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Preconditioning und SCs-Mobilisierung

Ischämisches Preconditioning führt zu einer Reduktion
zirkulierender mesenchymaler Stammzellen im
Ischämie/Reperfusionsmodell bei Schweinen

H. Hemetsberger1, S. Steiner1, S. Farhan2, H. Kvakan1, R. Hemetsberger1, N. Pavo1, C. Kopp1, R. Garamvölgyi1,
Z. Petrási3, Ö. Petneházy3, F. Manczur4, K. Huber2, J. Wojta1, D. Glogar1, M. Gyöngyösi1

Kurzfassung: Hintergrund: In unseren früheren
Studien konnten wir zeigen, dass durch ischämi-
sches Preconditioning (IP) nicht nur die Mobili-
sierung hämatopoetischer Stammzellen (HSCs)
aus dem Knochenmark zunimmt, sondern auch,
dass die Anzahl zirkulierender mesenchymaler
Stammzellen (MSCs) abnimmt. Ziel dieser Stu-
die war, die Mobilisierung von MSCs im „Closed
chest – open artery ischemia/reperfusion model“
im Bezug auf Chemokine bei Schweinen zu un-
tersuchen.

Methodik: Bei 17 Schweinen wurde die mitt-
lere LAD für 90 min. mittels Ballondilatation ok-
kludiert und anschließend für 60 min. reperfun-
diert (Gruppe AMI). Weitere 18 Schweine (Grup-
pe IP) erhielten vor der 90-minütigen Okklusion
und der 60-minütigen Reperfusion jeweils 2 Zy-
klen eines ischämischen Preconditioning (IP),
wobei ein Zyklus aus einer 5-minütigen Okklusion
und einer anschließenden 5-minütigen Reperfu-
sion bestand. Die globale linksventrikuläre Aus-
wurffraktion (LVEF) wurde mittels Echokardio-
graphie berechnet. Die Infarktgröße (in Relation
zum gefährdeten Gebiet, „area at risk“ %) wur-
de durch eine Evans-Blau-Injektion und eine
TTC-Färbung bestimmt. KM-MSCs, die durch
Gating CD45–-negativ wurden und durch CD44+-
und CD90+-Koexpression charakterisiert waren,
wurden im venösen Blut zur Baseline und am
Ende der letzten Reperfusion gemessen. Die Plas-
maspiegel von Stromal-Derived Factor 1 (SDF-1),
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Tu-
mor Nekrose Faktor-alpha (TNF-α) und Interleu-
kin-8 (IL-8) wurden zur Baseline, nach dem IP,
nach der 90-minütigen Okklusion und nach der
60-minütigen Reperfusion gemessen.

Ergebnis: Das Infarktareal war in Gruppe AMI
größer als in Gruppe IP (21 ± 6,6 % vs. 17,2 ±
6,1 %; p < 0,041). Die globale linksventrikuläre
Auswurffraktion (EF) war in Gruppe AMI kleiner
als in Gruppe IP. Eine relative Abnahme (Verhält-

nis zwischen dem Zeitpunkt nach der finalen
Reperfusion und Baseline) der MSCs in Gruppe
IP verglichen mit Gruppe AMI konnte beobachtet
werden (0,8 ± 0,22 % vs. 1,26 ± 0,29 %; p < 0,001).
Die Plasmaspiegel von SDF-1 und VEGF nahmen
in beiden Gruppen nicht signifikant zu. Der TNF-α-
Plasmaspiegel nahm nach dem IP signifikant zu
und blieb auch nach der finalen Reperfusion hö-
her als in Gruppe AMI. IL-8 nahm ebenfalls nach
dem IP zu, blieb aber in Gruppe IP nicht signifi-
kant höher. Eine schwache, aber signifikant ne-
gative Korrelation zwischen dem TNF-α-Plasma-
spiegel und dem MSC-Spiegel zum Zeitpunkt
der finalen Reperfusion konnte gezeigt werden
(r = –0,524; p = 0,001).

Schlussfolgerung: IP führt zu einer Reduktion
zirkulierender mesenchymaler Stammzellen. Dies
ist mit einer erhöhten Ausschüttung des proinflam-
matorischen Zytokins TNF-α durch IP assoziiert.

Abstract: Ischemic Preconditioning Leads
to Reduction of Circulating Mesenchymal
Stem Cells in a Porcine Ischaemia/Reper-
fusion Model. Background: In our previous
study, we demonstrated that, besides the in-
crease in mobilization of BM haematopoietic
stem cells, ischemic preconditioning (IP) leads to
a reduction of the number of circulating BM-ori-
gin mesenchymal stem cells (MSCs). The aim of
the present study was to investigate the mobili-
zation of BM-MSCs in porcine coronary occlu-
sion/reperfusion in relation to cytokine release.

Methods: Seventeen pigs underwent percuta-
neous occlusion of the mid-LAD for 90 min fol-
lowed by a 60-min reperfusion (group AMI). IP
was obtained in an additional 18 pigs (group IP)
by 2 cycles of 5 min of balloon occlusion of LAD
with 2 cycles of 5-min intervals of reperfusion
before the 90-min occlusion and 60-min reper-
fusion. The global left ventricular ejection frac-
tion (EF) was measured from the end-diastolic

Einleitung

Eine wiederholte transiente Ischämie mit anschließender
Reperfusion, wie bei dem ischämischen Preconditioning (IP),
schützt das Myokard vor einer nachfolgenden langanhalten-
den Periode einer ischämischen Schädigung. Diese Kardio-
protektion führt zu einer Verringerung der post-ischämischen

ventrikulären Dysfunktion und zu einer Abnahme der Inzi-
denz letaler Arrhythmien sowie der Infarktgröße [1, 2]. Doch
bis heute ist der tatsächliche protektive Effekt des IP unklar.
Einige Hypothesen erklären diesen protektiven Effekt durch
eine Aktivierung des „Nitric Oxide Pathways“, durch eine
initiale Kollaterisierung, durch eine Up- oder Down-Regulie-
rung von bestimmten Liganden und durch Transkriptions-

and end-systolic volumes calculated from the
area length method of echocardiography. The
size of myocardial infarction in relation to the
area at risk (expressed as %) was determined by
blue-dye injection and triphenyl tetrazolium
chloride staining. BM-MSCs were characterized
by CD44+ and CD90+ co-expression, after gating
of CD45-negative events, measured by whole
blood-flow cytometry from venous blood taken
at baseline and at the end of the final reper-
fusion. Plasma levels of stromal-derived factor 1
(SDF-1), vascular endothelial growth factor
(VEGF), tumor necrosis factor-α (TNF-α) and
interleukin-8 (IL-8) were measured at baseline,
after preconditioning, after coronary occlusion
and final reperfusion.

Results: Myocardial infarct size, expressed as
% of area-at-risk, was larger in group AMI (21 ±
6.6 % vs 17.2 ± 6.1 %; p < 0.041) as compared
with group IP. The global left ventricular EF was
decreased in group AMI when compared to
group IP. Relative decrease (ratio of post-final
reperfusion and baseline values) in BM-MSCs
was observed in group IP as compared with group
AMI (0.8 ± 0.22 % vs 1.26 ± 0.29 %; p < 0.001).
Plasma levels of SDF-1 and VEGF increased
moderately in both groups, without significance
between the groups at each time point. TNF-α
level increased significantly after IP, and was
significantly higher after final reperfusion as
compared with group AMI. Similarly, IL-8 in-
creased after IP, and remained non-significantly
higher in group IP. A weak but significant nega-
tive correlation between the TNF-α level and ra-
tio of MSCs at final reperfusion could be demon-
strated (r = –0.524; p = 0.001).

Conclusions: IP decreases the number of cir-
culating BM-derived MSCs during ischemia re-
perfusion which is associated with the increased
release of pro-inflammatory cytokine TNF-α by
IP. J Kardiol 2008; 15: 348–52.
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faktoren sowie durch die Induktion von kardioprotektiven
angiogenetischen Mediatoren [3, 4].

Myokardiale Ischämie induziert eine Mobilisierung von
Stammzellen (SCs) aus dem Knochenmark (KM). Die ge-
schädigten Myokardzellen locken sie durch ein Signal zum
Ort der Gewebsschädigung an [5–8]. Am besten geeignet für
die Regeneration des myokardialen Gewebes sind die häma-
topoetischen (HSCs) und die mesenchymalen Stammzellen
(MSCs) aus dem Knochenmark.

Noch ist wenig über den Einfluss des IP auf die Mobilisierung
von MSCs aus dem Knochenmark bekannt. Deshalb führten
wir eine „Closed chest – open artery ischemia/reperfusion“-
Studie im Tiermodell mit und ohne klassischem IP durch, um
den Spiegel von MSCs während eines Myokardinfarkts im
Bezug auf Chemokine bewerten zu können.

Methoden

Experimentelles Verfahren
Die experimentelle Studie wurde vom „Local Institutional
Review Committee“ entsprechend des „Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals“, publiziert vom US National
Institute of Health (NIH Publication Nr. 85-23, revised 1996),
geprüft.

35 Schweine (Gewicht 18–30 kg) erhielten intramuskulär
eine Injektion von 12 mg/kg Ketamin-Hydrochlorid, 1 mg/kg
Xylazin und 0,04 mg/kg Atropin. Anschließend wurden sie
intratracheal intubiert. Unter sterilen Bedingungen wurde
eine Ateriotomie der rechten Arteria (A) femoralis durchge-
führt. Nach Verabreichung von 200 IU/kg Heparin und Über-
prüfung der systemischen Hämodynamik wurde eine selek-
tive Angiographie der linken Koronararterie und eine darauf
folgende Ballonokklusion (3,0 mm in Diameter, 15 mm Län-
ge, Maverick, Boston Natick, USA) (5 atm) des mittleren
Abschnittes der LAD („left anterior descending coronary
artery“) für 90 min. mit einer anschließenden 60-minütigen
Reperfusion durchgeführt.

18 Schweine (Gruppe IP) erhielten vor der 90-minütigen Ok-
klusion der mittleren LAD und der 60-minütigen Reperfusion
jeweils zwei Zyklen eines ischämischen Preconditionings,
wobei ein Zyklus aus einer 5-minütigen Okklusion und einer
anschließenden 5-minütigen Reperfusion bestand. Bei den
restlichen 17 Schweinen (Gruppe Akuter Myokardialer In-
farkt [AMI]) wurde kein IP durchgeführt.

Während der Reperfusionsphase wurden nach 30 und 60 min.
Kontrollangiographien durchgeführt, um ein Offenbleiben
der Koronararterie sicherzustellen.

Beurteilung der linsventrikulären Funktion
Vor der ersten Okklusion und nach der finalen Reperfusion
der Koronararterie wurde zur Überprüfung der globalen links-
ventrikulären Funktion eine transthorakale Echokardiogra-
phie durchgeführt. Die globale linksventrikuläre Funktion
wurde durch das Messen der linksventrikulären systolischen

und diastolischen Dimension berechnet. Die globale Aus-
wurffraktion (EF) wurde durch die Area-length-Methodik be-
rechnet.

Bestimmung der Infarktgröße
Nach Euthanasie wurde das Herz exzidiert und die LAD
unmittelbar distal des Ursprungs des ersten diagonalen Astes
am Ort der Ballonokklusion geklemmt. Die LAD, die linke
Circumflexa und die rechte Koronararterie wurden ex vivo
kanüliert und mit 5 % Evans-Blau gespült, um das gefährdete
Versorgungsgebiet der LAD zu markieren („area at risk“) [9].
Anschließend wurde das Herz in 5–6 Scheiben geschnitten, in
einer 1%igen Triphenyl-Tetrazolium-Chlorid- (TTC-) Lö-
sung bei 37 °C für 10–20 min. eingelegt, um das Infarktareal
zu markieren, und abschließend in 10%igem Formalin einge-
legt, um den Kontrast der Evans-Blau- und der TTC-Färbung
zu steigern. Die Größe des TTC-positiven (lebendiges) und
des TTC-negativen (geschädigtes) Gewebes wurde mittels
computergestützter Planimetrie (ImageJ Version 1.3) gemes-
sen und in Prozent zum gefährdeten Gebiet („area at risk“) an-
gegeben.

Messung zirkulierender Zytokine
Die Plasmaspiegel von „Vascular Endothelial Growth Factor“
(VEGF) und „Stromal Derived Factor-1“ (SDF-1) wurden
mittels Human ELISA kits (R&D Systems, Minneapolis,
USA) (nachgewiesene Kreuzreaktion mit Schweineplasma)
bestimmt. Anschließend wurden Blutproben zu verschiede-
nen Zeitpunkten (vor IP, nach IP, vor der 90-minütigen Ok-
klusion, nach der Okklusion und nach der finalen Reperfu-
sion) abgenommen. Die Serumkonzentrationen von Interleu-
kin-8 (IL-8) und Tumor Nekrose Faktor-α (TNF-α) wurden
mit schweinespezifischer ELISA (R&D Systems, Minneapo-
lis, USA) bestimmt.

„Fluorescence-activated cell-sorting“
100 μl mit EDTA antikoaguliertes Blut wurde mit prätitrier-
tem fluorescence-labeled monoklonalem Antikörper gegen
Schweine CD44 (MCA1449F, rat, FITC-labeled; Serotec,
Oxford, UK), Schweine CD45 (CD45RA, mouse, RPE-
labeled, MCA1751PE, Serotec, Oxford, UK) und Schwei-
ne CD90 (APC-labeled, mouse, BD Biosciences, BD
PharMingen, San Diego, CA, USA) und der entsprechenden
Isotyp-Kontrolle für 10 min. bei Zimmertemperatur inkubiert.
Anschließend wurden die Zellen mit zusätzlichen 100 μl
Optilyse B (Immunotech, Marseille, France) fixiert. Sie wur-
den dann einer Erythrozytolyse mit 1 ml destilliertem Wasser
ausgesetzt und von einer Zytometrie (FACSCalibur with
CellQUEST software; Becton Dickinson) mit einer Standard-
Vierfarbenfilterkonfiguration analysiert.

Die MSCs wurden durch Gating CD45- negativ und durch
CD44+- und CD90+-Koexpression charakterisiert [10].

Statistik
Kontinuierliche Parameter werden als Mittelwerte ± Stan-
dardabweichung ausgedrückt. Die Unterschiede zwischen
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beiden Gruppen werden durch Anwenden des ungepaarten
t-Tests analysiert und durch Analyse der Varianzen mit wieder-
holten Messwerten (für Laborparameter) beschrieben. Die Kor-
relationen zwischen den Plasmaspiegeln der Zytokine und der
Stammzellen werden mithilfe der linearen Regressionsanalyse
berechnet. Die Differenzen werden als statistisch signifikant
betrachtet, wenn p < 0,05 ist. Die statistische Analyse wurde
mithilfe von SPSS (for Macintosh version 11) durchgeführt.

Ergebnisse

Das Infarktareal war in Gruppe AMI größer als in Gruppe IP
(21 ± 6,6 % vs. 17,2 ± 6,1 %; p < 0,041). Die globale EF war
in Gruppe AMI kleiner als in Gruppe IP (34 ± 12 % vs. 41 ±
12 %; p < 0,076).

Mobilisierung von MSCs aus dem Knochenmark
Eine relative Abnahme (Verhältnis zwischen dem Zeitpunkt
nach der finalen Reperfusion und der Baseline) der MSCs in
Gruppe IP verglichen mit Gruppe AMI konnte beobachtet
werden (0,8 ± 0,22 % vs. 1,26 ± 0,29 %; p < 0,001) (Abb. 1).

Ausschüttung von Chemokinen
Die Plasmaspiegel von SDF-1 und VEGF nahmen in beiden
Gruppen nicht signifikant zu (Abb. 2a, b). Der TNF-α-
Plasmaspiegel nahm nach dem IP signifikant zu und blieb
auch nach der finalen Reperfusion höher (145,4 ± 55,6 vs.
71,2 ± 29,9 pg/ml; p = 0,007) als in Gruppe AMI (Abb. 3a).
IL-8 nahm ebenfalls nach dem IP zu, blieb aber während der
Okklusion und Reperfusion in Gruppe IP nicht signifikant
höher als in Gruppe AMI (Abb. 3b).

Korrelation zwischen Mobilisierung der MSCs,

Zytokinen und SDF-1
Zwischen den Plasmaspiegeln von VEGF, SDF-1 oder IL-8
nach der Reperfusion und der Anzahl MSCs wurde in beiden
Gruppen keine Korrelation gefunden. Jedoch besteht zwi-
schen dem TNF-α-Plasmaspiegel nach der Reperfusion und
den Veränderung in der Anzahl von MSCs in Gruppe IP nach
der finalen Reperfusion eine signifikante negative Korrela-
tion (r = –0,524; p = 0,001).

Abbildung 1: Veränderungen der Anzahl zirkulierender mesenchymaler Stamm-
zellen in Gruppe IP (ischämisches Preconditioning) und AMI (Akuter Myokardialer In-
farkt). Die Werte sind in Prozent angegeben (Verhältnis zwischen finaler Reperfusion
und Baseline).

Abbildung 3: Serumspiegel von Tumor Nekrose Faktor-α  (TNF-α) (a) und Interleu-
kin-8 (IL-8) (b) bei Schweinen nach 90-minütiger perkutaner Ballonokklusion und an-
schließender 60-minütiger Reperfusion des mittleren Teils der LAD mit (IP [ischämi-
sches Preconditioning]) und ohne (AMI [Akuter Myokardialer Infarkt]) ischämischem
Preconditioning.
3a: * p < 0,05 zwischen Baseline/nach IP und Baseline/nach Okklusion in Gruppe IP

** p < 0,01 zwischen Baseline und nach der finalen Reperfusion in Gruppe IP
# p = 0,007 zwischen Gruppe IP und AMI

3b: * p < 0,05 zwischen Baseline und IP in Gruppe IP

a

b

Abbildung 2: Plasmaspiegel von „Vascular Endothelial Growth Factor“ (VEGF) (a)
und „Stromal-Derived Factor 1“ (SDF-1) (b) in Schweinen nach 90-minütiger perkuta-
ner Ballonokklusion und anschließender 60-minütiger Reperfusion des mittleren Teils
der LAD mit (IP [ischämisches Preconditioning]) und ohne (AMI [Akuter Myokardialer
Infarkt]) ischämischem Preconditioning.

a

b
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Diskussion

Ischämie induziert eine Up- oder Down-Regulierung vieler Chemokine und
Wachstumsfaktoren, welche sich in ihrer Effizienz und in ihrer benötigten Zeit zur
Auslösung einer Mobilisierung unterscheiden [11]. Außerdem bestimmen sie
auch, welcher Typ von SCs aus dem KM mobilisiert wird. Zahlreiche experimen-
telle und humane Studien beobachteten und untersuchten die Mobilisierung von
HSCs aus dem KM in das periphere Blut und veranschaulichten deren Homing,
Differenzierung und Plastizität im Herzgewebe [7, 12, 13]. Obwohl MSCs eine
wichtige Rolle in der Regeneration von Kardiomyozyten spielen, gibt es nur
wenige Untersuchungen über ihre Mobilisierung aus dem KM [14]. Auch wenn
die Anzahl von MSCs im KM sehr niedrig ist (0,001–0,01 % aller mononukleären
Zellen im KM), gibt es Beweise für ihre Mobilisierung in das periphere Blut als
Antwort einer Ischämie oder einer Inflammation [15–17]. Bei Patienten mit einem
ST-Elevation-Myokardinfarkt (STEMI) beobachteten Wojakowski et al. eine sig-
nifikante Zunahme mononukleärer SCs im peripheren Blut, die schon früh kardio-
logische, endotheliale und muskuläre Marker exprimieren und eine Zunahme von
SCs, die CD34, CXCR4, CD117 (c-kit) und c-met exprimieren [6]. Unser Experi-
ment zeigt einen niedrigen Steady-state-Spiegel zirkulierender MSCs in juvenilen
Schweinen, der nach einer Ischämie/Reperfusion ohne IP zunimmt. Interessanter-
weise bewirkt ein IP vor der 90-minütigen Okklusion eine Reduktion der Anzahl
zirkulierender MSCs. In unseren Experimenten suchten wir nach möglichen Fak-
toren und Ursachen, die eine Rolle bei der IP-induzierten Abnahme zirkulierender
MSCs spielen könnten und maßen deswegen die Plasmaspiegel von bekannten
Mobilisierungsfaktoren.

Diese Faktoren, die bei der Mobilisierung von SCs eine Schlüsselrolle spielen,
sind Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren (SDF-1, IL-8 und VEGF) und
Signalfaktoren, die nach einem Myokardinfakt exprimiert werden und im patho-
physiologischen Heilungsprozess involviert sind [18]. Das Chemokin SDF-1 und
sein Rezeptor CXCR-4 spielen in der Mobilisierung von HSCs eine dominante
Rolle, während chemotaktisch wirkende Faktoren, die die MSCs zum Ort der
Schädigung führen, noch untersucht werden müssen. Ponte et al. entdeckten, dass
ein weites Spektrum an löslichen Faktoren einen signifikanten chemotaktischen
Effekt auf MSCs in vitro ausüben. Sie beobachteten außerdem in vitro durch TNF-
α eine gesteigerte Ansprechbarkeit mesenchymaler Stammzellen auf Chemokine
[16].

Von den Faktoren, die nach einem Myokardinfarkt und nach einem IP [4] eine
wichtige Rolle bei der Kardioprotektion und bei der Modulation der Mobilisie-
rung von SCs [18] spielen, maßen wir TNF-α, SDF-1, IL-8 and VEGF [3, 5, 18–
21]. Es konnte keine statistische Assoziation zwischen der Anzahl zirkulierender
MSCs einerseits und SDF-1, IL-8 oder VEGF andererseits gefunden werden,
wahrscheinlich weil nicht nur ein Faktor, sondern eher die Interaktionen mehrerer
Faktoren eine frühe Mobilisierung von SCs aus dem KM bewirken. Es konnte
aber ein signifikanter Zusammenhang zwischen TNF-α und MSCs gezeigt wer-
den.

Die Rolle von TNF-α bei myokardialer Schädigung durch Ischämie/Reperfusion
ist noch immer kontrovers. TNF-α trägt durch Ischämie/Reperfusion zur kardia-
len Schädigung bei, die möglicherweise aber durch IP verringert werden kann [4].
Lecour et al. beschrieben einen paradoxen Effekt von TNF-α, weil niedrig dosier-
ter, exogen zugeführter TNF-α einen ähnlichen Effekt hat wie ein IP: TNF-α hat
nämlich in vivo einen dosisabhängigen kardioprotektiven Effekt [22, 23]. IP kann
abhängig von der Spezies und den angewandten Präkonditionierungsmethoden
sowohl eine Zunahme als auch eine Abnahme des myokardialen TNF-α-Gewebe-
spiegels bewirken [4, 24–26]. In unserem Experiment stieg nach dem IP der TNF-
α-Plasmaspiegel rapid an. Dies ist wahrscheinlich auf die wiederholten kurzen
Episoden von Ischämie/Reperfusion zurückzuführen. Doch kann der vorteilhafte
und nützliche Effekt des IP auf die LVEF und auf die Infarktgröße die kardio-
depressive Wirkung des erhöhten TNF-α-Plasmaspiegels ausgleichen.
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Ponte et al. zeigten, dass die Mobilisierung und die Ansprech-
barkeit von MSCs auf Chemokine in vitro durch TNF-α
effektiver war [16]. Auch unsere Resultate sprechen insofern
dafür, als dass die Anzahl zirkulierender MSCs mit den Ver-
änderungen des TNF-α-Plasmaspiegels in Gruppe AMI zu-
nahm. IP verursacht eine signifikante Abnahme der Anzahl
zirkulierender mesenchymaler SCs, welche negativ mit der
Zunahme des TNF-α-Plasmaspiegels korreliert. Für diesen
rapiden Abfall könnte auch ein TNF-α-vermitteltes Homing
der MSCs in das ischämische Myokard verantwortlich sein.
Des Weiteren könnte nach dem IP die Expression verschiede-
ner ischämieprotektiver Faktoren wie das Komplement C3
(welches zu einer Limitierung der Mobilisierung mesenchy-
maler SCs führt [4]), oder die Down-Regulierung weiterer
proinflammatorischer Mediatoren wie IL-1-β und IL-6 der
Grund sein. Möglicherweise könnte durch das IP eine Kaska-
de ausgelöst werden, die zu einer Produktion vasoaktiver Sub-
stanzen führt. Diese könnten unter pathophysiologischen Be-
dingungen mit oder ohne TNF-α die Mobilisierung mes-
enchymaler SCs modifizieren [4].

Zusammenfassend ergibt sich, dass IP zu einer Reduktion zir-
kulierender mesenchymaler Stammzellen führt, assoziiert mit
einer erhöhten Ausschüttung des proinflammatorischen Zyto-
kins TNF-α durch IP.
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