wurde mittels molekularlgisicher Methoden hergestellt, B coli
amplifiziert, die DNA sequenziert und mit der Oniglsequenz verglichen. Nach der Elektro-
poration vonP. pastorisund Vergleich der Expressionsquantitat durch Q€zsische, fluo-
rometrische Aktivitditsmessung kann davon ausgegamggrden, dass die Herstellung der
rQCin vitro in dem bendtigten Umfang funktioniert hat (nickizgigt).

4.1.2 Charakterisierung von MWT-S-17 und MWT-S-18in vitro

Die exprimierte rQC wurde fur die;XVert Messung von MWT-S-17 und MWT-S-18 ver-
wendet. Diese und andere Parameter sind in Tab&lldargestellt. Dabei wurden dig-K
Werte mit denen der humanen (hQC/hisoQC) sowiena@inen (mQC/misoQC) Enzyme
verglichen, die nicht im Rahmen dieser Arbeit endén, sondern aus der Literatur entnom-
men werden konnten. Die;XVerte der verschiedenen QCs liegen in der glei¢hifdenord-
nung von ca. 150 nM. Die Hemmkonstanten beider G®®&ind mit 236 und 246 nM noch
ahnlicher.

Beide Inhibitoren haben eine ahnliche chemischak8ir sowie eine molekulare Masse in
der GroRRenordnung von 330 g/mol. Das wesentlichekiial zur Interaktion mit dem Zin-
kion des aktiven Zentrums von QC/isoQC, ist in M\@TL7 ein Imidazolring und in MWT-
S-18 ein Benzimidazolring. MWT-S-18 liegt zu einevesentlich groReren Teil an Plasma-
proteine gebunden vor als MWT-S-17. Die Saurekonst§k;) beider Inhibitoren liegt im
Bereich fur mittelstarke bis schwache Basen. Desitpe n-Octanol-Wasserverteilungs-
koeffizient (logP) gibt die Lipophilie beider Stefean, die bei MWT-S-18 geringgradig héher
ist.
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Tbl. 12: Substanzvergleich von MWT-S-17 und MWT-S-18.

MWT-S-17 MWT-S-18
Chemische Gruppe Imidazol-Derivat Benzimidazol-Derivat
Struktur o e O <H .
//\N/\/\NJLN s I O/ \N:: j\N)LN f“‘\/o“\
N\;J H H H H - | P

0

Molekulargewicht 320,41 g/mol 342,415 g/mol

Plasmaproteinbindung ,Fraction unbound” (FU): 67 % FU: 23,2 %

Humanes Serum Al- ~Fraction bound” (FB): 33 % FB: 76,8 %

bumin (HSA}'

pKa® 6,79 5,87

logP® 1,64 2,68

Loslichkeit in DTP-10 14,75 mg/ml 3,15 mg/ml

Loslichkeit im Zeitver- 6,3 mg/ml 1,87 mg/mi

lauf (> 24 h)

Viabilitat der Zellen in SH-SY5Y Hep G2 SH-SY5Y Hep G2

Abhangigkeit der Inhi-

bitor-Konzentration 100 % 100 % 100 % 100 %

0,1-100 uM

Ki-Wert (bei pH 8) rQC 210,33 (£ 45,79) nM 131,67 (£ 57,79) nM

Ki-Werte (bei pH 8) de

hQC / 71 nM/ Nicht bekannt

hisoQC (pH & 236 nM Nicht bekannt

Ki-Werte (bei pH 8) der

mQC / 170 nM / Nicht bekannt

misoQC 246 nM Nicht bekannt

A bestimmt mit TRANSILXL PPB Binding Kit von SovideLeipzig
® berechnet mit Marvin Sketch 6.1.5
€ Angaben aus @\Is et al. 2008, (MWT-S-17 = PQ 50)
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4.2 Pharmakokinetik

4.2.1 Quantifizierung von MWT-S-17 und MWT-S-18

Der Vorversuch diente der Bestimmung der pharmadaildchen Parameter der Inhibitoren
(Halbwertszeit, Bioverfiigbarkeit, maximale Wirkdtainzentration)in vivo. Durch den
Vergleich der gewonnenen Daten konnte die Auswahkl gharmakokinetisch potenter wir-
kenden Stoffes im Kaninchen fundiert getroffen veerd

Die erste pharmakologische Untersuchung fand na@o2hen Cholesterindiat, die zweite
nach 6 Wochen statt. Ziel der Versuchswiederhokunginem spateren Zeitpunkt, war her-
auszufinden, ob die Dosis im Laufe des Versuchedli@meranderten Cholesterinkonzentrati-
onen im Blut der Tiere angepasst werden musstedednKurvenverlaufen in Abhangigkeit
der Versuchsdauer (Abb. 9 und 10) ist zu erkendass es bei MWT-S-17 zu keiner Beein-
flussung der Resorption durch die cholesterinhaltijat kommt. MWT-S-18 verhélt sich
analog dazu und ist hier nicht dargestellt. DieiB&snnte im Folgeversuch tUber die Behand-

lungsdauer von vier Wochen konstant gehalten werden

In den folgenden Abbildungen (9, 10 und 12) sind demessenen Konzentrationen von
MWT-S-17 zur besseren Vergleichbarkeit mit Hilfer deormel (1X) unter Einbezug der

molekularen Masse M = 320,41 g/mol yhah mg/l in M umgerechnet worden.
(1X)

c=£
M
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Abb. 9: Pharmakokinetik von MWT-S-17 nach p.o. Applikation. Wirkstoffkonzentration im

Serum bis zu 8 h nach Applikation von 10 mg/kg.deatellt sind zwei Messungen, die sich durch die
Dauer der Cholesterindiat (2 und 6 Wochen) unteigem.MW + SD, n = 3.

2 -
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Abb. 10: Pharmakokinetik von MWT-S-17 nach i.v. Applikation. Wirkstoffkonzentration im

Serum bis zu 8 h nach Applikation von 3 mg/kg. @atgllt sind zwei Messungen, die sich durch die
Dauer der Cholesterindiat (2 und 6 Wochen) unteisem. MW + SD, n = 3.
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Die absolute Bioverflugbarkeit wurde im Institut faharmakologie der Ernst-Moritz-Arndt-
Universitat Greifswald in der Abteilung fur klinise Pharmakologie mithilfe der Daten der
beiden Gruppeni.y./p.c) errechnet (vergleiche 9.5). Die Werte sind imMigEéaden zusam-

menfassend dargestellt (siehe Tbl. 13).

Tbl. 13: Erhobene Daten aus PK1 und PK2 von MWT-S-17 und MSVI8B im Vergleich.

MWT-S-17 MWT-S-17 MWT-S-18 MWT-S-18

PK1 PK 2 PK1 PK 2
Cmax IN Ng/ml 1185 +203,7 1061 +938,9 106+68,6 204 +188,2
tmaxin h 0,52 £ 0,05 1,50+1,32 0,49 +£0,01 0,44 220,
AUC in (ng*h)/ml 1551 +136,7 2132 +1569,0 148 +59,0 2391279
tizinh 1,187 +0,570 1,334+0,391 1,157 +0,526 1Q,2 0,097
Fin % 70,24 +6,19 102,99+75,8 6,00+2,39 15,73+8,41

Crmaxe Maximale Blut- bzw. Serumkonzentration

tmax Zeitpunkt, zu dem Cmax erreicht wird

AUC: Flache unter der Konzentration-Zeit-Kurve

t10: Halbwertszeit. Zeit in der die Konzentration ura Halfte verringert wird

F: absolute Bioverfugbarkeit. Anteil des Wirkstaffeler im systemischen Kreislauf zur Verfigungtsteh
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4.2.2 Vehikel- und Inhibitorselektion

Aufgrund der Ergebnisse der durchgefihrten PK-8tudiurde als Substanz fir den Behand-
lungsversuch MWT-S-17 ausgewahlt, da dieses einglicle hohere Bioverfiigbarkeit
(70 — 100 %) als MWT-S-18 (6 — 16 %) aufwies. Diallhvertszeiten beider Substanzen
waren ahnlich (Mittelwerte: 1,26 h und 1,18 h).

Die Auswahl der Dosis im Behandlungsversuch wumie bereits durchgefuhrten Versuchen
im Mausmodell extrapoliert (Guis et al. 2011). Die dort angegebene Tagesdosis ¢hetru
600 mg/kg und wurde deshalb im Behandlungsversu€i@00 mg/kg und 330 mg/kg fest-
gelegt. Diese Dosis wurde in drei oralen Gaben&heverabreicht.

Um den QC/isoQC-Inhibitor applizieren zu kdnnen,sswdieser in einer Losung vorliegen,
die bei Langzeitanwendung weder toxisch fur das 3&n darf, noch die Eigenschaften der
Substanz beeinflusst. In reinem Natriumchlorid (NaCitrat oder Phosphat-gepufferter
Salzlésung (PBS) war der Inhibitor auch nach Behargdim Ultraschallbad nicht I6slich,
weshalb ein Losungsmittel zugesetzt werden muBsmes DMSO, bei dem die makrosko-
pische Loslichkeitsgrenze nach 4 min Behandlung@/itraschallbad bei 200 mg/ml lag, sollte
nicht verwendet werden, um die potentiell auftrdeEanNebenwirkungen zu vermeiden. Diese
sind, nach ®ANSON (1985), vor allem Hamolyse nach intravendser Gadwie Stérungen
des Verdauungstraktes nach oraler Aufnahme. AufSeidan DMSO in hohen Dosen Uber
einen langeren Zeitraum hinweg bei Kaninchen zsémschaden fihrenados et al. 1986).

Da die Loslichkeitsgrenze von MWT-S-17 in DTP-1Q7B4mg/ml betrug, war es nicht még-
lich die nétige Dosis in ein applizierbares Volunan bringen, um sie den Tieren oral zu
verabreichen. Deshalb wurde im Behandlungsversunehstabile Suspension mit 1 % HPMC

hergestellt.
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4.2.3 Modelletablierung

Die Etablierung der Operationsmethode hatte dencKwaas Handling sowie die Technik der
interventionellen, katheterbasierten Stentplatzigr(und deren histologische Bearbeitung) an
den Tieren des Vorversuches zu erlernen. AuRerderdenexemplarisch bei einigen Tieren
der Einfluss einer Vorschadigung durch Denudatidttets Ballonkatheter im Seitenvergleich
Uberpruft. Aufgrund der in Abbildung 11 dargestiitErgebnisse wurde im Behandlungsver-
such eine Vorschéadigung des Arterienendothels ddatlondilatation durchgefihrt.

Abb. 11: Exemplarischer Seitenvergleich der Neointhaproliferation nach Stentimplantation
mit und ohne Endotheldenudation. Das Ergebnis ist seitenvergleichend 2 und 4 Woatach
Stentimplantation dargestellt. 40xfach vergroRartlinke Seite nach 2 Wochen mit Vorschadigung,
Movat Pentachrom; B: Rechte Seite nach 2 Wocher dtunschadigung, HE; C: Linke Seite nach 4
Wochen mit Vorschadigung, Movat Pentachrom; D: Re@eite nach 4 Wochen ohne Vorschadi-
gung, Movat-Pentachrom.
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4.2.4 Wirkstoffprofil

Um zu Uberpriufen, ob die Wirkstoffkonzentrationtzrgednderter Formulierung ausreichte,
wurde im Versuch zwei Wochen nach Therapiebeginiscven zwei Behandlungsintervallen
bei drei Tieren pro Gruppe exemplarisch Blut arseleledenen Zeitpunkten entnommen und
analysiert. Zur Feststellung, ob die Konzentratian Substanz im Blut ausreicht, um das
Zielenzym zu hemmen, sollte diese mit dem gemess&p&Vert (210,33 nM) verglichen
werden. Bei einer Konzentration von 10 x(R, uM) ist in Lésung von einer vollstandigen

Enzymhemmung auszugehenr(ly 2007).

150+

=
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o
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*E | ] QC-Inhibitor, hohe Dosis
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Abb. 12: Konzentration von MWT-S-17 im Serum nach aaler Applikation im 8 h Behandlungs-
intervall. Niedrige Dosis: 110 mg/kg. Hohe Dosis: 330 mg/kgVM SD, n = 3.

Die Inhibitorkonzentration in den mit hoher Dosighlandelten Tieren schwankt zwischen
maximal 84,9 uM und minimal 13,7 uM. Bei den Tierarelche die Substanz in niedriger
Konzentration erhielten, liegen der Maximalwert &&,5 uM und der Minimalwert bei
20,91 pM.

Somit war der im Serum nachweisbare Wirkspiegel MWT-S-17 auch wahrend des Ver-
suchs konstant Uber dem errechneten zehnfacheorik2,1 uM, der eine theoretische voll-

standige Hemmung des Enzyms in Losung hervorruft.
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4.3 Blutuntersuchungen

4.3.1 Kleine Blutbilder

Den Tieren wurde vor Versuchsbeginn nach einwdchigeklimatisierungsperiode (Alter:
14 Wochen), sowie vor Versuchsende (Alter: 22 Wdchen) venéses Blut entnommen und
im Blutgasanalysegerat scil Vet ABC analysiert. Fiwigenden sind die Mittelwerte tabella-
risch im Vergleich zu den Kaninchen-Standardwelaemn Hersteller, sowie einem der Litera-
tur enthommenen (®kow et al. 2010) Laborreferenzwert dargestellt (Eimmssun-
gen unter 9.3). Die Abweichungen der gemessenetelMérte wurden zum Literaturrefe-
renzwert bestimmt. Es fallt auf, dass die Werte ldémoglobins (HGB), des Hamatokrits
(HCT) sowie der Erythrozyten (RBC) ca. 20 % Uben &Referenzwerten liegen. Aul3erdem
sind im Mittel 5 % mehr Lymphozyten (LYM) im Blutovhanden. Nach Stentimplantation
und Cholesterindiat sind die Erytrozyten mit kndg% unterhalb des Referenzwertes und
damit um dber 40 % zum physiologischen Gruppeneeariglgesunken. Der HCT reduzierte

sich um knapp 10 %, was einer Differenz von ca¥@éntspricht.

Tbl. 14: Mittelwerte der kleinen Blutbilder in Bezug auf ardchiedliche Referenzwerte.

WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC LYM MO GRA
103¥mm3 10/mm* g/dl %  pmd®  pg g/dl % % %

A 7,3 8,3 18,7 548 696 232 333 715 19 26,6
B 5,2 4,3 100 30,6 71,8 23,5 32,6 689 20 291
C 6,3-10 5,2-6,8 11,5- 36-47 65-76 21,1- 29,5- = = =
15,1 245 339
D 51-9,7 53-6,8 98- 34-43 60-69 20-23 31-35 39-68 1-9 25-46
14
E 0 22,06 23,84 21,1 0,87 0,87 0 5,15 0 0
F 0 -18,87 0 -10 4,05 2,17 0 1,32 0 0
G 0 -40,93 23,84 -31,1 3,18 1.3 0 -3,83 O 0

Positive Abweichungen >5 % sirfitbiu, negativerot dargestellt

A Physiologische Werte: weibliche NZW, 14 Wochenmalt; 28

BVersuchsende: 4 Wochen nach operativer Stentingilantund 28 Tagen Cholesterindiat, n = 14
© Geréatereferenz: sdilet ABC, Referenz fiir Kaninchen laut Hersteller

P Literaturreferennach SIckow et al. 2010

Eprozentuale Abweichung der physiologischen Mitteterwom Literaturreferenzwert
Fprozentuale Abweichung der versuchsspezifischeteMierte vom Literaturreferenzwert

© Differenz der Mittelwerte vor und nach dem Versuch
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WBC: Leukozyten

RBC: Erythrozyten

HGB: Hamoglobin

HCT: Hamatokrit

MCV: Mittleres korpuskulares Volumen

MCH: mittlere korpuskulare Hamoglobinmenge eineglifozyten
MCHC: mittlere korpuskuldre Hamoglobinkonzentati

LYM: Lymphocyten

MO: Monozyten

GRA: Granulozyten

4.3.2 CCL2-Konzentration im Serum
Die frei in der Zirkulation vorhandene CCL2-Konzerion war mit dem hier verwendeten
CCL2-1-ELISA (Cusabio) nicht messbar, da die Chem@&@erumkonzentrationen unterhalb

des detektierbaren Bereiches (Standardgerade).lagen

4.3.3 Serumcholesterin und LDL-Konzentration

Die anfangs physiologische Cholesterinkonzentratimm 10-100 mg/d! (§ckow et al. 2010)
im Serum der Tiere stieg nach Futterumstellungdasf 1 % Cholesterin und 4,8 % Fett ent-
haltende Spezialfutter Gber vier Wochen kontinigaran. Nach dem Wechsel auf das Stan-
dardfutter fielen die Werte wieder, erreichten aimeden verbleibenden zwei Versuchswo-
chen nicht den physiologischen Ausgangswert. Dervé&uwerlauf der einzelnen Behand-
lungsgruppen ist ahnlich, die relativ hohen Koneatiinen in der Prednison behandelten
Positivkontrolle sind durch einen Ausreil3er bedifsighe Abb. 13).

Die Cholesterinwerte entsprechen den in der Liierangegeben Werten @ANNA et al.
2013): Nach 8 Wochen Fettdiat (1 % Cholesterin @b Fett) werden Werte von ca.
1484 mg/dl angegeben. LDL ist dort mit ca 320,5dhgéschrieben, was in etwa der Halfte
der in dieser Studie bestimmten maximalen LDL-Kanedion (ca. 600 mg/dl) im Blut
entspricht (siehe Abb. 14).
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Abb. 13: Serumcholesterinwerte im Gruppenvergleictin Abhangigkeit vom Versuchszeitpunkt.
Vor Woche 0: StandardfuttenWoche 0-4: 1 % Cholesterinfutter. Woche 4-6: Stadiididter.
MW % SD, n = 2-8.
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Abb. 14: Serum-LDL Werte im Gruppenvergleich in Abhéngigkeit vom Versuchszeitpunkt.VVor
Woche 0: StandardfuttewWoche 0-4: 1 % Cholesterinfutter. Woche 4-6: Stadifudter. MW + SD,
n=2-8.

64



ERGEBNISSE

4.4 Histopathologische Auswertung

4.4.1 Sektionen

Drei der 28 Tiere Uberlebten die Operation niclm. Her verstarb nach erfolgreicher Opera-
tion durch Herz-Kreislaufversagen und diente alait@ Kontrolle®, zwei weitere erlitten eine
Carotisruptur durch das Einfuhren der Schleusemusisten vor der Stentimplantation eutha-
nasiert werden.

Von 25 in den Behandlungsversuch eingehenden Tererchten 13 Kaninchen das regulére
Versuchsende nach 28 Behandlungstagen. Tiere dieewvaus dem Versuch genommen
werden mussten, fielen klinisch durch Atembeschemrduf. Ursachlich waren diese auf
Trachealstenosen zurickzufiuihren, die wahrscheimligich die Intubation induziert waren.
Histologisch stellte sich eine multifokale mitteis hochgradige, chronisch-aktive, oberflach-
lich nekrotisierende und ulzerative Tracheitis daiese ging mit vollstandigem Verlust des
Oberflachenepithels sowie mit in der Tiefe hochgyad Ausbildung fibroangioplastischer

Granulationsgewebsstrukturen einher, die partedl ldumen verlegten.

Abb. 15: Hochgradige, chronisch-aktive, oberflachlith nekrotisierende und ulzerative Tracheitis
mit partieller Lumenverlegung.

Die Manifestation erstreckte sich gleichmaflig duatta Behandlungsgruppen und die klini-
schen Symptome traten Uberwiegend 14 - 21 Tage decl®Operation auf. Die betroffenen

Tiere wurden durchschnittlich neun Tage lang zlis&itzsymptomatisch mit Salbutamol
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(2 xtgl. 2 SpruhstéRe mit 100 Mikrogramm), Budedon(2 x tgl. 1 Sprihstol3 mit
200 Mikrogramm) und Furosemid (2 x tgl. 3 mgn.) behandelt. Vier der behandelten Tiere
erreichten das regulare Versuchsende. Alle Tierederuim Anschluss an die Tétung im
Fraunhofer 1Zl pathologisch-anatomisch untersudbte Kaninchen mit ausgepragten
Trachealstenosen wiesen mittel- bis hochgradigdt3kerzdilatationen auf. Ein Tier verstarb
aufgrund eines Abscheidungsthrombus, der im linkérmum lokalisiert war. 100 % der

Kaninchen hatten eine diffuse mittelgradige Lebdetaing durch die cholesterinhaltige
Diat.

Leberoberflache ist ockerfarben und weist diffusiahe Verfarbungen auf. Rechts: Histologisches
Bild einer Leberverfettung: GroRtropfige Vakuolising der Hepatozyten (Pfeile). HE, 100xfach
vergrofert.
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4.4.2 Histologie
4.4.2.1 Entzindungsparameter

Bei der Auswertung der Giemsa-gefarbten Schliffarike mit Hilfe der drei Scores kein

statistisch signifikanter Unterschied zwischen d&shandlungsgruppen ermittelt werden
(siehe Abb. 17).

° Bl BMS + Vehikel
4+ - [CJ BMS + Prednison

3 BMS + QC-Inhibitor, hoch
31 @@ BMS + QC-Inhibitor, niedrig

Scorewert

1) Neuer Verletzungsscore
2) Entzindungsscore
3) Endothelialisierungsscore

1 2 3

Abb. 17: Mittelwerte der unterschiedlichen Entziindungsscores im Gruppenvergleich*p < 0,05,
one-way ANOVA, Tukey post-hoc Test, 95 % Konfidenervalle, MW + SD, n = 4-8.

Alle Proben waren vollstédndig endothelialisiertesgn nur vereinzelt Entzindungszellen auf

und die Mediadehnung und Deformation war meistemseoRuptur del.amina elastica
internazu beobachten (siehe Abb. 18).

Lamina elastica interna
Tunica media
Stentstrebe
Vereinzelte Lymphozyten

Neointima
Lamina elastica externa

Tunica adventitia

Abb. 18: Ausschnitt eines gestenteten Gefal3e&iemsa, 200xfach vergréedtamina elastica
interna undexternaintakt. Neuer Verletzungsscore = 2.
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4.4.2.2 Morphometrische histologische Untersuchung

Die Auswertung der Movat-Pentachrom gefarbten #eh{siehe Abb. 19) beinhaltete ein-
zelnd betrachtete Parameter wie NeointimaflachéchHé des verbleibenden Lumens sowie
Mediaflache. Aufeinander bezogene Werte waren %lesrenden Lumens, % Stenose, und
Neointima/Media.

Neointima
Tunica media

Tunica adventitia

Stentstrebe

Abb. 19: Histologische Probe der Gruppe BMS + QC-lhibitor, niedrig. Movat-Pentachrom,
40xfach vergrofert.

Die Neointimaflache weist keine Unterschiede zwestheiden Kontrollgruppen auf (siehe
Abb. 20 A). Die Neointimabildung in der Behandlugggppe mit hoher QC/isoQC-
Inhibitordosis ist im Vergleich zur Kontrolle geger, die in der Behandlungsgruppe mit
niedriger QC/isoQC-Inhibitordosis grol3er. Es handeh allerdings nur um einen Trend, da
die statistische Signifikanz fehlt. Der einzigetistisch belegbare Behandlungserfolg ist bei
dem Parameter % Stenose (Abb. 20 D) und somit &echo des verbliebenen Lumens
(Abb. 20 E) zwischen der Positivkontrolle und de€/(0QC-Behandlungsgruppe mit der
hohen Dosis zu sehen (Konfidenzintervall 0,07 54Y.,
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Abb. 20: Bei der Morphometrie erhobene Parameter imGruppenvergleich. A: Neointimaflache
in mn?; B: Mediaflache in mMm C: Neointimaflache/Mediaflache; D: % Stenose¥Everbleibendes
Lumen; F: Flache des verbleibenden Lumens inz.n*rm< 0,05, one-way ANOVA, Tukey post-hoc
Test, 95 % Konfidenzintervalle, MW * SD, n = 4-8.
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4.5 Biochemische Untersuchungemex vivo

4.5.1 Kalibriergerade

Die Flachen der Extinktionspeaks von p@BMNA wurden gemittelt und gegen die Konzentra-
tion aufgetragen (Abb. 21). Mit einem Bestimmthmig®® von 0,9996 wies die Kalibriergera-
de eine hohe Qualitat auf. Nach Formel (X) ergah ®lgende Geradengleichung:

(X)

y = 14442 x + 3794,3

D)

<4

c

'~ 1000000-

X

©

L 800000+

()]

s

% 600000-

LS 400000 y=14442 x + 3794,3
p R?=0,9996
D)

o) 200000-

D)

e

(&)

E 0 ] ) ] 1
LL 0 20 40 60 80

pGIlu-BNA in uM

Abb. 21: Kalibriergerade zur Quantifizierung von pGlu-pNA mittels HPLC.

4.5.2 Berechnung der spezifischen QC-Aktivitat

Die Aufschlisse der distalen Drittel dar. ilicae externaevurden in den entsprechenden
Behandlungsgruppen dreimal mit Substrat inkubiad die Extinktion von pGI@NA in der
HPLC gemessen. AnschlieRend wurden die Flache&xterktionpeaks in Abhangigkeit von
der Reaktionszeit in min aufgetragen und aus dessplenkten eine lineare Regressionsgera-
de berechnet. Das Diagramm der Gefal3abschnittdeatRrednison-Gruppe ist im Folgenden

beispielhaft fiir alle Behandlungsgruppen dargestatden (Abb. 22).
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@ Messung 1
y (1) = 89,653 x + 36599

- Messung 2
y (2) = 209,24 x + 35266

Messung 3
y(3)=181,69 x + 31881

Flache unter Peaks in AU

30000+ Y Y Y 1
0 20 40 60 80
Zeit in min

Abb. 22: Bestimmung der linearen Regressionsgeradetier Prednison behandelten TiereDie
Extinktionsflachen wurden in Abhéngigkeit von dexaRtionszeit aufgetragen.

Zur Berechnung der spezifischen QC-Aktivitat wufde die jeweilige Behandlungsgruppe
die Steigung der Kalibriergeraden mit einbezogeachNTransformation der Einheiten (von
1M in nM) ergab sich folgende Geradengleichung:

(X1)

y = 14,442x + 3794,3 mit [m] = —

Die spezifische Aktivitdt berechnete sich nach Far(Xll). Alle Daten sind unter 9.6.3 zu
finden.

)

nM Steigung der Probe %
Spezifische Aktivitit — =

Steigung der Kalibriergraden %
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4.5.3 Vergleich der spezifischen QC-Aktivitat

Um die QC-Aktivitaten mit Literaturergebnissen Veighen zu kdnnen, wurde die Einheit
wie in Formel (XIII) angegeben von nM/min in nmahg*min) umgerechnet. Dazu wurde
die Konzentration der aufgeschlossenen Arterienlnkubationsansatz mit GIBNA und
N-Ethylmaleimid bericksichtigt (siehe 9.6.2).

(X1

. . ..., hM
nmol spezifische Aktivitat ——

Spezifische Aktivitat

(mg * min) - C Aufschlussfraktion im Ansatz %

0.031 . |
Il BMS + Vehikel
_:§ = T 1 BMS + Prednison
é E 0021 [ BMS + QC-Inhibitor, hoch
@ g Bl BMS + QC-Inhibitor, niedrig
o=
£t
N 0.01-
2 c
’ %
0.00- T :

Abb. 23: Spezifische QC-Aktivitat im distalen GefaRbschnitt in Abhéngigkeit von der Behand-
lung. *p < 0,05, one-way ANOVA, Tukey post-hoc Test, MW5D, n = 2-4.
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4.5.4 Quantitative Echtzeit-PCR

Die Darstellung der Referenz- und normierten Zietgeler qRT-PCR, nach Formel (VIII)
berechnet, befindet sich im Anhang 9.6.3 (Thl. 28). Folgenden ist fur jedes Zielgen
(rCCL2, rQPCT, rQPCTL) die relative Genexpressiepasat im Saulendiagramm aufgetra-
gen worden. Aufgrund der unterschiedlichen Gruppsammensetzung konnten die Daten
nicht statistisch ausgewertet werden.

Bei CCL2 féllt auf, dass die Expression in der hdokierten Inhibitorgruppe fast doppelt so
hoch ist wie in der unbehandelten sowie der niedrigosierten Inhibitorgruppe (siehe
Abb. 24 A). Bei der relativen Genexpression von @@ isoQC liel3en sich gruppenverglei-
chend kaum Unterschiede darstellen (siehe Abb. 2adC).

3

Il BMS + Vehikel

T 1 BMS + Prednison
] [ BMS + QC-Inhibitor, hoch
Bl BMS + CQ-Inhibitor, niedrig
Bl ungestentet, unbehandelt

relative Genexpression CCL2

A
0 o4
8 20 ' 2.0-

8%

c
o c
n 1.5 8  1.51
n n
o T 4
§ 1.04 % 1.0
3 8 1
o 05 o 0.5
s =
) «
= 0.0- ©  0.0-

B C

Abb. 24: Relative Genexpression von CCL2, QC und @QC in Abhangigkeit der Behandlungs-
gruppe, normiert auf eine Probe eines ungestentetemnbehandelten TieresA: Relative Genex-
pression von CCL2; B: Relative Genexpression der, @QCRelative Genexpression der isoQC.
MW = SD, n = 1-4.
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5 DISKUSSION

5.1 Glutaminylzyklasen als Zielenzyme in der Wirkstofflorschung

Das primare Ziel der vorliegenden Promotionsschufar es, den Einfluss eines
QCl/isoQC-Inhibitors nach Stentimplantation im atisterotischen Kaninchenmodell zu
untersuchen. Diese verringamvitro die pGlu-Bildung am N-terminus des Zytokins CCL2,
wodurch es metabolisch instabil und anfallig fuotBolyse wird (@NIs et al. 2011). Des

Weiteren wird die chemotaktische Potenz von CCLE&WIWerlust des N-terminalen pGlu-
Restes herabgesetzt, was zu einer reduzierten Mtamazvasion in das Gefal3endothel fuhrt
(ProOSsTet al. 1998). Der durchgefihrte Tierversuch dielgeAbschatzung, ob es durch die

orale Behandlung mit MWT-S-17 zu einer ReduktionI&R in gestenteten Gefallen kommt.

Es wurden zwei potentielle QC/isoQC-Inhibitori@nvitro charakterisiert und pharmakokine-

tisch im Kaninchenmodell verglichen. Die anschlm®B@usgewahlte Verbindung hat bereits
im Mausmodell der manschetteninduzierten beschigemiAtherosklerose einen Therapieef-
fekt bei oraler Behandlung gezeigt. Durch die Uhtigckung der Monozytenrekrutierung in

die GefalRwandzellen wurde eine klinisch und patisth abgeschwachte Atherosklerose
mit reduzierter intimaler Hyperplasie sowie eingngiikant reduzierte Lumenstenose beo-
bachtet (@Nis et al. 2011).

In Bezug auf die konkreten Ziele dieser Dissertatéonnten folgende Beobachtungen aufge-
stellt werden:

* Nach Vergleich der Bioverfuigbarkeit beider Inhibgo MWT-S-17 und MWT-S-18,
konnte fur ersteren eine deutlich héhere Bioveréilgbit festgestellt werden.

» Die operative Etablierung eines in der Literatusdhgiebenen ISR Models im athero-
sklerotischen Kaninchen ist realisierbar. Unterwiihiger 1 % iger Cholesterindiat
und nach unmittelbar vor Stentimplantation erfalgéadotheldenudation durch Bal-
londilatation ist histologisch eine Neointimabildunachweisbar, die allerdings einer

hohen Varianz unterliegt.
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Die histologische Auswertung des Behandlungsveesi@rgab keine signifikanten
Unterschiede beziglich der untersuchten Entzingamgmeter. Die morphometri-
sche Analyse zeigte bezuglich der prozentualendSteaine Differenz zwischen Posi-
tivkontrolle und der Gruppe, welche mit der hohehibitordosis behandelt wurde.

Hinweise, dass ein oral verflugbarer, nicht selektiQC/isoQC-Inhibitor die ISR
hemmen konnte, werden durch einen positiven Tressdatigt. Des Weiteren zeigen
biochemischeex vivoUntersuchungen positive Ergebnisse bezuglich desapeuti-

schen Effektes auf.

Es wird eine Wiederholung des Versuchs mit einentenen QC/isoQC-Inhibitor mit
vorteilhafteren pharmakologischen Eigenschafterkanzeptvalidierung empfohlen.
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5.2 Unterschiedliche ISR Kaninchenmodelle in der Literdur

Die das Kaninchenmodell beschreibende Literaturelsttiv heterogen in Bezug auf Zusam-
mensetzung des Futters, den Ort des Zugangs bawStdetimplantation sowie den Ver-
suchsaufbau, obgleich es sich um ein Standardmiodedlr Restenoseforschung handelt.
Haufig wird der arterielle Zugang Uber dée carotis communigelegt und dann die Aorta
oderAa. iliacae externagur Implantation verwendet (MLE 2013, GiE et al. 2016). MOg-
lich ist auch, dass eine Schleuse inAlidemoralisgelegt wird, um von dort aus die Aorta zu
erreichen (X et al. 2015). In manchen Experimenten wird dentSeich durch den perkuta-
nen Gefallzugang dér femoralisin die selbige implantiert (Wet al. 2015), oder eine Lapa-
rotomie durchgefiihrt, bei der die Aorta punktientdawund die infrarenalé. abdominalidas
Ziel ist (TEPEet al. 1998).

In der Literatur ist mehrfach beschrieben, dask sit Kaninchenmodell eine Plaque oder
Restenose durch Endotheldenudation in KombinatignGholesterindiat induzieren lasst.
TeEPE et al. (1998) verglichen Methoden zur InduktionesiGefal3verengung mithilfe folgen-
der Versuchsgruppen: Ballondilatation mit 0,5 % IEbkterinfutter, Ballondilatation mit
normalem Futter, nur cholesterinhaltiges Futter Tiede mit Stent und Normalfutter. Bei der
Kombination aus Endothelschadigung und Cholestgtinvdurden die héchsten Stenosegrade
von Uber 61 %, sowie bis zu 3 MMeointimaflache gemessen. Aufgrund dieser Ergebnis
scheint es sinnvoll, die Endotheldenudation mit @lenentéaren Atheroskleroseinduktion zu
kombinieren, um eine Plaquentstehung auszulésen.

Diatdauer und Zusammensetzung variieren von 0,025hébesterin Uber 10 Wochen AMLE
2013), 0,5 % Cholesterin tUber 16 WochemRYSDGEIGER 2008), 1 % Cholesterin und 6 %
Palmol fir 8 Wochen @ERRER et al. 2010) bis hin zu 5 % Cholesterin und 10 étt Fir 6
Wochen (IANGHEINRICH et al. 2005).

Im Folgenden sind drei unterschiedliche Modellv@ri@en ihrem Aufbau entsprechend

exemplarisch dargestellt, die in der Literatur \verbchend sind.

Stentimplantation nach atherosklerotischer Plagiwgition: Bei RsICHINI et al. (2007) und

MALLE (2013) findet die Plaqueinduktion in einer sepamaOperation durch mechanische
Endotheldenudation mit Hilfe eines Ballonkathetstatt. Beginnend eine Woche vor dem
Eingriff wird far insgesamt 5 Wochen eine 1 % chlatéginhaltige Diat geflttert (siehe

Abb. 25). Anschliel3end wird die Ernahrung auf eamirgger konzentriertes Cholesterinfutter
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(0,025 %) umgestellt. Die eigentliche Stentplatangy wird 2 Monate nach dem operativen
Eingriff an der Stelle durchgefuhrt, an der sichothudie Vorschédigung eine Plague gebildet
hat. Nach 6 Wochen Stenteinwuchs kann die ISR suntét werden.

Denudation Stentimplantation Euthanasie
_ . .
0 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 1213 14 15
1 % Cholesterindiat 0,025 % Cholesterindiat

Abb. 25: Versuchsaufbau in Wochen nach RICHINI et al. (2007) undMALLE (2013).

Stentimplantation nach Endotheldenudation unterédterindidt: Das ISR Modell lasst sich

laut LANGHEINRICH et al. (2005), in einer einzigen Operation reatmn. Die Endothelschadi-
gung durch den Ballonkatheter findet unmittelbar sler Stentimplantation statt. Anschlie-
Rend bekommen die Tiere bis zum Versuchsende ¢botesund fettreiches Futter (siehe
Abb. 26).

Denudation & Stentiengation Euthanasie
) L
0 1 2 3 4 5 6

Abb. 26: Versuchsaufbau in Wochen nach EBNGHEINRICH et al. (2005).

Stentimplantation in das gesunde GefalR ohne Vodagpiidg: 2016 verdffentlichtenHE et al.

und HaN et al. die Untersuchung der ISR in gesunden K&inarterien 4 Wochen nach der
Stentimplantation (Abb. 27).

Stentimplantation Euthanasie
) L
0 1 2 3 4
Standardfutter |

Abb. 27: Versuchsaufbau in Wochen nach €k et al. (2016) undHAN et al. (2016).
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5.3 Inhibitorauswahl

MWT-S-17 ist ein kompetitiver, nicht selektiver Q€&/QC-Inhibitor, der fur die Anwendung

im Menschen und somit fir die Inhibition humaner¥ne entwickelt wurde. Es lassen sich
jedoch einige Hinweise dafir vorbringen, dass adieMenschen gezeigte Wirkungsweise auf
andere Saugetiere Ubertragen werden kann und souctit eine Verwendung im Kaninchen

plausibel erscheint.

Sequenzidentitat: Vergleicht man die Struktur deniosauren der humanen (hQC und
hisoQC), murinen (mQC und misoQC) und rQC und ri8e(xsind diese einander sehr ahn-
lich (KocH et al. 2012). Die drei QCs weisen eine Sequentitdénon ca. 77-88 % auf. Die
Aminosauren der isoQCs sind zu 74,6-90 % ident{sethe Thl. 15). Beide Kaninchenenzy-
me weisen weniger Unterschiede zu dem menschlidhaiogon als zu denen der Maus auf.

Tbl. 15: Interspezifischer Vergleich der Sequenzidentit&am QC/isoQC in %.

Enzym  hQC mQC rQC  hisoQC misoQC risoQC

hQC 86,2 79,9 50,6 42,7 43,3

mQC 85,7 76,9 50,9 42,9 44,1
rQcC 88,1 85,3 49,7 42,9 43,9

hisoQC 50,8 51,4 45,2 74,6 77,5
misoQC 49,5 50,2 45,2 86,4 83,6

risoQC 50,5 51,7 46,3 90,0 83,8

rot: interspezifische Sequenzidentitat der QCs: hQC, m@LCrQC
blau interspezifische Sequenzidentitat von hisoQCpRiS und risoQC

Strukturhomologie: Vor allem bei Betrachtung der diie Bindungen von MWT-S-17 rele-

vanten Aminosauren (siehe turkisfarbene Unterlegangbb. 28) fallt die speziesibergrei-
fende Homologie der Enzyme auf. Insgesamt wurde\méosauren als relevant fur die
Bindung des Inhibitors MWT-S-17 identifiziert. Seckdavon weisen im interspezifischen
Vergleich zur hQC Unterschiede auf, drei davondfign in allen drei Spezies den gleichen
Aminosaureaustausch von QC zu isoQC. Die Aminosaudie zum aktiven Zentrum geho-

ren, sind also hoch konserviert.
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120 125 130 135 140 145 150 155 160

GYR%FSNI%STLN;TAKR@LVLA%HYDS%YFSH%NNRV@VGAT%SAVP
GYRSFSNIISTLNPEAKRHLVLACHYDSKYFPRWDSRVFVGATDSAVP
120 125 130 135 140 145 150 155 160
GIRSFSNIISTLNPSTKRHLVLACHYDSKYFPRWDNRVFVGATDSAVP
145 150 155 160 165 170 175 180 185 190
GPVDFGNVVATLDPRAARHLTLACHYDSKLFPP GSTPFVGATDSAVP
145 150 155 160 165 170 175 180 185 190
GPLDFGNVVATLDPGAARHLTLACHYDSKFFPP GLPPFVGATDSAVP
145 150 155 160 165 170 175 180 185 190
GPLDFGNVVATLDPGAARHLTLACHYDSKFFPP GSAPFVGATDSAVP

165 170 175 180 185 190 195 200 205 210

%AMML%LARA%DKKL&SLKT&SDSK&DLSL%LIFF%GEEA;LHWS&QD
CAMMLELARALDKKLHSLKDVSGSKPDLSLQLIFFDGEEAFHHWSPQD
165 170 175 180 185 190 195 200 205 210
CAMMLELARALDKQLLSLKNVSDSRTAVSLQL|FFDGEEAFLHWSPQD

195 200 205 210 215 220 225 230 235
CALLLELAQALDLELSRAKKQA "~ "APVTLQLLFLDGEEALKEWGPKD
195 200 205 210 215 220 225 230 235
CALLLELVQALDAMLSRIKQQA "~ APVTLQLLFL GEEALKEWGPKD
195 200 205 210 215 220 225 230 235
CALLLELAQALDLELSRAKEQA ' " "APVTLQLLFLDGEEALKEWGPKD
215 220 225 230 235 240 245 250 255
SLYGSRHLAAKMASTPHPPGARGTSQLHGMDLLVLLDL IGAPNPTFPN
215 220 225 230 235 240 245 250 255 260
SLYGSRHLAQKMASSPHPPGSRGTINQLDGMDLLVLLDL |GAANPTFPN
215 220 225 230 235 240 245 250 255
SLYGSRHLASKMASTPHPPGARGTNQLHGMDLLVLLDL IGASNPTFPN
240 245 250 255 260 265 270 275 280
SLYGSRHLAQLMESIPHSPG " * "PTRIQAIELFMLLDLLGAPNPTFYS
240 245 250 255 260 265 270 275 280
SLYGSRHLAQIMES IPHSPG' * "PTRIQAIELFVLLDLLGASSPIFES
240 245 250 255 260 265 270 275 280
SLYGSRHLARLMESMPHSPG PTRIQAIELFVLLDLLGAPNPTFYS

260 265 270 275 280 285 290 295 300

FFPNSARWFERLQAIEHELHELGLLKDHSLEGRYFQNYSYGGVIQDDH
FFPKTTRWFENRLQA|EKELYELGLLKDHSLERKYFQNFGYGNI IQDDH
260 265 270 275 280 285 290 205 300 305
FFSNTARWFNRFKA |EQELHELGLLKDHSLERQYFQNFGYGGL IQDDH
285 290 295 300 305 310 315 320 325
HFPRTVRWFHRLRS | EKRLHRLNLLQSHPQEVMYFQPGEPFGSVEDDH
285 290 295 300 305 310 35 320 325
HFPRTARWEQRLRS | EKRLHRLNLLQSHPQEVMYFQPGEPPGPVEDDH
285 290 295 300 305 310 315 320 325
HFPRT IRWFHRLRS | EKRLHRLNLLQSHPEEVMYFQPGEPPGSVEDDH

310 315 3200 335 350 355

IPFLRRGVPVLHLIPSPFPEVWHTMDDNEENLDESTIDNLNKILQVFV
IPFLRKGVPVLHLIASPFPEVWHTMDDNEENLHASTIDNLNKIIQVFV
310 315 3200 325 330 335 340 345 350 355
IPFLRKGVPVLHLIPSPFPEVWHSMDDDEGSLDESTIDNLNKILQAFV
330 335 340 345 350 355 360 365 370 ars
IPFLRRGVPVLHLISTPEPAVWHTPADTEVNLHPPTVHNLCRILAVFL
330 335 340 345 350 355 360 365 370 ars
IPFLRRGVPVLHLIATPFPAVLHTPADTEANLHPPTVHNLSRILAVFL
330 335 340 345 350 355 360 365 370 375
IPFLRRGVPVLHLIATPEPSVWHTPADSEANLHPPTVHNLSRILAVFL

PW“I“F”P’P @[ B WN R [N]&[WIN R0 0[S [W N 2 [D[N]B[W]N |-

Abb. 28: Ausschnitt eines interspezifischen Aminoséen ,Sequenzalignement” von QC/isoQC.
Dargestellt sind die Aminosauren 116-355 verschiedeQCs sowie Aminosduren 144-376 der
entsprechenden isoQCs, die das aktive Zentrum rbil@iérkis unterlegt sind alle fir MWT-S-17
relevanten Bindungen. 1. Aminoséuren der hQC; 2inaséuren der mQC; 3. Aminosduren der rQC;
4. Aminosauren der hisoQC; 5. Aminosauren der mizo8) Aminosauren der risoQC.
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Bezugnehmend auf die Kristallstrukturiberlageru/&jrkturalignement®) fallt vor allem ein
heterogener Abschnitt (,flexibler Loop*) auf (siegeiner Kasten in Abb. 29), in dem eine
groRere Varianz zwischen den einzelnen Sequenztsidibar ist. Dieser Unterschied be-
ginnt an der Stelle mit der Aminosauren-Nr. 299 Ch@QC), 300 (mQC), 320 (hisoQC,
misoQC) bzw. 321 (risoQC). Alle QCs besitzen damtByrosin in der Sequenz, wohingegen
die isoQCs ein Prolin aufweisen. Es folgen zweidig Bindung irrelevante Aminoséauren,
woran sich vier weitere relevante Aminoséauren arnefgén. In diesem Aminosaureblock sind
die ersten drei Aminosauren zwischen QC und iso@Galben Spezies unterschiedlich, die
letzte ist bei allen Enzymen und Spezies Asparagies Zwischen hQC und rQC unterschei-
det sich nur die erste Aminosaure: Das Valin de€Chf im Kaninchenenzym gegen Leucin
ausgetauscht. Die Sequenzen von hisoQC und risoQCidentisch. Diese Sequenzunter-
schiede bedingen ein unterschiedliches Bindungsntiatden Inhibitor MWT-S-17.

Abb. 29: Aktive Zentren der Ubereinandergelegten Kistallstrukturen der hQC, hisoQC und
mQC. Orange: hQC. Blau: hisoQC. Beige: mQC. SchwarzegiK MWT-S-17 an das Zink des
aktiven Zentrums gebunden und in Abhangig von gez®s unterschiedlich farbig dargestellt: Pink:
hQC. Rostrot: hisoQC. Hellbraun: mQC. Griiner KastEtexibler loop” gebildet durch Unterschiede
in Aminosaure 299-305 (hQC).
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Vergleichbarkeit der KWerte: Auch aufgrund der in der Literatur angegeoe experimen-
tell bestimmten kWerte von MWT-S-17 mit hQC, hisoQC, mQC und miso(@eNis et al.

2011) sowie dem hier ndherungsweise bestimmieNétt der unaufgereinigten exprimierten

rQC lasst sich feststellen, dass dieWerte der drei verschiedenen QCs alle in der lyéic
GroélRenordnung von ca. 150 nM (hQC: 71 nM, mQC: dM0Q rQC: 210 nM) liegen. Die
Hemmkonstanten beider isoQCs sind mit ca. 240 nkhrihnlicher (hisoQC: 236 nM, mi-
soQC: 246 nM). Durch diese vergleichbare Aktivitdt die Wahrscheinlichkeit sehr hoch,
dass auch der RNert der Kaninchen isoQC mit MWT-S-17 in diesenrdieh liegt. Eine
sichere Aussage dazu kann allerdings nur nach iexgetellem Nachweis getroffen werden.

Im Zusammenhang betrachtet weisen die hier disketieDaten sehr stark darauf hin, dass
die Aktivitat von MWT-S-17 in Bezug auf die rQC/Q€, einen mit humanen Enzymen
vergleichbaren Effekt erwarten lasst. Somit ist bidribitor auch fir das Kaninchenmodell

geeignet.
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5.4 Orale Behandlung mit MWT-S-17

Praktische Anwendung: Die orale Behandlung drei kéglich (6:00, 14:00, 22:00 Uhr)

stellte eine hohe Stressbelastung fiir die Tiere \darr allem abends wurden die Kaninchen

durch Licht, Larm und Herausnahme aus ihrem Kafighrer Ruhephase gestort. Dazu kam
die orale Gabe mit einem relativ groRen Volumen-(12 ml pro Tier), was durch die hohe
zu verabreichende Wirkstoffdosis zwingend erfoidbriwar. Die Akzeptanz der Tiere bei
oraler Gabe war relativ gering und oft mit Abwelwlegungen verbunden, so dass eine siche-
re Applikation der gesamten Wirkstoffdosis nichtgtié¢h war. Auch die Formulierung des
Vehikels zur Herstellung einer Suspension war utevbaft. Zwar wurde die entsprechende
Applikationslosungen vor jeder Medikamentengabe @nfrisch hergestellt, jedoch war diese
nicht ausreichend lange stabil, so dass sich dekstdif teilweise noch vor der oralen Gabe

in der Spritze abgesetzt hatte, was die Applikatiasthwerte.

Fur nachfolgende Versuche, bei denen der Wirkstodl verfugbar sein soll, ware (Ge-
schmacksneutralitét des potentiellen Wirkstoffsausgesetzt) eine Einmischung in die Fut-
terpellets oder das Trinkwasser winschenswert. vemfiglls sollte der Wirkstoff potent
genug sein, um in geringeren Dosen, sowie in Lospmiziert werden zu kdnnen (maximal
3 ml pro Tier). Die Dosierungsfrequenz sollte sargewie moglich sein.

Falls das Versuchsziel es zulasst, ware eine @irg¥irkstoffoeschichtung auf dem Stent
gunstig, da den Tieren der Stress durch die oraleaBdlung erspart bliebe und das Arznei-
mittel direkt vor Ort wirken kdnnte. So kdnnten huowvei unterschiedliche Stents in einem
Tier getestet werden, die dann zweifelsfrei alz@ime Versuchseinheiten behandelt werden

kdnnten.

Theoretischer Wirkmechanismus: In Mausen wurdeiggz#ass hauptséachlich die isoQC fur

die Reifung von CCL2 verantwortlich ist Y8Is et al. 2011, BCKER et al. 2016). Diese ist im
Golgi-Apparat lokalisiert (€nis et al. 2008). Aus diesem Grund muss die Substaelche
die CCL2-Reifung verhindern soll, in den Golgi-Apaiader Zellen gelangen. Bei der Bio-
synthese und dem Transport von CCL2 vom ZytoplaghHeb,7 - 7), Uber das endoplasmati-
sche Retikulum (pH 7), den Golgi-Apparat (pH 6&)7), zu den sekretorischen Vesikeln
(pH 5,5) zur finalen Sekretion, z.B. in das BluH(p,4) fallt ein deutlicher pH-Gradient auf
(VAN LIMBURG STIRUM 2008, HOHNE et al. 2011). Insbesondere der Golgi-Apparat uied d

sekretorischen Vesikel besitzen einen (schwachesguH. Der pkWert des N-Stickstoffes
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des Imidazolrings von MWT-S-17 betragt 6,79 (venyle Thl. 12). Bei diesem pH-Wert
liegt dieser im gleichen Verhaltnis protoniert uheprotoniert vor. Bei Imidazolderivaten wie
MWT-S-17 gilt, dass sie nur an das Zinkion desvaktiZentrums des Enzyms binden kon-
nen, wenn das Stickstoffatom des Imidazolrestesoti@pert vorliegt. Bei schwach sauren
pH-Werten, wie sie im Golgi-Apparat vorherrscheegi das N-Stickstoffatom des Imidazol-
restes demnach gréf3tenteils protoniert vor und &imelung an das Zinkion des aktiven
Zentrums der isoQC kann nicht mehr effektiv erfalgBucHHoLz 2007).

Der bei der Auswertung des Wirkstoffprofils erreeten Minimalwert der Se-
rum-Inhibitorkonzentration liegt konstant Gber deehnfachen Kvon 2,1 uM. Laut Litera-
turangaben (ILLy 2007) wird in dieser GroRenordnung eine vollstgadHemmung des
Enzyms in LOsung erwartet. Dieses vereinfachte Baclodell kann die erfolgte Enzym-
hemmung allerdings nur naherungsweise beschreilzeRaktoren wie die Plasmaproteinbin-
dung (hier 33 %) sowie Wechsel zwischen Aufnahmmd MVirkort nicht bertcksichtigt
werden.

Da es aktuell keine gesicherten Informationen darigiot, wie hoch die Inhibitorkonzentra-
tion von MWT-S-17 nach Diffusion in den intrazelubn Kompartimenten und damit im
Golgi-Apparat ist, kann tber die tatsachlich etmecisoQC Hemmung bei schwach saurem

pH keine finale Aussage getroffen werden.
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5.5 Kritische Betrachtung des verwendeten Tiermodells

Aus der Literatur geht hervor, dass es unabhangig Versuchsaufbau zu einer hohen Streu-
ung der Neointimabildung zwischen den einzelneneirpenten kommen kann. In dieser
Machbarkeitsstudie (,proof of principle®) €8miDT 2006) fiel die Wahl aufgrund logistischer
Uberlegungen sowie der reduzierten Tierbelasturiglan Versuchsaufbau nachNGHEIN-
RICH. Problematisch am erzielten Versuchsergebnislagsgs sich die morphometrischen Pa-
rameter zwischen Positiv- und Negativkontrolle nisignifikant unterscheidet. Prednison
hatte in diesem Experiment also keinen erkennb&iefiuss auf den Ausbildungsgrad der
ISR. Das konnte einerseits daran liegen, dass aieRBICHINI et al. 2007 vero6ffentlichte
Studie, in der die ISR durch orale Prednisonaufreageghemmt wurde, nicht in dem verkirz-
ten Versuchsaufbau reproduzierbar ist (vergleichschnitt 5.2). Ein anderer Grund dafur
kann sein, dass die erzeugte Neointimabildung m tieer beschriebenen Modell generell
moderat ist, so dass Behandlungseffekte nichtlsachwerden. Eine funktionierende Therapie
braucht im Tierversuch einen grof3en Effekt um stigtth nachweisbar zu sein. Je grof3er die
Pathologie (hier die ISR), desto besser sichtliatas Therapieerfolg, also die Reduktion des

pathologischen Merkmals.

Nachfolgend sind tabellarisch (siehe Tbl. 16) eniter in der aktuellen Literatur veroffent-
lichten Kenndaten der unbehandelten Kontrollgruppes ISR-Kaninchenmodellen zusam-
mengetragen. Zur besseren Vergleichbarkeit hardedich ausschliel3lich um Versuche, bei
denen zwischen Stentimplantation und Totung dereTwger Wochen liegen. Oft wird nur
eine der vielen moglichen Kenngréf3en angegeben,dreadModelleruierung erschwert. Die
prozentualen Stenoseangaben bei EndotheldenudatidrStentimplantation in einem Ein-
griff reichen von 18 - 35,4 %. Damit sind die inesikm Versuch in der Negativkontrolle
erreichten 16 % relativ gering. Trotzdem ist dieoM&mabildung mit 0,75 mfm(im Ver-
gleich zu zwei anderen Publikationen, siehe Tb). fh6t doppelt so grol3. Eine statistische
Signifikanz, die in anderen Publikationen ausreinchscheint, kann in dem hier durchgefiihr-
ten Experiment dennoch nicht erreicht werden.

Bei einer potentiellen Wiederholung des Versuchsaugs mit Testung einer anderen Sub-
stanz sollte deshalb eine Methode gefunden werdenRestenoserate zu vergrof3ern um

Therapieeffekte morphologisch besser darstellekbnmen.
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Tbl. 16: Erhobene Parameter der unbehandelten Kontrollgruppeger ISR Kaninchenmo-
delle im Vergleich.

Modell Parameter
Quelle  Futter Modellablauf N in Min N/M Sin
mn’  mn? %

RuiTER  Standard Stentimplantation direkt  n.a. n.a. n.a. 18
et al. nach PTA (keine Plaque)
2015
ZHoU 28d 1% 1. Restenosemodell: PTA 2,13  n.a. n.a. 89
et al. Cholesterin  fur Plaqueinduktion;
2015 4 Wochen spater erneute

PTA

2. Atherosklerosemodell: 0,37 n.a. na. 354

einmalige PTA
HAN Standard Nur Stentimplantation 0,36 n.a. 0,67 n.a.
et al. (keine Plaque, keine PTA)
2016
WANG 28d 0,25 % Nur Stentimplantation n.a. na. 198 n.a.
et al. Cholesterin  (keine Plaque, keine PTA
2016
NYKIEL 28d1% 2 Wochen vor Operation 0,75 0,28 2,8 16
2017 Cholesterin  Cholesterinfutter, Stentim-

plantation direkt nach PTA
(keine Plague)

Die Zeit zwischen Stentimplantation und Tiertotlregragt in allen angegebenen Versuchen 4 Wachen

N: Neointimaflache

M: Mediaflache

N/M:  Neointima zu Media Verhéltnis
S: Stenose

n.a.: nicht angegeben
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5.6 Belastungseinschatzung

Die retrospektive Belastungseinschatzung des Veesudeckt sich mit dem prospektiv ver-
muteten Grad, der bei gering- bis mittelgradigtli€er mittlere Score der klinisch gesunden
Tiere im Behandlungsversuch lag pro Tag bei 0,68i(mal 0 bis maximal 11) und war somit
als gering anzusehen (Scoresheet siehe unterAhdeichungen vom Wert 0 kamen in der

Regel durch reduzierte Futteraufnahme oder GewieHtsst zustande.

Die Operation fuhrte nur zu geringen und kurzandaden Schmerzen, Leiden und Schaden.
Eine hohere Belastung wurde bei den Tieren wahnslatte durch das Futtern der unphysio-
logischen Cholesterindiat hervorgerufen. Die Orgamémderungen lieBen sich zwar nicht
durch Bestimmung klinischer Parameter belegenietenfjedoch alle Tiere bereits nach vier
Wochen Cholesterinfutteraufnahme in der Sektion emer mittelgradigen Leberverfettung
auf. Ein Tier der PK wies eine hochgradig gefutiallenblase auf. Der Gallengang war nicht
durchgéangig, Konkrementablagerungen fehlten. Zvegi sechs Tieren der PK, welche die
cholesterinreiche Diét fur 6 Wochen erhalten hatiad nach diesem Zeitraum wieder auf
Normalfutter umgestellt wurden, entwickelten ab fimften Woche okulare Cholesterinaus-
fallungen, die laut ¥ss et al. (1969 als Zeichen fir generalisierte Atheroskleroseegelt
(siehe Abb. 30). AuBerdem waren mikroskopisch bitg Plaques in de¥. carotis commu-

nis nachweisbar.

Histologisch wurden mittelgradige Cholesterinkiisiasnadelungen im Bereich des Ziliar-
korpers und deStratum pigmentosuspwie zahlreiche schaumige Makrophagen nachgewie-
sen. Bei einem Tier wurde eine diffuse Ablésung Retina beobachtet. Des Weiteren wur-
den Lipidansammlungen in der Haut, vor allem annkimd Mundpartie, koinzidiert mit den
okularen Cholesterinablagerungen gefunden. DXemathometreten auch beim Menschen,
unter anderem bei gestortem Fettstoffwechsel anROMEIER 1973). Anders als in Teilen
der Fachliteratur beschrieben, entwickelte keirr Héotenlasionen durch Hautatropie (GV-
SoLAas/ TVT 2010).
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Abb. 30: Klinische Symptome einer systemischen Athesklerose im Kaninchnemodell. Zur
Veranschaulichung wurden Pfeilmarkierungen eingefily& B: Okuldre Cholesterinausféallung;
C: Xanthombildung am Kinn; D: Makroskopisch sichithaPlaques an deA. carotis communis
(12 Wochen nach Beginn der 6 wéchigen alimentardneskleroseinduktion).
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5.7 Verendete Tiere und Einfluss der symptomatischen Bendlung

Die frihe Sterblichkeit der Tiere zog sich durcle &ehandlungsgruppen und hatte mit hoher
Wabhrscheinlichkeit nichts mit der Stentimplantatidar alimentéaren Atheroskleroseinduktion
oder der Inhibitorgabe zu tun. Die betroffenen Kahen wurden 14 - 21 Tage nach der
Operation mit Atemgerauschen auffallig. Ab dieseaitplinkt wurden sie symptomatisch mit
Salbutamol, Budesonid und Furosemid behandelt. ¥&gr12 behandelten Tiere erreichten
das regulare Versuchsende und gingen in die Vesausiwertung mit ein. Deshalb sollen im
Folgenden die Einflisse der medikamenttsen Zudaariobung (vergleiche 4.4.1) auf das

Versuchsergebnis allgemein bzw. die Neointimapeddifion im Speziellen dikutiert werden.

Budesonid ist ein Glucocorticoid, Salbutamol einadBgmpathomimetikum. Beide Wirkstoffe
haben lokale Wirkung auf die glatten Muskelzelldrg allerdings aufgrund der unsicheren
Anwendungsform (Inhalation bei Aspiration) wahrdoleh zu wenig Wirkung gezeigt
haben, weshalb sie hier nicht diskutiert werdetesol

Furosemid, durch Verdacht auf ein akutes Lungenddeimiert, konnte dabei einen grol3eren
Einfluss gehabt haben als die beiden anderen Medikte. Bei Furosemid handelt es sich
um ein Schleifendiuretikum, welches sich an derihaten Seite des aufsteigenden Schenkels
der Henle-Schleife an Chlorid-Bindungsstellen aetagund so den Natrium/Kalium/2-
Chlorid-Cotransporter hemmt, wodurch das Gegengirmnip aufgehoben wird. Kalium-
und Calciumausscheidung sind erhdht und es finidet &chwache Hemmung der Carboan-
hydrase statt, die jedoch keine Relevanz fiir digkWvig hat (REY et al. 2010). Wie andere
Schleifendiuretika auch hat Furosemid eine blutkkkaokende Wirkung. Diese ist allerdings
von einer kirzeren Dauer und es kommt nicht zurensatzlichen arteriellen Vasodilatation
(SIFFERT et al. 2001). Dennoch hat die Hohe des Blutdruéiafiuss auf die Restenoserate.
Toccl et al. zeigten 2016, dass ein normaler Blutdrumk KHK-Patienten bei der PTA das
Risiko einer ISR um fast 24 % (im Vergleich zu Blothdruckpatienten) senkte. Insofern
hatte sich der blutdrucksenkende medikamentenasdeziffekt der letzten Lebenstage bei
den vier Tieren (zwei in der Negativkontrollgruppayei aus der niedrig dosierten Inhi-

bitorgruppe) mit einer reduzierten Neointimabildungwirken kdnnen.

Werden die vier betroffenen Tiere nicht mit in dtatistische Berechnung eingebracht, ist der

Trend des Behandlungseffektes optisch schnellarfassen. Die niedrig dosierte Inhibitor-
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Behandlungsgruppe zeigt ein ahnliches Ergebnisdieehochdosierte Gruppe. Dieser Sach-
verhalt ist in Abbildung 31 beispielhaft fir die dietimaflachenbildung gezeigt. Eine statisti-
sche Signifikanz bleibt dennoch aus.

1.0
E Il BMS+Vehikel
E 0.8+ ehike!
s —|_ [ BMS+Prednison
% 0.6 —|_ = BMS+QC-Inh?bitor, hpch.
P Bl BMS+QC-Inhibitor, niedrig
g 04
=
8 0.2
Z
0.0-

Abb. 31: Neointimaflache im Gruppenvergleich der Tere ohne symptomatische Furosemidbe-
handlung. One-way ANOVA, Tukey post-hoc Test, MW + SD, n $4-
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5.8 Interpretation der Versuchsergebnisse

Histologie:Die gestenteten Arterien mussten in Kunststoff elogftet werden, da das Materi-
al herkommlicher Einbettmethoden zu weich ist, ums Metallgertist des Stents beim Pro-
benschneiden zu fixieren. Es kdnnen Methoden dédifeettung mittels Polymethylme-
thacrylat (PMMA) und Kalteinbettung z.B. in Techitounterschieden werden. Da ein Ziel
der Arbeit der Nachweis einer Monozyten-beeinflasesm Wirkung von MWT-S-11 vivo
mittels Immunhistologie war, fiel die Wahl auf dfalteinbettung mit Technovit 9100. Nor-
malerweise werden Semidunnschnitte mittels Mikroeoangefertigt, die zuvor nach einem
etablierten Standardprotokoll entplastet werdensatigbei Jum dicken Schnitten jeweils

2 x 20 min Xylol und 2 x 20 min Methoxyethylacetalpdoch waren die Mikrotomschnitte
nicht ohne Strukturverlust anzufertigen, was an ohererhalb des Praparates auftretenden

Harteunterschieden (Gewebe und Metall) lag.

Die Messgenauigkeit der erhobenen Daten ist adgivejut einzuschatzen, da unterschiedlich
gefarbte Gewebeflachen vom Rechner bestimmt undAmwender lediglich feinabgestimmt
wurden. Diese Methode ist praziser als manuellGgsvebe zu markieren, wie es in her-
kommlichen Arbeiten beschrieben wirdigbricH 2002, MALLE 2013). Da die Auswertung
verblindet stattfand, kann davon ausgegangen wensess der Korrekturfehler der Flachen-

berechnung bei allen Proben einheitlich ist.

Die Ergebnisse der morphometrischen Untersuchusmehbis auf die Ausnahme der Para-
meter % Stenose und % verbleibendes Lumen nicigtstah signifikant (vergleich Abb. 20).
Der Unterschied besteht zwischen den Gruppen derhtnhibitordosis und der Positivkon-
trolle (bei der die Predisonbehandlung, wie untérkiereits dargestellt, keinen Einfluss hat-
te). Das konnte an dem unterschiedlichen Druckde#éaRaufdehnung und Stentimplantation
liegen. Je nach Dehnungsgrad damina elastica interndéllt in Abbildung 31 die breitere
Tunica mediaauf, die wahrscheinlich den gréf3ten Einfluss dafAlisbildung des Resteno-
segrades hat (BGERet al. 1996).

Dennoch ware auch der Gefal3abschnitt in AbbildubgC3bei Beurteilung mit Hilfe des
Neuen Verletzungsscores nicht hdher als 2 anzusiedie@ dieLamina elastica internaoch
nicht rupturiert ist (bei der dargestellten Vergefihg nicht zu sehen). Somit scheinen die
Aussagen zwischen benutzen Scores der verwendetzirungsparameter und der mor-
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phologischen Erscheinung zum Teil nicht gut zu d&degren. Mdglicherweise ware eine fein-
gliedrigere Punkteverteilung beim Neuen Entziindsoge zielfihrend.

Abb. 32: GefaRe mit unterschiedlichen Auspragungerdes ,Neuen Verletzungsscores“Durch
den hoheren Verletzungsgrad d&unica mediaresultiert eine vermehrte Neointimaausbildung
(schwarzer Kasten). Movat Pentachrom, 40xfach o&epnt. A: Tunica media kaum gedehnt, wenig
ISR; B: Tunica media geringgradig (ggr.) gedehmr. dSR; C: Tunica media mittelgradig (mgr.)
gedehnt, mgr. ISR.

Spezifische QC-Aktivitat und Genexpression von CCOZ und isoQC im Gefal3: Die Be-

stimmung der spezifischen QC-Aktivitét zeigt eirgatistisch signifikanten (p < 0,05) Akti-
vitatsunterschied zwischen der Gruppe, die mittdgren Inhibitor-Dosis behandelt wurde
und der Positivkontrolle. Dieses Ergebnis solltdogh unter Vorbehalt diskutiert werden.
Einerseits ist die Qualitdt der berechneten liredRegressionsgeraden (siehe Abb. 22) ge-
ring, andererseits musste die ohnehin kleine Pimahl zusatzlich noch zusammengefasst
werden. Dennoch stimmen die GroRenordnungen deegganen Aktivitaten mit den erwar-
teten Werten speziesubergreifend UberetHIKING et al. (2011) geben fur verschiedene
Hirnareale von Mausen Werte von ca. 0,018 - 0,04&lffmg*min) an, die auch dem Mit-
telwert beider Kontrollgruppen bei ca. 0,018 nnmmobtmin) entsprechen.

Auch die Daten der Expressionsanalysen basiereaufuginer geringen Probenanzahl, wes-
halb die Ergebnisse hdchstens als Trend diskwtierden sollten. Eine statistische Analyse

war aufgrund der inhomogenen Gruppengrof3e nichtiainbg

Zusammenfassend kann eine erfolgreiche ISR Modélietung festgestellt werden. Eine
potentielle Wirkstoffkomponente zeigten vivo positive Trends in der Morphometrie,
QC-Inhibition und Veranderung der GenexpressionZieknolekils CCL2.
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Einleitung: In den westlichen Industrienationen sterben meknddhen an den Folgen der
Atherosklerose als an Krebserkrankungen. Diesertifadktbriell bedingte, degenerative
Prozess der Arterien zeichnet sich durch Gefal3wenddhkungen, sogenannte Plaques aus.
Diese kénnen eine reduzierte Durchblutung bis bimUnterversorgung und Infarkten in den
betreffenden Organen zur Folge haben. Die konveelli®, minimalinvasive Therapie in der
Humanmedizin ist die Perkutane Transluminale Anigisiee (PTA). Durch einen arteriellen
GefalRzugang wird das stenosierte Gefald mittelsoBdilatation wiedererdffnet. Optional
wird eine Gefal3stitze (Stent) implantiert, um dieeeosklerotische Arterie offen zu halten.
In 20 - 30 % der Falle kommt es noch immer, tratzr¢langer Forschungsarbeit, zum Wie-
derverschluss der GefalRe. Die Ausldser dieses $sezeder in-Stent Restenose (ISR), sind
noch nicht vollstandig aufgeklart und es fehlt amneksame Prophylaxe.

Eine Hypothese stellt die Uberschielende Monoaytasion in das Gefallendothel nach
Dehnungsreiz durch PTA in den Vordergrund, die duli® Ausschittung des Monozyten-
anlockenden Chemokin CCL2 induziert wird. Dessetaiyaische Stabilitat und chemotakti-
sche Potenz, wird durch Bildung eines N-termingfgmoglutamatrestes vermittelt, welche

durch das Isoenzym der Glutaminylzyklase, (isoQ&takysiert wird.

Ziel der Untersuchungbas Ziel der vorliegenden Studie war es, in eirggaigneten Tier-
modell die isoQC nach Stentimplantation zu hemndexurch die Konzentration von poten-
tem CCL2 zu reduzieren und somit den potentieléndie ISR mitverantwortlichen Wirk-

mechanismus der Monozyteninvasiarvivo zu eruieren.
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Tiere, Material und MethoderZur Modelletablierung, sowie der vergleichenderrdbéiih-
rung einer Pharmakokinetikstudie mit zwei potefgigl nicht selektiven QC/isoQC-
Inhibitoren, dienten 12 weil3e Neuseelandkaninchef\{). Nachin vitro Charakterisierung
der Inhibitoren und Analyse der pharmakologischarafeter wurde der besser bioverfligba-
re Inhibitor (MWT-S-17) fur den Behandlungsversaatsgewahlt. Daftir wurde in 28 weibli-
chen NZW alimentér Atherosklerose induziert (Futtey einer 1 % cholesterinhaltigen Diat).
Nach 14 Tagen wurden den Tieren mittels PTA bidt8tents in beidda. iliacae externae
implantiert und sie anschlieBend randomisiert Gemppen zugeordnet. Zwei Gruppen beka-
men in unterschiedlichen Dosierungen dreimal téglitr insgesamt vier Wochen, den Inhi-
bitor oral. Die anderen beiden Gruppen dientenPalsitiv- und Negativkontrolle. Erstere
erhielt Prednison, was laut Literaturangaben balieoiGabe die ISR reduziert, letztere nur das
Vehikel.

Unmittelbar nach Totung der Tiere wurden die gasten Gefal3e gespult und entnommen.
Ein Teil der Probe wurde in Technovit 9100 eingedietind in Anlehnung an die Trenn-
Dunnschliff-Technik histologisch aufgearbeitet ugefarbt (Giemsa- und modifizierte Mo-
vat-Pentachrom Farbung nackRAHOEFR. Anschlie3end wurden die Schliffe digitalisiertcu
die Giemsa gefarbten Proben mikroskopisch auf Ewlziigszeichen untersucht. Auf3erdem
fanden morphometrische Auswertungen an Movat-Pbrdat gefarbten Schliffen statt, um
die ISR zu quantifizieren. Der andere Probenteitdewzur QC-Aktivitatsmessung, sowie zur

Untersuchung der relativen Genexpression von @Q@und CCL2 verwendet.

ErgebnisseDie histologischen Ergebnisse beziiglich der Erdaiigsparameter wiesen keine
Unterschiede auf. Bei der Morphometrie ergab sioh statistische Signifikanz beztglich des
Stenosierungsgrades zwischen der Positivkontraite der Behandlungsgruppe, welche die
hohe Dosis QC/isoQC-Inhibitor erhielt. Dieser Bafuasst sich auch bei der Hemmung der
QC-Aktivitat im homogenisierten Gefald erheben. Digersuchung zur relativen Genexpres-

sion kann, aufgrund zu kleiner Stichprobenmenganats Trend diskutiert werden.

SchlussfolgerungerZzusammenfassend erscheint das Kaninchenmodeihduktion der ISR
fur weitere Untersuchungen geeignet, sollte abesititlich des Ausbildungsgrades der
Pathologie verbessert werden, um Therapieeffekt&est sichtbar zu machen.

Dieses Experiment kann Hinweise auf die Wirksamkeies oral verabreichten QC/isoQC-

Inhibitors als neues Zielmolekil zur Reduktion &R geben.
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Introduction: In industrialized nations morbidity from conseqoes of atherosclerosis is
higher than morbidity related to cancer. This nfattiorial degenerative process of arteries is
characterized by vascular wall thickening (plaguesiluced blood flow up to insufficient
supply of blood or infarct of respective organse@onventional, minimally invasive therapy
is percutaneous transluminal angioplasty (PTA).otlgh an arterial access, the stenotic
vessel is reopened by balloon dilatation. Optignall stent is implanted to keep the athero-
sclerotic artery open. Despite several years adaieh, in 20 — 30 % of cases a restenosis of
the vessel can be observed. This process is cal8tent restenosis (ISR). The trigger for
ISR is not fully understood and consequently, feative therapy against ISR has been de-
scribed to date. A commonly accepted hypothesis the invasion of monocytes into the
vascular endothelium after PTA-stretching into fibeus of research. The invasion is induced
by the release of monocyte attractant chemokine Z@Gk chemotactic activity and protec-
tion against degradation by aminopeptidases depemds pyroglutamate-modified N-

terminus, which is generated by catalysis of tbemgyme of glutaminyl cyclase (isoQC).

Aim of the studyAim of the study was to test whether the inhibitiof isoQC in a suitable
animal model of ISR reduces the QC/isoQC-activitd £CL2 concentration. Furthermore,
the effect of reduction of the aforementioned beraital parameters on ISR was to be de-

termined.
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Animals, materials and methadsor establishing the rabbit ISR model and forrptacoki-
netic studies of two potential, nonselective QGJ€oinhibitors, 12 New Zealand White
rabbits (NZW) were used. Aftén vitro characterization of two inhibitors and the anays
their pharmacological profiles, the inhibitor witiie higher bioavailability, MWT-S-17, was
selected for the treatment trial. For the main expent, alimentary atherosclerosis was in-
duced in 28 female NZW by feeding a 1 % cholesteonitaining diet. After 14 days, a PTA
was performed and stents were bilaterally placdabih Aa. iliacae externaeAfterwards the
animals were randomly assigned into four groupso Tywoups were orally treated with
MWT-S-17 in two different doses, three times a @&ya total of four weeks. The other two
groups were used as positive and negative conffbks.positive control received prednisone,
which, according to the literature, reduces ISRradral administration. The negative control
was treated with vehicle only. Immediately aftecrgacing the animals, the stented vessels
were rinsed and removed. A part of the sample walsedded in Technovit 9100 and pro-
cessed for histological examination based on angugrinding technique. Samples were
stained using Giemsa stain and a modified Movatd@bnom stain after SRHOEFFE Subse-
quently, the sections were digitalized and examimécroscopically for signs of inflamma-
tion. Moreover morphometric evaluations were perfed in order to quantify the ISR. An-
other part of the samples was used for QC-activigasurements and for gene expression
analysis of QC, isoQC and CCL2.

Results: The histological results comprised inflammatorygoaeters, which did not show
signs of inflammation in stented vessel segmemtsaddition, the morphometry results re-
vealed a statistical significance of the level whesis between the positive control and the
treatment group, receiving the high dose QC/iso@@hbitor. This finding was also con-
firmed by analysis of QC-activity in the homogenizeessel segments, showing a reduced
activity upon treatment. Influenced gene expressio@CL2 was also observed, however, the

results should be discussed only as a trend dsmmatl sample sizes.

Conclusion:In summary, the rabbit model of ISR appears slatétr further studies, but
should be improved in terms of extent of elicit&RIin order to ensure a better visibility of
treatment effects.

The presented results provide a basis to testftbetigity of orally administered QC/isoQC-

inhibitors as novel molecules for reduction of ISR.
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9.1 Materialien

9.1.1 Chemikalien

Acetonitril
4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid
Agar Agar

Agarose

Ameisenséure

Ammoniak

Biotin

Bis-Tris Pufferan (BIS-TRIS)
Calciumsulfat
Coomassie-Brilliant-Blau G-250
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPSs)
Dextrose

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithioerythrit

1,4-Dithiothreitol

Essigsaure

Ethanol, absolut

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycerin
N-Glutaminyl$3-Naphthylamin (GIN8NA)
Hefeextrakt

Isopropanol

Kaliumhydroxid

Kaliumsulfat

Kaliumphosphat

Kaliumhydroxid

9-1

Roth, Karlsruhe
Sigma-AldnicSchnelldorf
Roth, Karlsruhe
peglab, Erlangen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific, Waltham (A)S
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Biorad, Miinchen
Prom&tgnnheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Schnelido
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
ICN, Aurora (USA
Roth, Karlsruhe
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
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Magnesiumsulfat Roth, Karlsruhe
Methanol Roth, Karlsruhe
Methoxyethylacetat Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS) Roth, Isarhe
N-Ethylmaleimide Roth, Karlsruhe
Pepton Roth, Karlsruhe
Phosphorsaure 85 % Roth, Karlsruhe
Protease Inhibitor-Tabletten complete Mini (Pl) cRe Diagnostics, Mannheim
Pyroglutamyl-Aminopetidase (pGAP) Thermo Fishelestific, Waltham (USA)
Sorbitol Roth, Karlsruhe
Trishydroxymethyl-Aminomethan (TRIS) Roth, Kadke
Tris(2-carboxyethyl)phosphine Thermo Fisher Sdien Waltham (USA)
Trypton Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Trifluoressigsaure (TFA) Sigma-Aldrich, Schneitt
Tween 80 Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Tris base Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Xylol Roth, Karlsruhe
YNB Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
9.1.2 Puffer
Aufschlusspuffer: 10 mM TRIS pH 7,5

100 mM NacCl

5 mM EDTA

0,5 % Trition X-100
10 % Glycerin
Messpuffer HPLC: 25 mM MOPS pH 7,0
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Puffer zur Proteinaufkonzentrierung

Proteaseinhibitormix:

Triton X-100-Puffer, 9% (w/w):

Agaroseqgelelektrophorese
50X TAE Puffer

0,8 % Agarose

9.1.3 Zellen und Vektoren
Hep-G2

SH-SY5Y

E. coliDH5a

P. pastorisX-33

pPICZoA

25 mM BIS-BRpH 6,8

100 mM NacCl
2 mM EDTA
2 mM Dithioerythrit

1 Tablette ProteaseiribbMix
10 ml Aufschlusspuffer
10 pl 1 M 4-(2-Aminoethyl)-
benzensulfonylfluorid

9 g Triton X-100

ad 100 ml doppelt destilliertes Wasser

(ddH,0)

242 g Tris Base

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
0,8 g Agarose

100 ml 1X TAE Puffer

3 ul Ethidiumbromid (10 mg/ml)

DSMZ, Braunschweig
DSMZ, Braunschweig
Invitrogen, Groningen (Niederlande)
Invitrogen, Groningen (Niederlande)

Invitrogen, Groningen (Niederlande)

9.1.4 Nahrmedien und Losungen fir die Zellkultur

Casy ton

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

Fetales Kalberserum (FBS)

9-3

Roche Diagnostics, Mannheim
life techliogies, Darmstadt
life technologies, Daawttst
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Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) life techneddarmstadt
RPMI life technologies, Darmstadt
Trypsin life technologies, Darmstadt

9.1.5 Primer und Plasmid

Das bengtigte Gen der rQC wurde durch die FirmaSeéept (Piscataway, USA) syntheti-
siert, in den Vektor pUC57 kloniert und bei -20gélagert.

Die Primer (siehe Tbl. 17) wurden bei Metabion in&tional AG (Steinkirchen) hergestellt
und gefriergetrocknet geliefert. Nachdem die DNA d&r vorgegebenen Menge destilliertem
Wasser (ddkD) in Losung gebracht wurde, betrug die StammIosL@@uM. Diese wurde
auf eine Konzentration von 1M verdunnt und ebenfalls bei -20 °C gelagert.

Tbl. 17: Bendétigte Primer mit Sequenzen.

Bezeichnung Sequenz

rQC Forward : 5 ATATCTCGAGAAAAGACATCACCATCA
CCATCACGTCAGTCGAGGCGCCGCAG -3
Reverse : 5- ATATGCGGCCGCTCAGAATGACAAATGCAG -3

rCCL2 Forward : 5’-CAA CAA GAC CAT CTC AGT G-3
Reverse : 5-CCG GGT GGA AGA TAA ATT AG-3
rHPRT Forward : 5-TGC TGA CCT GCT GGA TTA TA-3’
Reverse : 5’-CTT GAC CAA GGA AAG CAA G-3’
rQPCT Forward : 5’-GCA GAA GGC ACA AGT ATT TC-3
Reverse : 5’-CAT AGG GCG TGT TAC TCA A-3
rQPCTL Forward : 5-AGC CGA GCT CGC CGC TCA A-3
Reverse : 5-TGC AGG TCC AAC TGC CCC A-3
rYWHAZ Forward : 5’-AGC AGG CCG AGC GGT ATG AT-3

Reverse : 5-CTC AGC ACC TTC GGT CTT T-3'

9.1.6 Enzyme und Puffer

10X 3.1 Buffer NEB, Ipswich (USA)

10X CutSmart Buffer NEB, Ipswich (USA)
10X Ligase Buffer Promega, Mannheim
5X Phusion HF Buffer NEB, Ipswich (USA)
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GoTag DNA Polymerase Promega, Mannheim

GoTag Reaction Buffer Promega, Mannheim

Not | HF NEB, Ipswich (USA)

Phusion DNA Polymerase NEB, Ipswich (USA)

Pme | NEB, Ipswich (USA)

Superscript Il RT Thermo Fisher Scientific, tiaim (USA)
SYBR Green Qiagen, Dusseldorf

T4 DNA Ligase Promega, Mannheim

Xho | NEB, Ipswich (USA)

9.1.7 Kits und ELISA

CytoTox-ONE Homogeneous Membrane Promega, Mannheim

Integrity Assay

GeneJET PCR Purification Kit Thermo Fisher Stfen Waltham (USA)
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Stfen Waltham (USA)
Rabbit MCP-1 ELISA Kit Cusabio, Wuhan (China)

RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit Qiagen, Dusseldorf

9.1.8 Nahrmedien fur Hefen und Bakterien
Die verwendeten Medien wurden fir 20 min bei 12lat@oklaviert. Die Zusammensetzung

ist nachfolgend angegeben.

BMGY-Medium 10 g Hefeextrakt, 20 g Pepton, ad 700 m
ddH,O. Autoklavieren, auf Raumtempera-
tur (RT) abkuhlen lassen, 100 ml 1 M Ka-
liumphosphat (pH 6,0), 100 ml 10x YNB
(13,4 %), 2ml 500x Biotin (0,02 %),
100 ml 10x Glycerin (10%)

BMMY-Medium 10 g Hefeextrakt, 20 g Pepton, ad 700 m
ddH,O. Autoklavieren, auf RT abkihlen

9-5
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Fermentationsmedium

LB-Medium/Agar

YPD-Medium/Agar

YPDS-Medium/Agar

Zeocin

[25 pg/mlin E. col; 100ug/ml in P. pastori$

9.1.9 Cholesterin- und LDL-Messungen
Cholesterin FS*

LDL Fallungsreagenz

Lipidstandard TruCal

9-6

lassen, 100 ml 1M Kaliumphosphat (pH
6,0), 100 ml 10x YNB (13,4 %), 2 ml
500x Biotin (0,02 %), 100 ml 10x Metha-
nol (5 %)

1,86 g Calciumsulfat
36,4 g Kaliumsulfat
29,8 g Magnesiumsulfat
8,26 g Kaliumhydroxid
53,4 ml Phosphorsaure (85 %)
80 g Glycerin
ad 2l ml ddHO
10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, SNgCl,
15 g Agar Agar, ad 1000 ml dda

10 g Hefeextrakt, 20 g Pepton,g2B8gar

Agar, ad 900 ml ddpD, autoklavieren,
abkihlen bis 60 °C, 100 ml 10x Dextrose

(20%)
10 g Hefeextrakt, 20 g Pepton2,28)
Sorbitol, 20g Agar Agar, ad 900 mi

ddH,O, autoklavieren, abkuhlen bis 60 °C,
100 ml 10x Dextrose (20 %)

Duchefa Biochemie, Haarlem
(Niederlande)

DiaSys Diagnostic Systems, Heim
DiaSys Diagnostic Systddmdzheim
DiaSys Diagnostic SysteR@zheim
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9.1.10 Gerate und Zubehor
Elektrophorese

Agarose-Elektrophoresekammer

BioDoc-It Imaging System
Electrophoresis Power Supply EPS 301
Power PAC 300
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophoresekammer

Marker Gene Ruler 1kb DNA Ladder
6x Loading Dye Purple

Inkubatoren

Inkubator B6 Funktion line

Inkubator IR Safe

New Brunswick Innova 4400 Incubator Shaker

PCR-Gerate

iICycler

Mastercycler gradient
Spektralphotometer

Smart Spec 3000

Bovines Serum Albumin (BSA)

OWL Separation Systeschester
(USA)
AL-Labortechnik, Amgtst
GE Healthearepe GmbH, Freiburg
Biorad, Miinchen

Biorad, Mliinohe

Thermo FisheeS8ific, Waltham (USA)
NEB, Ipswich (USA)

Heraeus, Hanau
Sanyo, Leicestershire (UK)
New Bwiok Scientific, Edison (USA)

Biorad, Minchen

Eppendorf, Hamburg

BIO-RAD, Hercules (USA)
Thermo Fisher ScigntMWaltham (USA)

Spectralfluor Plus Absorbance Micro Plate readeicafieMéannedorf (Schweiz)

UV-Vis NanoDrop 2000

Zentrifugen
Beckmann Allegra 21

Biofuge fresco

Thermo Fisher Scientificalttiam (USA)

Beckmann-Coulter, Krefeld

Heraeus, Hanau

Kihlzentrifugen Beckmann Avanti J-20 und J-301 Baekn Coulter, Krefeld

Sigma Laborzentrifuge 4-15
Tischzentrifuge 5415D
Mikroskope
Fluoreszenz-Mikroskop BZ-9000
Axiovert S25

Sigma, Steinheim

Eppendorf, Hamburg

Keyence, Neu-lsggb

Zeiss, Oberkochen
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Axiovert S100

Zeiss, Oberkochen

Hochleistungsfliissigkeitchromatographie (HPLC)

Autosampler-L-7200

Entgaser: Vacuum degasser Series 200
Homogenisator: Precellys 24

HPLC

Magnetruhrer: MR Hei-Standard
RP18-Saule (Korngrof3e: 5 uM)
Sonstiges

Aktivitatsmessung: FLUOstar Optima
Amicon Ruhrzelle 8050, 50 mi
Zellzahlung: Casy Model DT
Elektroporator: GenePulser Xcell
Feinwaage

Fermenter: BIOSTAT B, 5|

Heizblock: Dri-Block DB20
Laborwaage: LP3200 D

Nephelometer: Nephelo Star Plus
Sterilbank: Biowizard

Schittler: Infors HT Multitron

Schuttler: KS-15/TH-15

Thermomixer compact
Ultrafiltrations-Membranscheiben, 10 kDa
Vortex Genie 2

Wasserbad
Wasserdeionisationsanlage: Milli-Q Gradient
verwendete Gerate im Tierversuch

scil Vet ABC

ABL800 FLEX Blutgasanalysator

C-Bogen: Ziehm Vision

Inhalatiosnarkosegerat: Drager Primus

Patiententberwachung: Drager Infinity Delta

9-8

Merck, Darmstadt
Perkin-EMa=sachusetts
Bertin Corp, RodkyilUSA
Merck, Darmstadt
Heidolph Instrurse®ichwabach
Altmann Analytik, Mien

BMG Labtechte@berg
Merck Millipore, Dastadt
Scharfe Systems, Regén
Biorad, Minchen
Mettler-Toledo, Giel3en
Sartorius BBI Syste@m®bH, Gottingen
Techne, Staffordsh{tgK)
Sartorius, Gottingen
BMG Labtechefirerg
Kojair Tech Qy, Vilppu(&liederlande)
Infors AG, Bottmgen (Schweiz)
Edmund Buhler GmbH, Hegf&n
Eppendorf, Hamburg
MerckliMore, Darmstadt
Scientific Industries, Bohemits@)
Grant, Cambridgeshire (UK)
MillippBillerica (USA)

Scil, Gurnee (USA)
Radiometer, Willich
Ziehm Imaging GmbH, Nurrdpe
Dréager, tkibe
Dragigibeck
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Monitor

Histologie

Einbettformen

Klebepresse

Kunststoffobjekttrager
Mikrometerschraube

Schleifgeréat

SIC-Nass-Schleifpapier 1200, 2400, 4000
Technovit 9100

Technovit 7200 VLC

Trennschleifgerat

9.1.11 Histologische Einbettung

Heraeus Kulzer, Wehrheim
Exakt, Norderstedt

Walter Messner GmbH, @stdbek
Wabeko, Neu-Ulm

Exakt, Norderstedt

Heraeusd{uwehrheim

Heraeus Kulzer, Wehrheim
Heraeus Kulzer, Wehrheim
Exakt, Norderstedt

Thl. 18: Zusammensetzung der L6sung fur die Einbettung ohitevit 9100.

LOsung

Mischverhéltnis/Zusammensetzung Hersteller

Xylol/ Technivit 9100
Basisflussigkeit
Prainfiltrationslosung |

(stabil) 1:1

+ 1 g Harter 1
Prainfiltrationslésung Il
+ 1 g Harter 1
Polymerisationslosung

200 ml stabile Basislogun

9 Teile Stammldsung A

Roth, Karlsruhe/ Hera-
eus Kulzer, Wehrheim
Heraeus Kulzer, Wehr-
heim

200 ml entstabilisierte Basislosung Heraeus Kulzer, Wehr-

heim
Heraeus Kulzer, Wehr-

1 Teil Stammlésung B heim

Stammldésung A

3 g Harter
Stammldsung B

4 m| Harter 2

2 ml Regler

500 ml entstabilisierte Basislosung Heraeus Kulzer, Wehr-
80 g PMMA-Pulver

heim

50 ml entstabilisierte Basislésung Heraeus Kulzer, Wehr-

heim

Das Entstabilisieren der Basislosung erfolgt nsttddurchlauf durch eine Chromatographiesaule mit

Al 203-FU||ung.

9-9
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9.1.12 Modifizierte Movat-Pentachrom Farbung nach VERHOEFF

Thbl. 19: Lésungen und Zusammensetzungen der modifizieravakdPentachrom Farbung
nach \ERHOEFF

Verwendete Losungen Zusammensetzung Hersteller

Alcianblau 8 GS (1 %) 1 g Alcianblau Flutra, Buchs
ad 100 ml 1 % Essigsaure
Working Hematoxylin-Losung 30 ml 10 % alkoholisches
(L6sung ist 8 Tage haltbar) Hamatoxylin (muss mindes-
tens 7 Tage reifen)
- 10 g Hamatoxylin AppliChem,
- 100 ml 100 % Ethanol = Darmstadt
30 ml 96 % Ethanol
30 ml 10 % Eisen-llI-Chlorid Merck, Darm-
- 10 g Eisen-llI-Chlorid stadt

- 100 ml ddHO
30 ml Verhoeff's Jod-Ldsung
- 2 g Jodkristalle VEB Feinchemie,
- 4 g Kaliumiodid Sebnitz
- 100 ml ddHO
2 % Eisen-llI-Chlorid (wéassrig) 2 g Eisen-IlI-Chlorid Merck, Darm-
100 ml ddHO stadt
5 % Natriumthiosulfat 5 g Natriumthiosulfat Merck, Darm-
(Natriumthiosulfat-Pentahydrat) 100 ml ddHO stadt
Woodstain-Scarlet-Working 80 ml Losung ,A*
Solution - 0,1 g Crocein Scarlet Flutra, Buchs
- 99,5 ml ddHO
- 0,5 ml Eisessig
20 ml Lésung ,,B*
- 0,1 g Saurefuchsin Merck, Darm-
- 99,5 ml ddHO stadt
- 0,5 ml Eisessig
5 % Phosphowolframséaure (Wolf5 g Phosphowolframsaure Merck, Darm-
ramatophosphorsaurehydrat) 100 ml ddHO stadt
96 % Ethanol Sigma-Aldrich,
100 % Ethanol Stehheim
Alkoholische Safran-Lésung 6 g Safran du Gatinais Waldeck, Mins-
(Safran du Gatinais) 100 ml 100 % Ethanol ter
0,5 % Essigsaure 0,5 ml Eisessig Rotipuran,
99,5 ml ddHO 100 %, Roth

9-10



ANHANG

9.1.13 Giemsa-Farbung
Tbl. 20: L6sungen und Zusammensetzungen der Giemsa-Farbung.

Verwendete Losungen Hersteller

Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaulésun Merck, Darmstadt
100 % Essigsaure Merck, Darmstadt
70 % Ethanol Sigma-Aldrich, Schnelldorf

9.1.14 Behandlungssubstanzen und Medikamente

Aspirin Migrane Brausetabletten, 500 mg BayerteBield-Wolfen
Baytril 5 % Bayer, Bitterfeld-Wolfen
Budiair 200ug Chiesi, Hamburg

Cepetor 1 mg/ml cp-pharma, Burgdorf
Dimazon 50 mg/mi MSD, New York (USA)
Heparin-Natrium-25000 (1:4 verdunnt mit NaCl) ratiarm, Ulm

Isofluran CP 1 ml/ml cp-pharma, Burgdorf
Ketamin 100 mg/mi cp-pharma, Burgdorf
Melosolute 5 mg/ml cp-pharma, Burgdorf
Methocel E5 Premium LV Hydroxypopyl Colorcon, Oart
Methylcellulose

MWT-S-17, 1-(3-(1H-imidazol-1yl) Synthon Chemis&mbH & Co. KG,
propyl)-3(3,4-dimethoxyphenyl)thiourea Wolfen

Prednison Sigma-Aldrich, Steinheim
SalbuHEXAL® N Dosieraerosol 100y /Dosis  Hexal, Holzkirchen
Thilo-Tears Gel 3 mg/g Alcon, Fort Worth (USA)
Xylocain 2 % AstraZeneca, London (UK)

9.1.15 Operationsmaterialien

Coroflex 3,0 mm B. Braun Melsungen AG, Melsungen
ETHICON * VICRYL* 2/0 Johnson & Johnson Medical GH,
Norderstedt

9-11



ANHANG

HI-TORQUE Guide Wires, 0,014", J-Tip Shape  Abbottascular Deutschland GmbH,

Wetzlar
Inflationsspritze B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Injection Cap Fresenius Kabi AG, Bad Homburg
Monosyn 3/0 B.Braun Aesculap AG, Tuttlingen
RADIFOCUS INTRODUCER I, 5 Fr. Terumo Deutschla@dhbH, Eschborn
RADIFOCUS GUIDE WIRE M, 0.035" Terumo Deutschla@dbH, Eschborn
RUSCH Safetyclear Endotrachealtubus Rusch, Kernen
SeQuent Neo 2,5 mm B. Braun Melsungen AG, Melsange
VasoVet, 0,7 x 19 mm B.Braun Vet Care GmbH, lingen

9.2 Bearbeitung der histologischen Bilder

Alle abgebildeten GefalRquerschnitte der morphoswten Auswertung wurden mit dem
Programm GIMP 2.8.16 bearbeitet um die ArtefakteHmtergrund, die durch die Techno-

viteinbettung entstanden sind, zu entfernen. Gef@Bhe wurde nicht verandert.

In Abbildung 33 sind Originalaufname und bearbeitéérsion gegentbergestellt.

Abb. 33: Vergleich von originalem und bearbeitetemFoto eines histologischen Stentquer-
schnitts. Movat Pentachrom, 40fach.
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9.3 Kleine Blutbilder

Tbl. 21: Ergebnisse der kleinen Blutbilder von 28 weiblicheil3en Neuseelandkaninchen im Alter von 14 Wochen

Tier WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC LYM MO GRA
103mm3  10°/mmn?® g/dl % TE pg g/dl % % %

2 7,3 9,41 21,1 63,6 68 22,5 33,2 71,2 1,7 27,1

4 7,9 8,15 19,1 57,5 71 23,4 33,2 76,3 0,9 22,8

6 8,6 6,38 15,5 44,5 70 24,3 34,8 78,4 1,9 19,7

8 8,1 9,26 21,5 65 70 23,3 33,1 77,8 1,7 20,5

10 59 10,03 24.8 >70 72 24,7 34,3 57,6 1,6 40,8

12 5,6 7,24 17,5 52,7 73 24,1 33,1 64,3 2,1 33,6

14 5,9 9,4 22,3 65,5 70 23,7 34 70 2 28

16 6,3 9 20,7 62,6 70 23 33 58,6 2,4 39

18 11,3 8,26 18,3 54,1 65 22,2 33,9 77,2 15 21,3
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20 6,5 8,94 18,9 57,6 64 21,2 32,8
21 7,9 7,67 17,7 51,4 67 23,1 34,4
22 7,5 7,95 18,7 56 70 23,5 33,3
23 9,1 6,91 15,9 46,7 68 23 34,1
24 6,4 9,27 20,4 62,6 68 22 32,6
25 7,4 6,42 15 45,2 70 23,4 33,2
26 7,2 7,01 16,5 49,2 70 23,5 33,5
27 7,2 6,14 13,9 41,1 67 22,6 33,7
28 9,6 6,77 15,6 47,3 70 23,1 33
Referenz 6,3-10 5,2-6,8 11,5-15,1 36-47 65-76 21,1-24,5 29,5-33,9
Scil Vet
ABC
Referenz 5,1-9,7 5,3-6,8 9,8-14 34-43 60-69 20-23 31-35
Suckow
et al.

77,7
77,1
77,4
77,6
75
69,7
69,8
77,5
83,3

89-6

15
1,9
1,8
1,9

1,8
2,4
1,6
15

1,0-9,0

20,8
21
20,8
20,5
23
28,5
27,8
20,9
15,2

25-46

Werte Giber dem Referenzbereich simau dargestellt, Werte die nach unten abweictogn

WBC.:
RBC:
HGB:
HCT:
MCV:
MCH:
MCHC:
LYM:
MO:
GRA:

Leukozyten

Erythrozyten

Hamoglobin

Hamatokrit

Mittleres korpuskulares Volumen

mittlere korpuskulare Hamoglobinmenge eineglitozyten
mittlere korpuskuldre Hamoglobinkonzentati
Lymphozyten

Monozyten

Granulozyten
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Tbl. 22: Ergebnisse der kleinen Blutbilder von 14 weiblichgail3en Neuseelandkaninchen im Alter von 22 - 2&Néa nach operativer Sten-
timplantation und 28 Tagen Cholesterindiat.

Tier WBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC LYM MO GRA
103/mm3  10%mm? g/dl % Hm3 pg g/dl % % %
5 7,5 3,91 10,8 28,2 72 27,7 38,3 75,8 2,4 21,8
9 2,6 3,84 10,4 29,5 77 27 35,1 75 1,8 23,2
10 6,2 6,34 16,3 46,7 74 25,8 35 76,1 2,3 21,6
11 1,3 2,23 4,9 16,6 74 21,9 29,5 77,4 1,6 21
12 8,8 4,54 10,2 31,6 70 22,4 32,3 69 2,9 28,1
13 4.3 2,6 7 18,4 71 27,1 38,1 73,9 1,9 24,2
14 12,9 5,45 14,3 39,2 72 26,3 36,5 73,3 1,7 25
18 53 2,96 3,3 19,8 67 11,1 16,6 93,5 0,6 5,9
19 0,5 4,05 7,5 28,3 70 18,6 26,6 - - -
20 51 5,92 10,9 38,8 66 18,4 28,1 40,2 2,2 57,6
21 6,5 6,61 15,4 48,7 74 23,4 31,7 49,4 2,2 48,4
23 7 4,74 11,5 35,4 75 24,3 32,7 53,6 1,7 447
24 9 4,8 12,5 33,2 69 26,1 37,7 58,3 2,6 39,1
25 1,3 1,81 51 13,4 74 28,3 38,1 79,8 1,9 18,3
Referenz  6,3-10 5,2-6,8 11,5-15,1 36-47 65-76 21,1-245 29,5-33,9 - - -
scil Vet
ABC
Referenz 5,1-9,7 5,3-6,8 9,8-14 34-43 60-69 20-23 31-35 39-68 1,0-9,0 25-46
SucKkow
et al.

Legende: siehe Thl. 21
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9.4 Scoresheet

Beobachtungen Punktwertung
| Kbrpergewicht

Unbeeinflusst oder Anstieg 0
Reduktion unx 10% 1-10
Reduktion zwischen 11 - 15 % 11-15
Reduktion zwischen 16 - 19 % 16 - 19
Reduktion un® 20% 20

Il Allgemeinzustand

Fell glatt, glanzend, anliegend; Kérperoéffnungeunbsa 0
Fell stumpf, gestraubt; Augen trib 1-5
verklebte oder feuchte Kdorperodffnungen struppigegepflegtes 6-10
Fell; unphysiologische Haltung

deutlich verstarkte Atemgerausche mit abdominatenuhg 20

[l Spontanverhalten

physiologiches Verhalten (Schlafen, Reaktion aublasen und 0
Beruhrung, Neugier, Sozialkontakte)

ungewohnliches Verhalten, eingeschréankte Motosélation 1-5
Apathie, Schmerzaul3erungen 6-10
Stereotypien, Koordinationsstérungen 11-15
Automutilation (z.B. Annagen von Zehen) 20
Einstellen der Caecotrophie 20

IV Physiologische Parameter

Futteraufnahme

Heuaufnahme
Wassereaufnahme

Kotabsatz

Harnabsatz

V Verfahrensspezifische Kriterien

motorische Auffalligkeit: Tier vermeidet Bewegung&ewegungen

sind verlangsamt

Durchfall, wenn schwachend oder andauernd
Temperaturen tber 41 °C fir langer als 24 h

Temperaturen unter 37 °C fur langer als 12 h
Cholesterinausfallungen in der Iris

Ja, Menge physiolo-
gisch: 0

Reduziert: 1-10
Nein: 11-15

Nein > 24 h: 20

1-5

6-10
6-10
6-10
10
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Narbe entziindet (geschwollen, rot, feucht, schnadtzh 10-15
Xanthombildung (Hautverdickungen va. Kinn und Lippe 10-15
Verzdgerte Wundheilung (Hals), mit Schmerzen eigéleend 15-20
Lahmheit der Hintergliedmal3e(n) 15-20
Hautveranderungen/ Atrophie an den Pfoten 15-20
Bewertung, Mal3hahmen Punktsumme
keine Belastung 0
geringe Belastung: sorgfaltig weiter beobachtentéiyk zusatzlich 5-9
zu festgelegten Intervallen), evtl. unterstitzeM@d®nahmen (z.B.
Warmezufuhr, Spezialfutter)
mittlere Belastung: ggf. medizinische Versorgungegien (Analge-
sie, Antibiotikum, usw.) 10-19
langer andauernd als 72 h gilt als schwere Belgstun
schwere Belastung: Tierschutzbeauftragten konseitjeierarztli- > 20
che Versorgung einleiten; ggf. Tier euthanasieren
Humaner Endpunkt: Sofortiger Abbruch mit Euthanasie Tieres > 30

20 > 2 Tage
1. Beobachtungsintervalle: - die ersten 3 Tawst-pperativ: 2x taglich

- Tag 4-14 post-operativ: 1x taglich
- die ersten 2 Wochen des Versuchs (Futterumstellung)
und ab der 3. Woche post-operativ: 2x wochentlich

2. Messung der Rektaltemperatur:

die ersteag@eTpost-operativ: morgens und abends

- Tag 4-14 post-operativ: 1x taglich
- die ersten 2 Wochen des Versuchs und ab der 3. Wo-
che post-operativ: 2x wochentlich

3. Messung des Korpergewichtes: - die erste Woplost-operativ: 1x taglich
- die ersten 2 Wochen des Versuchs und ab der 2. Wo-
che post-operativ: 2x wéchentlich

4. Belastungsscore/Abbruchkriterien:

Punktzahl (0-20) wird pro Zeile 1x vergeben sobeaild Kriterium erfillt ist. Auch bei
mehreren positiven Befunden pro Zeile kommt eseinée Addition der Punkte pro Zei-

le.
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9.5 Analytik der Pharmakokinetikstudie

Thl. 23: PK mit MWT-S-17 nach 2 Wochen Cholesterindiat, TAeB, C nach.v. Applika-
tion.

MWT-S-17 PK1 Tier A Tier B Tier C MW SD
Cmax IN Ng/ml 1340 1260 954 1185 203,7
tmaxin h 0,58 0,48 0,50 0,52 0,05
AUC in (ng*h)/ml 1690 1546 1417 1551 136,7
tizinh 0,851 0,864 1,845 1,187 0,570
Fin %* 76,54 70,00 64,16 70,24 6,19

* Die Bioverfligbarkeit wurde im Vergleich zuw. Gruppe mit den Tieren dero. Gruppe D, E und F errechnet

Crmaxe Maximale Blut- bzw. Serumkonzentration

tmax Zeitpunkt, zu dem Gerreicht wird

AUC: Flache unter der Konzentration-Zeit-Kurve

t10: Halbwertszeit, Zeit in der die Konzentration ura Halfte verringert wird

F: absolute Bioverfugbarkeit, Anteil des Wirkstaffeer im systemischen Kreislauf zur Verfigung steht

MW:  Mittelwert
SD: Standardabweichung

Thbl. 24: PK mit MWT-S-18 nach 2 Wochen Cholesterindiat, TeerH, | nach.v. Applikati-
on.

MWT-S-18 PK1 Tier G Tier H Tier | MW SD
Cmax N ng/ml 28 131 158 106 68,6
tmaxin h 0,5 0,48 0,5 0,49 0,01
AUC in (ng*h)/ml 84 199 162 148 59,0
ti2inh 1,587 1,314 0,571 1,157 0,526
Fin %* 3,38 8,05 6,56 6,00 2,39
Fin %** 0,96 2,26 1,89 1,70 0,67

* Die Bioverfugbarkeit wurde im Vergleich zuw. Gruppe mit den Tieren dero. Gruppe K und L errechnet
(Serumkonzentrationen von MWT-S-18 waren in derbBnovon J ca. 20 mal héher als die der beiden ander
Tiere, so dass von einer Probenverunreinigung aasggen werden musste)

** Die Bioverfligbarkeit wurde im Vergleich zuv. Gruppe mit den Tieren dero. Gruppe J, K und L errech-
net

Legende: siehe Thl. 23
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Thl. 25: PK mit MWT-S-17 nach 6 Wochen Cholesterindiat, TAeB, C nach.v. Applika-
tion.

MWT-S-17 PK2 Tier A Tier B Tier C MW SD
Cmaxin ng/ml 950 2050 182 1061 938,9
tmax N h 1 0,5 3 1,50 1,32
AUC in (ng*h)/ml 2065 3733 597 2132 1569,0
tizin h 1,119 1,097 1,784 1,334 0,391
Fin %* 99,76 180,36 28,85 102,99 75,80

* Die Bioverfuigbarkeit wurde im Vergleich zuw. Gruppe mit den Tieren dero. Gruppe D, E und F errechnet

Legende: siehe Thl. 23

Thl. 26: PK mit MWT-S-18 nach 6 Wochen Cholesterindiat, TeerH, | nach.v. Applikati-
on.

MWT-S-17 PK2 Tier G Tier H Tier | MW SD
Cmax N ng/ml 120 73,2 420 204 188,2
tmax N h 0,5 0,62 0,2 0,44 0,22
AUC in (ng*h)/ml 210 128 379 239 127,9
tizin h 1,200 1,312 1,118 1,210 0,097
Fin %* 13,80 8,45 24,94 15,73 8,41

* Die Bioverfugbarkeit wurde im Vergleich zux. Gruppe mit den Tieren dero. Gruppe J, K und L errechnet

Legende: siehe Thl. 23
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9.6 Biochemischeex vivo Untersuchungen

9.6.1 Berechnung der QC-spezifischen Aktivitat
Tbl. 27: Ergebnisse der spezifischen QC-Aktivitaten in niviim

Behandlungsgruppe Messung Steigung Spezifische Aktivitat
. A . nM
n m n m
Vehikel Pool 1 1 53,771 3,723
(Tier: 12, 18) 2 65,719 4,551
3 161,56 11,187
Vehikel Pool 2 1 53,835 3,728
(Tier: 21, 25) 2 72,989 5,054
3 69,929 4,842
Prednison 1 89,653 6,208
(Tier: 11,20) 2 209,24 14,488
3 181,69 12,581
Niedrige QC-Inhibitor- 1 81,949 5,674
Konzentration Pool 1 2 63,323 4,385
(Tier: 10, 13) 3 75,634 5,237
Niedrige QC-Inhibitor- 1 36,997 2,562
Konzentration Pool 2 2 29,786 2,062
(Tier: 19, 23) 3 43,761 3,030
Hohe QC-Inhibitor- 1 -104,3 o*
Konzentration Pool 1 2 -83,967 o*
(Tier: 5, 9, 14) 3 64,96 4,498

Berechnung nach Formel (XI)

*Negative Betrage entsprachen keiner messbarewiféditim Geféal3 und wurden gleich 0 gesetzt
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9.6.2 Vergleich der spezifischen QC-Aktivitat.
Tbl. 28: Ergebnisse der spezifischen QC-Aktivitaten in fmgkmin.

Behandlungsgruppe  Messung Konzentration der  Spezifische Aktivi-
Aufschlussfraktion tat

im Ansatz in % nmol

mg+min
Vehikel Pool 1 1 0,0108
(Tier: 12, 18) 2 0,3436 0,0132
3 0,0326
Vehikel Pool 2 1 0,0072
(Tier: 21, 25) 2 0,5208 0,0097
3 0,0093
Prednison 1 0,0123
(Tier: 11,20) 2 0,5059 0,0286
3 0,0249
Niedrige QC-Inhibitor- 1 0,0122
Konzentration Pool 1 2 0,4633 0,0095
(Tier: 10, 13) 3 0,0113
Niedrige QC-Inhibitor- 1 0,0051
Konzentration Pool 2 2 0,4999 0,0041
(Tier: 19, 23) 3 0,0061
Hohe QC-Inhibitor- 1 o*
Konzentration Pool 1 2 0,4488 o*
(Tier: 5,9, 14) 3 0,01

Berechnung nach Formel (XII)

*Negative Betrage entsprachen keiner messbarewiféditim Gefal3 und wurden gleich 0 gesetzt
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9.6.3 Quantitative Echtzeit-PCR

Tbl. 29: Darstellung der Referenz- und normierten Zielgesmparative concentrations” (cc)
der gRT-PCR nach ihren Behandlungsgruppen.

Behandlung cc Cc (Zielgen, normiert)
(Ref.2G) rCCL2 rQPCT rQPCTL
Ungestentet, Unbehandelt 1 1 1 1
Stent, Unbehandelt
12 2,031 0,552 0,442 1,463
18 0,314 0,459 1,139 0,705
21 0,400 0,473 0,803 0,390
25 2,644 0,246 0,071 0,112
Prednison
20 0,118 0,286 0,781 1,245
Niedrige QC-Inhibitor-
Konzentration
10 0,616 0,617 0,997 1,445
13 0,276 1,707 0,714 0,899
19 1,010 1,100 0,716 1,674
23 0,702 0,571 1,425 1,795
Hohe QC-Inhibitor-
Konzentration
5 0,932 2,672 1,481 0,850
9 0,576 1,129 0,730 0,407

Die Werte der Referenzgene (HPRT und YWHAZ) wurdemittelt (Ref.2G)

Die ungestentete Arterie des unbehandelten Tigesdedals Kalibrator (= 100 %)

Die drei Zielgene, deren Genexpressionen gemessalew, sind gegen die Referenzgene normiert daitjest
worden

Proben der Tiere 11 und 14 fehlen, da keine ausrait hohe RNA-Konzentration isoliert werden konnte
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