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Einleitung 1

1 Einleitung

Das Myokard gehort zu den Geweben, welche eine geringe Toleranz gegenlber
Sauerstoff- und Substratmangel aufweisen. Sein Stoffwechsel verlauft Gberwiegend
oxidativ, somit fuhrt eine Mangelversorgung durch Verengung oder Verschlul3 von

Koronargefél3en rasch zur Infarzierung des Gewebes.

Entsteht ein thrombotischer Verschlul einer Koronararterie, so ist es das primére
Ziel der klinischen Therapie, die koronare Blutversorgung wiederherzustellen, um das
Ausmald des infarzierten Aredls so gering wie mdglich zu halten. Hierzu stehen
verschiedene Verfahren zur Verflgung. Einerseits kann durch eine systemische
Lysetherapie eine Aufldsung des okkludierenden Thrombus' versucht werden, andererseits
kann durch eine Perkutane Transluminale Koronar-Angioplastie (PTCA) eine direkte
Aufdehnung einer stenotischen Koronararterie versucht werden, méglich ist hierbei auch
die Kombination mit einer lokalen Applikation lytischer Medikamente. Um die klinische
Therapie der koronaren Herzkrankheit und des Myokardinfarktes weiter optimieren zu
kénnen, ist es notwendig, die zugrundeliegenden schadigenden Mechanismen auf

zellulérer Ebene zu untersuchen.

Die Entwicklung der Zellschadigung im ischamischen Gewebe beginnt mit dem
Verlust des zelluléaren Energiegleichgewichts. Das aus der fehlenden mitochondrialen
Energiegewinnung resultierende Defizit an ATP fuhrt zu einer Verlangsamung oder zum
volligen Sistieren metabolischer Prozesse, darunter der zelluldren Kontrolle des Na'- und
Ca’*-Haushaltes. Eine langer anhaltende Uberladung des Zytosols und der Zellorganellen
mit hohen Ca**-Konzentrationen kann durch die Aktivierung strukturschadigender
Mechanismen zur Schadidung der Zelle fuhren (LADILOV et al. 1997, GANOTE und
ARMSTRONG 1993, ARMSTRONG und GANOTE 1992, GANOTE und VANDER HEIDE 1987,
STEENBERGEN €t al. 1987, STEENBERGEN et a. 1990). Zu diesen Mechanismen zé&hlt die
Veranderung des Phosphorylierungszustands von Strukturproteinen, damit einhergehend
eine Storung der zytoskelettalen Stabilitét, und die Aktivierung lytischer Enzyme (FARBER
et al. 1981). Muskelzellen sind hierbei besonders geféhrdet, dergestalt, dald eine exzessiv
hohe intrazelluléare Ca?*-Konzentration zu einer Aktivierung des kontraktilen Apparates
und somit zur zusétzlichen mechanischen Schadigung der Zelle fuhren kann (PiPER 1989,
SIEGMUND et al, 1993). Der Verlust der Ca**-Homéostase ist ein Anzeichen fiir einen
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fortgeschrittenen, aber nicht notwendigerweise irreversiblen Zellschaden, dessen Ausmal3

im Modell alerdingsin nicht unerheblichem Mal3e von der Dauer der simulierten Ischamie
abhangt (LADILOV et a. 1997).

= 5um _ =i 5pum 5pm

Abb. 1.1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Herzmuskelzellen der adulten
Ratte unter Normoxie (Stdbchenform), unter Anoxie (Rigorform) und unter
Reoxigenierung (Hyperkontraktur) (iberlassen von Dr. Berthold Siegmund).

1.1 Zellulére Ursachen der Schadigung durch Ischdmie und Reperfusion

1.1.1 Zellschadiqung durch Ischamie

Das Modell der isolierten Kardiomyozyten unter simulierter Ischdmie versucht, die
im Gewebe herrschenden Bedingungen unter Ischamie nachzuahmen. In vivo bedeutet das
Sistieren der koronaren Perfusion, da3 die Versorgung der Kardiomyozyten mit
energieliefernden Substraten sowie mit Sauerstoff zusammenbricht. Im Modell werden
diese Bedingungen durch Superfusion der Zellen mit anoxischem, glukosefreiem Medium
in einer Perfusionskammer simuliert. Da infolge der Ischémie in vivo auch eine
Ansduerung des Gewebes beobachtet wird, wird der pH-Wert des Superfusionsmediums
entsprechend abgesenkt. Dieses Modell ist insofern eine unvollsténdige Simulation der
myokardialen Ischamie, da die im Gewebsverband zu beobachtende Anhdufung
verschiedener Metabolite hier nicht smuliert werden kann. Diese werden durch
Superfusion der isolierten Zellen sofort entfernt. Die Vorzige des verwendeten Modells
sind jedoch offensichtlich. Es gewéhrt Einblicke in zeluld&re Vorgénge auf
zytoplasmatischer Ebene. Stérungen der zelluldren lonenbalance kdnnen an einzelnen

Zellen unter Normoxie wie auch unter Anoxie verfolgt werden.
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Die unter Normoxie, Anoxie und Reoxigenierung ablaufenden Prozesse werden im
Zelkulturmodell anhand verschiedener Parameter untersucht:

ATP

Unter Energieverarmung kommt es in den Zellen zu einem Absinken der ATP-
Konzentration. Bei Erreichen einer kritischen Schwelle, die etwa bei 100 uM liegt,
unterlaufen die Zellen einen Kontraktionsvorgang, der unabhangig von der intrazelluléren
Ca’*-Konzentration ist. Der Mechanismus dieser , Rigor-Kontraktur* beruht wohl darauf,
dad be vereinzelter Ausbildung von Rigor-Querbriickenkomplexen an einem
Aktinfilament die Myosin-Bindung an weiteren Bindungsstellen ermdglicht wird, was bei
Vorhandensein geringer Restmengen von ATP an diesen Bindungsstellen zur Initiierung
von Querbricken-Zyklen und damit zur Kontraktion fihrt. Durch den
Kontraktionsvorgang kommt es dartiberhinaus zu einer Aktivierung der Myosin-ATPase
und somit zum schnellen Verbrauch des verbliebenen ATPs; es resultiert eine vollstéandige

Deenergetisierung der Zelle (BOWERS et al. 1992).

pH-Wert

Unter Sauerstoffmangel fuhrt die Nettohydrolyse von ATP (DenNIsS et al. 1991) und
die Bildung von Laktat zur Ansduerung des ischdmischen Myokards. Am Modell des
isolierten Herzens konnte innerhalb von 10 Minuten ein Abfall des intrazelluléaren pH-
Wertes von 7,1 auf 6,3 beobachtet werden (OweNs et al. 1996). Diese ischamische
Ansiuerung aktiviert verschiedene transmembranére Mechanismen zum Transport von H*
und HCO3". Hierzu gehort in Kardiomyozyten auch der Na'/H*-Austauscher (FRELIN et al.
1985, 1988), der Protonen im Austausch gegen Na' aus dem Zytosol entfernt. Es resultiert
eine intrazellulare Akkumulation von Na'. Ein Teil der Protonen verbleibt, bedingt durch
den Abbau der transsarkolemmalen Gradienten, im Zytosol und bewirkt dort eine
zunehmende Ansauerung (CLARKE et al. 1993, HENDRIKX et a. 1994). Hierdurch wird die
Phosphofruktokinase, das Schltisselenzym der Glykolyse, inhibiert und die glykolytische
Bildung von ATP vermindert (FIDELMAN et a. 1982). Die Verminderung des
zytosolischen ATP-Gehalts fuhrt zur funktionellen Einschréankung aller primér bzw.
sekundar aktiven Transportmechanismen. Die ischamische Ansauerung kann auch zur

Hemmung von Proteasen und Phosphatasen fuhren, da sie ihre Wirkung optimal unter
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neutralen oder leicht alkalischen Bedingungen entfalten. Der intrazellulére pH-Wert kann
mit dem Fluoreszenzfarbstoff 2',7*-bis-(2-carboxyethyl)-5,6-carboxyfluorescein (BCECF)

gemessen werden (PARADISO et al. 1984).

Natrium

Unter Anoxie zeigt sich weiterhin eine Anreicherung des Zytosols mit Na', die
fluoreszenzoptisch mit dem Farbstoff Natrium-bindendes Benzofuran-lsophtalat (SBFI)
gemessen werden kann. Na' gelangt iber verschiedene sarkolemmale Mechanismen in das
Zytosol, hierzu gehdren Tetrodotoxin (TTX)-sensitive und unsensitive Na'-Kanédle (HEsS
und TSIEN 1984) und der Na'/H'-Austauscher (MOHABIR et a. 1991, CORDEIRO et al.
1994). Wie bei anderen lonen hangt auch die zelluldre Na'-Homdostase von einem
Gleichgewicht zwischen Ein- und Ausstrom ab. Die sarkolemmale Na'/K*-ATPase ist auf
eine groflle Menge an freler Energie aus der ATP-Hydrolyse angewiesen (KAMMERMEIER
1987) und somit durch ein energetisches Defizit frih in Ihrer Funktion eingeschrankt.
Diese Tatsache kann zur Erklarung des frilhen Na'-Anstiegs herangezogen werden. Der
durch die Akkumulation von Na" im Zytosol verringerte transsarkolemmale Na'-Gradient
und die Depolarisierung der Zellmembran (CorRDEIRO et a. 1994) fuhren zu einer
Aktivierung des ,Reverse Mode* des Na'/Ca?*-Austauschers (VER DONCK et al. 1993,
DOERING und LEDERER 1993).

Calcium

Einen besonderen Parameter in Hinsicht auf die Zellschadigung stellt die Uberladung
der Zellen mit Ca®* dar. Die intrazelluldare Ca?*-Konzentration kann mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 bestimmt werden. Die Wege, auf denen Ca®* in die Zellen
gelangt, sind zum Teil noch unklar. Ein Influx durch L-Typ-Ca**-Kanéle scheint jedoch
ausgeschlossen werden zu kénnen, da spezifische Hemmstoffe dieser Kanédle den Ca’*-
Influx nicht verhindern kénnen (LADILOV, HAFFNER et a. 1999). Ein anderer denkbarer
Weg sind unspezifische ,leak channels®, welche unter Energieverarmung einen
unkontrollierten Kationeneinstrom ermoglichen sollen (CLAGUE et a. 1993). Eine andere
bereits im vorigen Abschnitt beschriebene Hypothese geht davon aus, daR der Ca**-
Einstrom die Folge einer Uberladung des Zytosols mit Na“ ist, da ein verringerter

transsarkolemmaler Na'-Gradient zu einem Netto-Influx von Ca?* durch den Na'/Ca®*-
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Austauscher fihren konnte (ZIEGELSTEIN et al. 1992). Fir diese Hypothese spricht, dal3 in
der Tat in energieverarmten Kardiomyozyten ein Anstieg des zytosolischen Na” beobachtet
werden kann (DoNosO et al. 1992), welcher vor dem Anstieg des Ca&* einsetzt. Na
beginnt bereits vor dem Beginn der Rigorkontraktur zu steigen, Ca®* hingegen gleichzeitig
mit dem Rigor oder kurz danach. Auch kann bei energieverarmten Kardiomyozyten ein
Anstieg des zytosolischen Ca®* durch eine Reduktion der extrazelluldren Na'-

Konzentration hervorgerufen werden (LI et a. 1988; LADILOV, HAFFNER et al. 1999).

1.1.2 Zellschddigung durch Reperfusion nach Ischdmie

Die ziigige Wiederherstellung der koronaren Durchblutung ist priméres Ziel der
klinischen Therapie. Paradoxerweise kann durch diese Reperfusion eine Schadigung des
Gewebes induziert werden; somit ist die Untersuchung der Reoxigenierungsphase im
Zellkulturmodell von besonderem Interesse. Wird den Zellen nach langerer Anoxie wieder
Sauerstoff angeboten, so setzt sehr bald nach dieser Reoxigenierung die mitochondriale
Energieproduktion ein (SIEGMUND et a. 1990). Den Zellen steht nun wieder Energie in
Form von ATP zur Korrektur der gestorten lonenhomdostase zur Verfligung. In der Tat
zeigt sich, dai die Reoxigenierung zu einem rapiden Abfall der Ca’*-Konzentration fiihrt,
gefolgt von einer Phase von Ca’*-Oszillationen, in welchen sich die Aufnahme und
Abgabe von Ca”* durch das sarkoplasmatische Retikulum widerspiegelt (SIEGMUND et al.
1992). Die Ausschleusung des Uberschiissigen Ca®* aus der Zelle scheint (ber den
Na'/Ca*-Austauscher stattzufinden (SIEGMUND et al. 1992, SIEGMUND et al. 1994).

Im Verlauf einer langeren Anoxie erreichen Kardiomyozyten einen Punkt, an dem
eine Reoxigenierung nicht zu einer folgenlosen Erholung der Zellen fihrt. Paradoxerweise
kommt es durch die Reoxigenierung zu einer Schadigung von Zellen und Gewebe,
einhergehend mit massiven Kontraktionsvorgangen und Enzymfreisetzung (GANOTE 1983,
HEARSE et a. 1973). Der Grund hierfiir liegt in der exzessiv hohen Ca?*-Konzentration,
welche sich im Laufe der Anoxie entwickelt und die Myofibrillen in einen Zustand der
Aktivierung bringt. Dieser bleibt unter gedrosselter ATP-Hydrolyse und Energieverarmung
zunéchst folgenlos (GANOTE 1983, VANDER HEIDE et al. 1986); mit Einsetzen der
mitochondrialen Energieproduktion kommt es jedoch an den aktivierten Myofibrillen zu
kontraktilen Vorgangen, welche zu einer starken, unkontrollierten Kontraktion der ganzen
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Zelle fuhren. In isolierten Kardiomyozyten aul3ert sich dies as eine maximale Kontraktur
der Myozyten unter Verlust der vorherigen Morphologie und Zerstérung des Zytoskel etts
(Hyperkontraktur, siehe Abb. 1.1). Im ganzen Herzen kommt es durch die Einbindung der
Zellen in den Gewebeverband dartiberhinaus zu einer Zerreil3ung der Zellen mit massiver
Enzymfreisetzung. Eine Hemmung dieser Hyperkontraktur kann Myokardgewebe somit

vor Nekrosen schiitzen.

Normoxie l

K Na*

Na*

@

Na*/ K*-ATPase O Na*/ Ca?*-Austauscher

(gehemmt) “Reverse Mode”
K+ Ca2+

ngorkontraktur

---------------------

—
®.
QD (. —
N
+
=)

----------------------

Reoxigenierung

Hyperkontraktur

Abb. 1.2: Ursachen der Zellschéadigung durch Anoxie und Reoxigenierung.
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1.2 Ischamisches und anoxisches Preconditioning

Am ganzen Herzen konnte in verschiedenen Studien das Phanomen des
ischémischen Preconditioning beobachtet werden. Hierbei handelt es sich um eine
Protektion gegen unter Ischdmie und Reperfusion auftretende Schéden, die durch eine oder
mehrere kurze ischamische Episoden vor der eigentlichen, langanhaltenden Ischamie
erreicht wird. Dieses Phdnomen kann auch am Modell isolierter Herzmuskelzellen
induziert werden, wenngleich die komplexen Vorgange im Gewebeverband nur zum Teil
simuliert werden konnen. Im hier verwendeten Zellkulturmodell geschieht diese
Simulation der natirlichen Vorgange durch Superfusion der Zellen mit anoxischem, im
pH-Wert abgesenktem, glukosefreien Medium, also durch anoxisches Preconditioning. Es
ist wichtig, dieses anoxische Preconditioning vom ischamischen Preconditioning zu
unterscheiden, da die Anoxie sicherlich nur einen Teilaspekt der Ischamie darstellt und

Ergebnisse beider Modelle oft nicht ohne weiteres miteinander verglichen werden kénnen.

1.2.1 Die Rolle der Proteinkinase C

Zéellen unterliegen einer Regulation durch den Gesamtorganismus. Der Organismus
nimmt Einflul auf ihre Funktion durch chemische Signalstoffe, z. B. zrkulierende
Hormone. Es gibt Hormone, die as lipophile Substanzen die Zellmembran durchdringen
und Uber intrazellulére Rezeptoren auf die Transkription im Zellkern einwirken kdnnen.
Hierzu zéhlen u.a. die Steroidhormone und das Thyroxin. Die hydrophilen Hormone, zu
denen u.a. die Katecholamine und andere Tyrosinabkémmlinge zéhlen, kénnen die
Zellmembran nicht durchdringen. Sie binden an spezifische Membranproteine, die
hierdurch eine Anderung ihrer Raumstruktur auf der Innenseite der Zellmembran erfahren.
Das Signal kann auf der innenliegenden Seite des Rezeptors verschiedenartig
weitergegeben werden. Eine Reihe von Rezeptoren geben ihr Aktivierungssignal
intrazelluldr biochemisch an die Phopholipase C weiter. Aktivierung der Phospholipase C
fuhrt zur Hydrolyse des Membranlipids Phosphatidyl-1nositol-bisphosphat und zur Bildung
von Inositol-1,4,5-trisphosphat und Diacylglycerol. Als Second messenger aktiviert
Diacylglycerol die Proteinkinase C (PKC), welche Serin- und Threoninreste von Proteinen
phosphoryliert und dadurch deren Funktionszustand andert.
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1.2.2 Zusammenhénge zwischen Preconditioning und der Proteinkinase C

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dal3 die Effekte des ischdmischen
Preconditionings die Folge einer Freisetzung und Akkumulation endogener Mediatoren
wie Adenosin oder Noradrenain darstellt, in Folge derer es zu einer Aktivierung der
Proteinkinase C kommt (Y TREHUS et al. 1994, SPEECHLY-DICK et al. 1994, MITCHELL €t al.
1995). Andererseits belegen Daten, dald ein Schutz durch isch&misches Preconditioning
unabhéngig von der Proteinkinase C erreicht werden kann (PRzYKLENK et al. 1995,
MOOLMAN et al. 1996, VAHLHAUS et a. 1996, SANDHU et a. 1997). Zusdtzlich zeigen
Untersuchungen, dal3 ein Schutz des Myokards &dhnlich dem durch ischémisches
Preconditioning durch eine vorangehende kurze Hypoxie und einen Mechanismus erreicht
werden kann, an welchem die Aktivierung von Adenosinrezeptoren oder G-Proteinen nicht
beteiligt ist (MOOLMAN et al. 1994, ZHAI et a. 1993, LASLEY et al. 1993, YABE et al.
1995). Die Frage bleibt offen, ob der Grund fir diese widerspriichlichen Ergebnisse in den
verschiedenen experimentellen Modellen liegt oder ob es sich in der Tat um verschiedene
zu einer Protektion fuhrende Pfade handelt. Um dieser Frage nachzugehen, wurde das
Modell simulierter Ischdmie und Reperfusion an adulten isolierten ventrikuldren
Kardiomyozyten verwandt, in welchem frihere Studien eine Protektion durch eine
nichtselektive Proteinkinase C -Aktivierung nachgewiesen hatten (LADILOV et al. 1998,
LADILOV, BALSER-SCHAFER et al. 1999). Um anoxisches Preconditioning zu erreichen,
wurde das Protokoll modifiziert und der langanhaltenden Anoxie eine kurze anoxische

Phase und eine kurze normoxische Phase vorangestel|t.

Ziele der vorliegenden Studie waren es,

» herauszufinden, inwieweit dieses anoxische Preconditioning isolierte Kardiomyozyten
gegen einen durch simulierte Ischamie und Reperfusion induzierten Schaden schiitzen
kann,

* herauszufinden, welche Rolle hierbei der Proteinkinase C zukommt,

» herauszufinden, ob Proteinkinase C -unabhéngige M echanismen beteiligt sind.



Material

2 Material

2.1 Chemikalien

Albumin (aus Rinderserum)
Bisindolylmaleimid |
BCECF

Carnitin

Cantharidin

Collagenase, Typ CLSII, (322 U / mg)
Cystein

Digitonin

FCS

Fura-2

Gramicidin D

HOE 642

lonomycin

KB-R7943

Kreatin

Medium 199 / Earl’ s Salts
Nigericin

Ouabain
Penicillin-Streptomycin-L6sung
Resazurin

Ryanodin

SBFI

Taurin

Boehringer, Mannheim
Calbiochem, Bad Soden
Molecular Probes, Leiden, NL
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Biochrom, Berlin

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

PAA Laboratories, Cdlbe
Molecular Probes, Leiden, NL
Sigma, Deisenhofen

Hoechst Marion Roussel, Frankfurt
Calbiochem, Bad Soden
Kanebo, Osaka, Japan

Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Gibco BRL, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Bad Soden
Molecular Probes, Leiden, NL

Sigma, Deisenhofen

Die Ubrigen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Boehringer
(Mannheim), Gibco BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Riedel-de-Haén (Seelze) und

Sigma (Deisenhofen) in der hochsten erhdtlichen Qualitdt bezogen. Alle verwendeten

Chemikalien wurden gemdl3 Herstellerangaben gel 6st und aufbewahrt.
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2.2 Medien, Puffer und L 6sungen

2.2.1 Zellkulturmedien

Medium 199 / HEPES-gepuffert

Medium 199 / Earl’ s Salts
HEPES
pH-Wert 7,4 bei 37° C

V orpl attierungsmedium

Medium 199 / HEPES-gepuffert
FCS

Penicillin

Streptomycin

Auspl attierungsmedium

Medium 199 / HEPES-gepuffert
Kreatin

Karnitin

Taurin

Penicillin

Streptomycin

2.2.2 Puffer und L6sungen fir die Zellpraparation

Calcium-Stamml 6sung:

CaCl,

989/l
15mM

100 ml

4% (vol / val)

100 1U / ml
100 pg/ mi

100 ml
5mM
2mM
5SmM

100 1U / ml
100 pg/ mi

100 mM
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Powell-Medium:

NaCl

NaHCO3

KCl

KH,PO,

MgSO,

Glukose

gesdttigt mit 95 % O, und 5 % CO,
pH-Wert 7,25 bei 37° C

Collagenasepuffer:

Powell-Medium
Collagenase

Cal cium-Stamml 6sung

Gradienten-L 6sung:

Powell-Medium
Albumin

Cal cium-Stamml 6sung

Alle Medien wurden bei 4°C aufbewahrt.

2.2.3 Losungen fur die Versuche mit isolierten Herzmuskel zellen

Normoxische HEPES-gepufferte Tyrode-L 6sung:

NaCl
KClI
KH,PO,
MgSO,

110 mM
25 mM
2,6 mM
1,2mM
1,2 mM
11 mM

40 ml
25mg
12,5l

50 mi
4%
500 pl

140 mM
2,6 mM
1,2mM
1,2mM
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Na'-freie normoxische HEPES-gepufferte Tyrode-L 8sung;

CaCl,

HEPES

Glukose

pH-Wert 7,4 bel 37° C

KClI

KH,PO4

MgSO,

CaCl,

HEPES

Glukose

pH-Wert 7,4 bei 37° C

Anoxische HEPES-gepufferte Tyrode-L 6sung:

NaCl

KClI

KH,PO,

MgSO,

CaCl,

HEPES

Resazurin

Cystein

pH-Wert 6,4 bei 37° C

durch Autoklavierung deoxigeniert

Na'-freie anoxische HEPES-gepufferte Tyrode-L 6sung:

KCI
KH2PO4
MgSO,
CaCl,

1,0 mM
25,0 mM
50mM

142,6 mM
1,2mM
1,2mM
1,0 mM

25,0 mM
5,0 mM

140,0 mM
2,6 mM
1,2 mM
1,2mM
1,0mM

25,0 mM
1%
50mM

127,6 mM
1,2mM
1,2mM
1,0mM
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HEPES
Resazurin

Cystein

pH-Wert 6,4 bei 37° C

durch Autoklavierung deoxigeniert

25,0 mM
1%
50mM

Anoxische Medien wurde nach der von ALLSHIRE, PIPER et al. (1987) beschriebenen

Methode durch Autoklavierung deoxigeniert. Nach Zusatz von Resazurin und Cystein

wurde mit N, begast, bis ein Farbumschlag von lila nach rosa sichtbar wurde. Die

anschlief3ende Autoklavierung erfolgte fur 40 Minuten bei 2 bar.

2.3 Gerateund Laborbedar f

2.3.1 Zdlkultur

Brutschrank

Gewebehacker

L ANGENDORFF-Perfusionsanlage
Mikroskop

Nylonnetz

Sterilbank

2.3.2 Fluoreszenzmessung

Analyse-Software

AR-Cation Measurement System
Inverses Mikroskop
Photomultiplier

2.3.3 Zelldngen-Messung

Monitor
Videokamera
Videoprinter

Heraeus, Hanau
Bachofer, Reutlingen
Eigenbau

TMS-F, Nikon, Japan
NeoL ab, Heidelberg

Heraeus, Hanau

Spex Industries, Grasbrunn
Spex Industries, Grasbrunn
Diaphot TMD, Nikon, Japan
Spex Industries, Grasbrunn

Sony Deutschland, KéIn
Sony Deutschland, KéIn
Sony Deutschland, KoéIn
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2.3.4 Anoxie-Reoxigeni erungs-Experimente

Anoxiegefélde und -verschluf3deckel
Dampfdruckkochtopf
Drucktaugliche Glasgefalie
Edelstahlkapillaren

Gasdichte Schléuche

Gasventile

Perfusionskammer

Alltrista Corp., Muncie IN (USA)
All American, Manitowoc WI (USA)
All American, Manitowoc W1 (USA)
Alltech, Deerfield IL (USA)
Kalensee, Gief3en

Kalensee, Gief3en

Eigenbau
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3 Methoden

3.1 Dielsolierung von Herzmuskelzellen adulter Ratten

3.1.1 Versuchstiere

Die ventrikuldren Herzmuskelzellen wurden von mannlichen, 200-300 g schweren
adulten Wistar-Ratten gewonnen. Diese wurden im Tierstall des Physiologischen Instituts
der Justus-Liebig-Universitét in Gief3en geziichtet und hatten frelen Zugang zu Nahrung
(Standardfutter Altromin®) und Wasser.

3.1.2 Préparation von Herzmuskel zellen adulter Ratten

Die ventrikuldren Kardiomyozyten wurden nach der von PIPER et al. (1982)

beschriebenen Methode isoliert.

Zu Beginn der Prdparation der Kardiomyozyten wurde die LANGENDORFF-
Perfusionsanlage mit Powell-Medium gespult, luftblasenfrei mit 80 ml der gleichen
Losung aufgefillt und auf 37°C erwérmt. Vor und wahrend der Zellisolierung wurde das
Powell-Medium mit Carbogen geséttigt.

Die Tiere wurden mit Diethylether narkotisiert. Der Thorax wurde er6ffnet, das Herz
entfernt und sofort in eiskalte isotonische NaCl-L ésung tberfhrt. In dieser Losung wurde
das Herz von Geweberesten, wie anhdngendem Mediastinal- und Pulmonalgewebe,
freiprépariert, anschlieffend mit der Aorta in eine LANGENDORFF-Perfusionsanlage
eingebunden und retrograd perfundiert. Zunéchst wurde das verbliebene Blut mit 20 ml
Powell-Medium ausgewaschen. Das Herz wurde anschliefend mit 50 ml
Collagenasepuffer fir 25 Minuten rezirkulierend perfundiert. Die Flul3rate wurde durch ein
Ventil auf 2-3 ml / Minute pro Herz (5 ml / g Frischgewicht / Minute) eingestellt. Nach
Beendigung der Rezirkulationsphase wurde das Herz unterhalb der Vorhdfe von der
LANGENDORFF-Apparatur abgesetzt und zundchst mechanisch mit einem Gewebehacker
bei einer Schnittbreite von 0,7 mm, anschlief3end manuell mit zwei Skalpellen zerkleinert.

Danach wurde es unter Carbogen-Begasung fir 10 Minuten in Perfusionspuffer mit 1 %
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Albumin bei 37°C inkubiert. In dieser Losung wurde die Vereinzeung der
Herzmuskel zellen durch behutsames Auf- und Absaugen mit einer Pipette unterstitzt.

Als néchster Schritt folgte die Filtration durch ein Nylonnetz mit 200 um Porengréfie
und die Zentrifugation bei 25 x g fur drei Minuten, um die Collagenase-L6sung,
Zdltrimmer und kleinere Zellen, wie z.B. Endothelzellen, von den intakten
Herzmuskel zellen abzutrennen. Das hierbel gebildete Pellet wurde mit Powell-Medium,
welches 200 uM CaCl;, enthielt, aufgenommen und nochmals bei 25 x g fir zwei Minuten
zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in Powell-Medium mit 400 pM CaCl,
aufgenommen und zu einer homogenen Zellsuspension aufgeschuttelt. Die Suspension
wurde entsprechend der Anzahl der préparierten Herzen auf Reagenzglaser verteilt, die
zuvor mit einer ca. 10 cm hohen FlUssigkeitssaule der Gradienten-Losung gefiillt worden
waren. Nach erneuter Zentrifugation (60 Sekunden bei 25 x g) erhielt man eine
Zellpopulation, die zu 70-80 % aus stdbchenformigen ventrikularen Kardiomyozyten
bestand.

3.2 Zdlkultur

Um die Anheftung der Kardiomyozyten auf dem im spéteren Versuchsaufbau
verwendeten Glasdeckglédschen zu gewéhrleisten, wurden die Deckglaschen bereits am
Vorabend der Prdparation zusammen mit Vorplattierungsmedium (vgl. 2.2) in die
Kulturschalen gegeben und Uber Nacht inkubiert. Dieses Medium wurde unmittelbar vor

dem Ausplattieren der préparierten Kardiomyozyten aus den Kulturschalen abgesaugt.

Die nach dem letzten Praparationsschritt gewonnenen Zellen eines Herzens wurden
vorsichtig mit 25 ml Ausplattierungsmedium (vgl. 2.2) aufgenommen und gleichméaldig auf

die vorplattierten Schalen verteilt.

Nach einer zweistindigen Inkubation bei 37°C wurden die Zellen mit
Ausplattierungsmedium gewaschen. Dabei wurden abgerundete und nicht haftende Zellen
entfernt und die verbliebene Kultur enthielt zu etwa 90 % intakte stébchenférmige
Kardiomyozyten (vgl. Abb. 1.1). Nach weiteren 2 Stunden Inkubation wurden die Zellen

fUr die Experimente verwandt.
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3.3 Messung der intrazelluldren |onenkonzentration von Ca**, Na“ und H*

3.3.1 Apparative Voraussetzungen

Die Messungen der intrazelluléren lonenkonzentrationen erfolgte mit Hilfe eines
inversen Mikroskopes, welches in das AR-Cation Measurement System der Firma SPEX®
(Grasbrunn) eingebunden war. Mit Hilfe von Monochromatoren konnte das
Anregungsicht der UV-Lampe entsprechend dem Anregungsspektrum des verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffes eingestellt werden. Die somit selektierten Wellenlangen erreichten
Uber Spiegel und Lichtleiter die Myozyten und fuhrten dort zur Anregung des Farbstoffes.
Das Fluoreszenzlicht gelangte durch einen dichroischen Spiegel und einen Emissionsfilter
in den Photomultiplier des SPEX®-Systems (vgl. Abb. 3.1). Das entstehende Signal wurde
digitalisiert und aufgezeichnet und konnte im Anschlul® mit der dazugehdrigen Software
(DM3000CM) ausgewertet werden.

Fluoreszierende Zelle

Anregungslicht —> €—— Fluoreszenzlicht
Xenonlampe
J/ &—— Objektiv
Blenden Computergestttzte
Spiegel Auswertun
P - &— Dichroischer Spiegel g
Chopper
Lichtleiter
Photo-
/r Multiplier
Monochromatoren T

Emissionsfilter

Abb. 3.1: Schemadarstellung der Mel3anlage
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3.3.2 Beladung der Zellen mit den Fluoreszenzfarbstoffen und Kalibrierung des

Fluoreszenzsignals

Ermittlung der intrazelluldren Ca2*-K onzentration mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2

Zur Bestimmung der intrazellularen Ca?*-Konzentration wurden die Zellen fir 20
Minuten bel 35°C mit Fura-2 (2,5 uM) in HEPES-Medium 199 beladen. Fura-2 gelangt als
Acetoxymethylester in die Zelle, wird dort von zelluléren Esterasen gespalten und kann
infolgedessen als geladenes Molekil die Zellmembran nicht mehr durchdringen. Am Ende
der Beladung erfolgte ein zweimaliges Waschen der Zellen mit HEPES-Medium 199 und
eine Nachinkubationszeit von 30 Minuten. Dies war erforderlich, um eine vollsténdige
Esterspaltung zu gewahrleisten.

Die Anregung von Fura-2 erfolgte mit den Wellenlangen 340 nm und 380 nm, das
Emissionsmaximum lag bei 510 nm. Die Daten der Fura-2-Messungen wurden als
Verhdltniszahl (Ratio) der Emissionen (340 nm / 380 nm) oder als kalibrierte Werte
angegeben. Die Kalibrierung des Signals erfolgte modifiziert nach dem von L1 et al. (1987)

beschriebenen Protokoll.

K alibrierungsl sungen fiir Ca®*

NaCl 10,0 mM
KClI 130,0 mM
MgSO, 1,0mM
HEPES 25,0 mM
lonomycin 5uM
KCN 1mM
Nigericin 10 mg/ ml
CaCl, 3mM
alternativ

EGTA 5mM

pH-Wert 6,5 oder 7,15 bei 37° C
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Zur Bestimmung der maximalen Ratio (Rmax) Wurde eine Kalibrierungslésung
verwandt, die 3 mM CaCl, enthielt, zur Bestimmung der minimaen Ratio (Ryin) 5 mM
EGTA. Um morphologische Veranderungen wéhrend des Kalibrierungsprozesses zu
verhindern wurden die Zellen durch Zusatz von KCN (1 mM) metabolisch gehemmt. Die
Konzentration des freien zytosolischen Ca’* ermittelte sich nach der Formel von
GRYNKIEWICZ €t al. (1985):

[Ca?]i = Kg X b X (R-Ruin) / (Rmac-R)

Der Faktor b wurde bestimmt durch den Quotienten der jeweiligen
Emissionsintensitdten des Ryin-Wertes und des Rya-Wertes bel 380 nm Wellenlange. Der
Kq-Wert ist ein MaR firr die Bindungsaffinitét von Fura-2 zu freien zytosolischen Ca?*-
lonen. Dieser Wert variiert mit den experimentellen Bedingungen und ist vom
intrazelluldren pH-Wert abhangig. In vitro bestimmten GRYNKIEWICZ et al. (1985) fir
Fura-2 einen Kg-Wert von 224 nM. In vivo ermittelte sich bei einem intrazelluldren pH-
Wert von 7,15 ein Kg-Wert von 312 £ 9 nM (n=8), bel einem intrazelluléaren pH-Wert von
6,5 ein Kg-Wert von 337 + 4 nM (n=6) (LADILOV et a. 1997). Zur Ermittlung der
zytosolischen Ca?*-Konzentration wurde die Fura-2-Ratio mit den in vivo ermittelten K-
Werten kalibriert.

Ermittlung der intrazelluldren Na'-K onzentration mit dem Fluoreszenzfarbstoff SBFI

Zur intrazelluldren Na'-Messung wurden die Zellen mit dem Actoxymethylester
SBFI (10 uM) fir 30 Minuten bei 35°C beladen. Analog der Beladung mit Fura-2 schlof3
sich auch hier eine Waschung der Zellen mit HEPES-Medium 199 und eine
Nachinkubation von 30 Minuten an. Die Anregung von SBFI erfolgte mit den
Wellenldngen 340 nm und 380 nm, das Emissionsmaximum lag bei 510 nm. Die
Anderungen der intrazelluldren Na'-Konzentration wurden als Verhdtniszahl (Ratio) der
Emissionen (340 nm/ 380 nm) oder als kalibrierte Werte wiedergegeben. Die Kalibrierung
erfolgte nach der von HAROOTUNIAN et a. (1989) beschriebenen Methode. Die

Kalibrierungsl6sungen setzten sich wie folgt zusammen:



Methoden 20

K albrierungslsungen fiir Na

NaCl 0,0-140,0 mM
N-Methylglucamin 140,0-0,0 mM
KCI 4,7 mM
MgCl, 1,0mM
HEPES 10,0 mM
EGTA 1,0 mM
Gramicidin D 6,0 uM

pH-Wert 6,5 oder 7,15 bei 37° C

Um unterschiedliche Na'-K onzentrationen im Perfusionsmedium einzustellen ohne
hierbel die Osmolaritét der Losung zu veréndern, wurde die entsprechende Menge an NaCl
durch N-Methylglucamin ersetzt. Der pH-Wert der Lésung wurde mit konz. HCI auf 7,2
bei 37°C eingestellt. Gramicidin D (6 uM) diente als Na'-lonophor.

Ermittlung des intrazelluléren pH-Wertes mit dem Fluoreszenzfarbstoffs BCECF

Zur Ermittlung des intrazelluldren pH-Wertes wurden die Zellen fur 15 Minuten bei
35°C mit dem Fluoreszenzfarbstoff BCECF (1,25 uM) beladen. Auch hier erfolgte nach
der Beladung eine Waschung mit HEPES-Medium 199 und eine Nachinkubation von 30
Minuten. Der Farbstoff BCECF wird mit Wellenlangen von 440 nm und 490 nm angeregt,
das Emissionsmaximum liegt zwischen 520 nm und 560 nm. Anderungen des pH-Wertes
wurden als Anderungen der BCECF-Ratio (490 nm / 440 nm) oder as kalibrierte Werte
wiedergegeben. Die Kalibrierung wurde nach der von Koor et al. (1992) beschriebenen
Methode durchgefihrt. Die Kalibrierungddsungen setzten sich folgendermalien

Zusammen:

Kalibrierungsldsungen fiir H*

NaCl 10,0 mM
KCI 130,0 mM
MgCl, 1,0 mM

HEPES 25,0 mM



Methoden 21

EGTA 1mM
Nigericin 10 pg/ mi
pH-Wert 6,4, 6,8 oder 7,2 bei 37° C

Der pH-Wert der Losungen wurde mit KOH bel 37°C auf die benttigten Werte

eingestellt. Um den intrazellulédren pH-Wert dem extrazelluldren anzugleichen, wurde

Nigericin (10 pg / ml) verwandt.

3.3.3 Kompartimentierung der Fluoreszenzfarbstoffe

Mit den unter 3.3.2 beschriebenen Beladungsprotokollen konnte das Verhdltnis der
Fluoreszenzsignale zwischen farbstoffbeladenen und nichtbehandelten Zellen optimal
eingestellt werden. Angestrebt wurde eine Signalstérke, die dem 20 — 30fachen der
Hintergrundaktivitét entsprach.

Um das Ausmal? der intrazellul&ren Kompartimentierung der Farbstoffe bestimmen
zu konnen, wurden die Zellen mit Digitonin (2,5 uM) ,,gehautet* (Borzak et a. 1990). In
dieser Konzentration permeabilisiert Digitonin die Zellmembran, ohne jedoch die
Membranen der Zellorganellen zu beeinflussen (ALTscHULD et a., 1985). Folgende
Ldsung wurde zur Bestimmung der Kompartimentierung verwandt:

K omparti menti erungsl 6sung

NaCl 5,0 mM
KCI 135,0 mM
HEPES 50mM
EGTA 1,0mM
KCN 1,0mM

pH-Wert 7,2 bei 37° C

Der Zusatz von KCN (1 mM) erfolgte, um morphologische Veranderungen der
Zellen wahrend dieses Vorgangs zu verhindern. Im ersten Schritt zur Messung der
Kompartimentierung wurde Digitonin (2,5 pM) zugesetzt, welches zur Permeation der
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Fluoreszenzfarbstoffe aus dem Zytosol fuhrte. Die verbleibende Fluoreszenz, die sich
nunmehr aus der Zellorganell- und Hintergrundfluoreszenz zusammensetzte, wurde
gemessen. Um diese Parameter weiter unterscheiden zu kénnen, erfolgte im zweiten
Schritt der Zusatz von MnCl, (1 mM) und lonomycin (5 uM). Dadurch wurde die
Fluoreszenz der Organellen ausgeléscht und die verbleibende Hintergrundfluoreszenz
konnte bestimmt werden. Mit dieser Methode wurden folgende Kompartimentierungswerte
bestimmt:

Fura-2 <15%
SBFI <10%
BCECF <12%

Anoxie und Reoxigenierung zeigten keinen signifikanten Einflu® auf das Ausmal3
der Kompartimentierung.

3.4 Anoxie-Reoxigenier ungs-Experimente

3.4.1 Apparative Voraussetzungen

Zur Durchfiihrung der Anoxie-Reoxigenierungs-Experimente war der gasdichte
Verschlul3 des Perfusionssystems unabdingbare Voraussetzung. Die autoklavierten,
sauerstofffreien Medien wurden unter Stickstoffbegasung mittels Edelstahlkapillaren mit
der Perfusionskammer verbunden. In diese wurden die Deckgléschen mit den anheftenden
Kardiomyozyten eingelegt und fest verschraubt. Eine Peristaltikpumpe perfundierte die
Kammer mit einer Flu3rate von 0,6 ml / Minute. Das anoxische Medium wurde auch
wahrend des Anoxie-Reoxigenierungs-Experimentes mit Stickstoff (100 %) begast (vgl.
Abb. 3.2). Die Temperatur in der Kammer betrug 37°C. Diese Temperatureinstellung
erfolgte mittels eines Fuhlers, der sich auf der Oberflache eines Deckgléaschens befand und

unter den gleichen Bedingungen wie die Zellen umspult wurde.
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Gasdichter
Schlauch

Edelstahl-
kapillare

Perfusionskammer
mit
Deckglaschen

A
Prazisions- M8
@ Dreiwege- ol o
Hahn (<]
)
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N2

o
o]

o
L Anoxisches Medium

Peristaltik-

( Pumpe

Auffangbehalter

Normoxisches Medium

Abb. 3.2: Graphische Darstellung der Komponenten der Anoxie-Reoxigenierungs-
Experimente

3.4.2 Versuchsprotokolle

Kontrollversuche und anoxisches Preconditioning

Die Durchfuhrung der Kontrollexperimente erfolgte dergestalt, dal3 nach 25 Minuten
normoxischer Perfusion (glukosehaltig, pH 7,4) durch den Wechsel des
Perfusionsmediums fir 60 Minuten eine anoxische Inkubation (glukosefrel, pH 6,4)
erreicht wurde. Daran schlof? sich die Phase der Reoxigenierung (glukosehaltig, pH 7,4)
an. Die Verdanderungen des pH-Wertes und des Substratangebotes mit Beginn der
anoxischen Perfusion und der Reoxigenierung dienten der Simulation von Ischamie und

Reperfusion im Gewebe.

Anoxisches Preconditioning wurde in diesesm Modell durch eine zehnminitige
Anoxie (glukosefrei, pH 6,4) mit anschliefender zehnminitiger Reoxigenierung
(glukosehaltig, pH 7,4) vor dem Beginn der langen Anoxie (glukosefrei, pH 6,4) erreicht.
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Die eingesetzten Hemmstoffe wurden jeweils vor und wahrend der Anoxie
eingesetzt. Bisindolylmaleimid ist in der verwendeten Konzentration von 1 uM ein
selektiver Hemmstoff der Proteinkinase C. Cantharidin ist in der engesetzten
Konzentration von 20 uM ein Hemmstoff der Proteinphosphatasen 1 und 2A (NEUMANN et
al., 1995). KB-R7943 ist in einer Konzentration von 20 uM ein selektiver Hemmstoff des
,Reverse Mode" des Natrium-Calcium-Austauschers (IwAmMoTO, WATANO et al. 1996,
LADILOV, HAFFNER et al. 1999). Vgl. auch Abb. 3.3.

Natrium-Entzugsexperimente

Um die Beteiligung des Na'/Ca’*-Austauschers im , Reverse Mode* an der Ca’*-
Uberladung bzw. an deren Beeinflussung zu untersuchen, wurden die Zellen nach einem
modifizierten Protokoll in Kontroll- und Preconditioning-Experimenten untersucht. Hierzu
wurde die lange anoxische Perfusion mit Ca®*-freilem Medium begonnen. Etwa 10 — 15
Minuten nach Eintritt der Rigorkontraktur wurde, weiterhin unter anoxischen
Bedingungen, mit Na'-freiem aber Ca®*-haltigen Medium perfundiert (Zusammensetzung
vgl. 2.2.3). Dieser Na'-Entzug im Perfusionsmedium fiihrte zur Aktivierung des Na'/Ca?*-
Austauschersim , Reverse Mode* und somit zur Ca?*-Uberladung der Zellen, ein Vorgang,
der sich in der Regel innerhalb von Sekunden abspielte (vgl. Abb. 4.8). Zur Auswertung
wurde die maximale Anstiegsgeschwindigkeit [(dFura-2-Ratio / dt)max] herangezogen.

Um unter diesen experimentelen Bedingungen ene Beteilligung des
sarkoplasmatischen Retikulums an der zelluldren Ca?*-Homéostase auszuschliefen,
wurden die Zellen mit Thapsigargin (100 nM, 30 Minuten) und Ryanodin (3uM) funf
Minuten vor dem Na'-Entzug inkubiert. Dariiberhinaus wurde der Natrium-Protonen-
Austauscher (NHA) mit HOE 642 (3 pM, 5 Minuten) gehemmt. Nach dieser
Vorbehandlung wurden die Zellen mit Na'-freéiem Medium, welches ebenfalls Ryanodin,
Thapsigargin, HOE 642 und Ouabain (300 uM) enthielt, perfundiert. Weiterhin konnte
durch den Einsatiz von KB-R7943 in den verschiedenen Protokollen eine nahezu
vollstandige, selektive Hemmung des Na'/Ca?*-Austauschers im , Reverse Mode"* erreicht
werden und die unter dieser Substanz gehemmte Anstiegsgeschwindigkeit (LADILOV et al.
1999) zum Vergleich mit Kontroll- und Preconditioning-Experimenten herangezogen

werden.
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25’ 20’

02 O2
Protokoll der Kontrollexperimente

5 10’ 20’

O2 02 O2

Protokoll der Preconditioning-Experimente

25’ 5
O2 O2
- CaZ+ -Na'
Kontrolle Preconditioning

Protokolle der Natrium - Entzugsexperimente (Kontrolle und Preconditioning)

Abb. 3.3: Graphische Darstellung der verschiedenen experimentellen Protokolle

3.4.3 Mel3parameter

Die Calcium- und Natriumkonzentration und der pH-Wert sind als errechnete
Einheiten der jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff-Ratio oder als kalibrierte Absolutwerte
angegeben. Sie wurden mit den oben beschriebenen Methoden ermittelt. Die Rigorzeit ist
die Zeitdifferenz zwischen Anoxiebeginn und Eintritt der Rigorkontraktur, angegeben in
Minuten. Angaben zur Zellangenanderung bei Rigor- oder Hyperkontraktur beziehen sich
immer auf die Zellange bei Versuchsbeginn und erfolgen in Prozent. Sie wurden durch
Vermessung der Zellen anhand der Videoaufzeichnung ermittelt. Die maximal erreichte
Anstiegsgeschwindigkeit der Fura-2-Ratio unter Na'-Entzug (dFura-2-Ratio / dt)ma wurde
graphisch aus den Original-Mef3daten bestimmt (vgl. Abb. 4.8).

3.4.4 Statistik

Die Daten sind as Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes von n
verschiedenen Zellen wiedergegeben. Im Regelfall wurden 5 — 8 Zellen pro Experiment
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beobachtet, der Mittelwert wurde somit aus 20 — 60 Zellen aus 4 — 10 Experimenten
gebildet.

Statistische Vergleiche wurden durch einfache Varianzanalyse (ANOVA), gefolgt
vom Bonferroni-Test, durchgefuhrt (WALLENSTEIN et al. 1980). Unterschiede mit p < 0,05
wurden al's statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswirkungen anoxischen Preconditionings auf die Ca®*-Homdostase der Zellen

4.1.1 Kontrolle und anoxisches Preconditioning

Unter normoxischen Bedingungen verhielten sich die Kardiomyozyten ruhig. Sie
zeigten eine Konzentration des zytosolischen freien Ca*, die konstant bei 68 + 3nM lag.
Bel Zellen der Kontrollgruppe fiuhrte die Superfusion der Zellen mit anoxischem,
glukosefreien Medium bei einem pH-Wert von 6,4 zu einer Uberladung des Zytosols mit
Ca™*, die sich in einem Anstieg der Fura-2-Ratio zeigte (Abb. 4.1, Abb. 4.2). Durch
Kalibrierung der Fura-2-Ratio nach der in Abschnitt 3.3.2 beschriebenen Methode konnte
die endanoxische Ca?*-Konzentration berechnet werden. Sie entsprach 2,14 + 0,09 pM
(n=28). Die Ca*-Uberladung begann unmittelbar nachdem die Zellen eine Rigorkontraktur
entwickelten, also nach 16,5 = 0,5mindtiger Anoxiedauer. Bel der Reoxigenierung nach
60mindtiger Anoxiedauer kehrte die Fura-2-Ratio innerhalb von 10 Minuten auf ihren
Ausgangswert zuriick. Dieser Verlauf kann anhand der Originalregistrierung in Abb 4.1

nachvollzogen werden.

Durch anoxisches Preconditioning konnte die endanoxische Ca?*-Uberladung
signifikant vermindert werden (1,61 = 0,13 pM, n=31 , p<0,05 vs. Kontrolle).
Bemerkenswert ist hierbei, dal3 es durch anoxisches Preconditioning zu einer friheren
Erschopfung der ATP-Reserven as unter Kontrollbedingungen kommt. Die Rigor-
Kontraktur setzt somit friher ein als unter Kontrollbedingungen (13,1 = 0,6 min, p<0,01
vs. Kontrolle). Die bei durch anoxisches Preconditioning behandelten Zellen beobachtete
Verminderung der zytosolischen Ca’*-Uberladung kann somit nicht durch eine spétere
Erschopfung der fur zellulére Transportmechanismen zur Verfiigung stehenden Energie

erklart werden.
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Abb. 4.1: Zeitlicher Verlauf des Anstiegs der zytosolischen Ca?'-Konzentration
anhand der Fura-2-Ratio (340 / 380 nm - Relativeinheiten) und der Zellange in einer
einzelnen Herzmuskelzelle wahrend Anoxie (0 — 80 min) und Reoxigenierung (80 —
100 min). Es handelt sich um die Originalregistrierung eines Kontrollexperimentes.
Deutlich zu erkennen ist der kurz nach der Rigorkontraktur einsetzende Anstieg der
zytosolischen Ca*-Konzentration und deren schneller Abfall wéahrend der
Reoxigenierung. AuRerdem zeigt die Registrierung der Zellange die Verklrzung der
Zellen unter Reoxigenierung (Hyperkontraktur).

4.1.2 Proteinkinase C -Hemmung in Kontrollgruppen und bei anoxischem Preconditioning

Die Zugabe des Proteinkinase C -Hemmstoffs Bisindolylmaleimid in einer
Konzentration von 1uM vor und wahrend der Anoxie blieb unter Kontrollbedingungen
ohne Effekt auf den Zeitpunkt der Rigorkontraktur und die zytosolische Ca?*-Uberladung
(Abb. 4.2). Im Gegensatz hierzu fuhrte die Behandlung mit Bisindolylmaleimid bei Zellen,
die anoxischem Preconditioning unterzogen wurden, zu ener Verminderung der
zytosolischen Ca?*-Uberladung (0,75 + 0,06 pM, n=37, p<0,05 vs. Kontrolle und
anoxisches Preconditioning) (Abb. 4.2). Die Entwicklung der Rigorkontraktur bel diesen
Zellen geschah hingegen zeitgleich. Die Behandlung mit Bisindolylmaleimid scheint hier



Ergebnisse 29

einen protektiven Effekt anoxischen Preconditionings auf die Ca?*-Uberladung der Zellen

aufzudecken.
°,
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Abb. 4.2: Zeitlicher Verlauf des Anstiegs der zytosolischen Ca?'-Konzentration
anhand der Fura-2-Ratio (340 / 380 nm - Relativeinheiten) in Kardiomyozyten
wahrend Anoxie und Reoxigenierung. Es wurden die folgenden experimentellen
Protokolle durchgefuhrt: Kontrollexperimente (Kontrolle, n = 28), Kontroll-
experimente in Gegenwart von 1 pM Bisindolylmaleimid (Kontrolle + BIM, n = 18),
anoxisches Preconditioning (AP, n = 31), und anoxisches Preconditioning in
Gegenwart von 1 uM Bisindolylmaleimid (AP + BIM, n = 37). Bisindolylmaleimid
wurde jeweils Uber die gesamte Versuchsdauer appliziert. Die Versuchsprotokolle
sind in Abb. 3.3 veranschaulicht. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM. O
- p<0,05 vs. Kontrolle, § - p<0,05 vs. Kontrolle und anoxisches Preconditioning. Es
zeigte sich eine deutliche Verminderung der Ca®*-Uberladung unter Anoxie bei
anoxischem Preconditioning in Gegenwart von Bisindolylmaleimid, nicht jedoch in
Kontrollexperimenten in Gegenwart von Bisindolylmaleimid.

Um auszuschliefRen, dal3 der protektive Effekt anoxischen Preconditionings in
Gegenwart von Bisindolylmaleimid die Folge der kurzen Azidose wéhrend des
Preconditioning-Protokolls ist, wurde in einem Kontrollexperiment eine pH-abgesenkte
und glukosefreie normoxische Episode anstelle des anoxischen Preconditionings der

langen Anoxieperiode vorangestellt. Es zeigte sich, da3 dieses ,normoxische
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Preconditioning* keine Protektion zu bewirken vermochte (Abb. 4.3). Die beobachteten
protektiven Effekte missen aso im Zusammenhang mit Vorgangen unter Anoxie stehen.
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Abb. 4.3: Zeitlicher Verlauf des Anstiegs der zytosolischen Ca?'-Konzentration
anhand der Fura-2-Ratio (340 / 380 nm - Relativeinheiten) in Kardiomyozyten
wahrend Anoxie und Reoxigenierung. Es wurden die folgenden experimentellen
Protokolle durchgefuhrt: Kontrollexperimente (Kontrolle, n = 9), ,normoxisches
Preconditioning” in Gegenwart von 1 uM Bisindolylmaleimid, also wie anoxisches
Preconditioning, jedoch mit Normoxie wéhrend des 10minutigen Preconditionings
(wNP* + BIM, n = 19 ), anoxisches Preconditioning in Gegenwart von 1 puM
Bisindolylmaleimid (AP + BIM, n = 9). Bisindolylmaleimid wurde jeweils Uber die
gesamte Versuchsdauer appliziert. Die experimentellen Protokolle sind in Abb. 3.3
veranschaulicht. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM, O - p<0,05 vs.
Kontrolle. Es zeigte sich, daR anoxisches Preconditioning in Gegenwart von
Bisindolylmaleimid eine Verminderung der Ca*-Uberladung zu bewirken
vermochte, ,normoxisches Preconditioning® in Gegenwart von Bisindolylmaleimid
hingegen nicht.

4.1.3 Beteiligung von Proteinphosphatasen an der beobachteten Protektion

Um zu Uberprifen, ob dieser durch anoxisches Preconditioning induzierte Schutz auf
eine Aktivierung von Proteinphosphatasen  zurtckzufihren ist, wurden die
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Versuchsprotokolle in Gegenwart von Cantharidin (20 uM) wiederholt. Cantharidin ist ein
Hemmstoff sowohl der Proteinphosphatase 1 als auch der Proteinphosphatase 2A. Unter
Kontrollbedingungen wie auch bei durch anoxisches Preconditioning behandelten Zellen
zeigte sich eine unverandert hohe Ca®*-Uberladung, wohingegen der protektive Effekt von
Bisindolylmaleimid bel durch anoxisches Preconditioning behandelten Zellen vdllig
aufgehoben werden konnte. (Abb. 4.4)
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Abb 4.4: Zeitlicher Verlauf des Anstiegs der zytosolischen Ca?'-Konzentration
anhand der Fura-2-Ratio (340 / 380 nm - Relativeinheiten) in Kardiomyozyten
wahrend Anoxie und Reoxigenierung. Es wurden die folgenden experimentellen
Protokolle durchgefuhrt: Kontrollexperimente (Kontrolle, n = 22), Kontroll-
experimente in Gegenwart von 20 uM Cantharidin (Kontrolle + Cantharidin, n = 17),
anoxisches Preconditioning in Gegenwart von 20 uM Cantharidin (AP + Cantharidin,
n = 36), und anoxisches Preconditioning in Gegenwart von 1 uM Bisindolylmaleimid
und 20 pM Cantharidin (AP + BIM + Cantharidin, n = 27). Die experimentellen
Protokolle sind in Abb. 3.3 veranschaulicht. Bisindolylmaleimid und Cantharidin
wurde jeweils Uber die gesamte Versuchsdauer appliziert. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwerte * SEM. Die Unterschiede sind statistisch nicht
signifikant. Somit zeigte sich, daR Cantharidin die Verminderung der Ca®*-
Uberladung durch anoxisches Preconditioning in Gegenwart  von
Bisindolylmaleimid aufzuheben vermochte.
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4.3 Auswirkungen anoxischen Preconditionings auf den zytosolischen pH-Wert

Um die ischamische Azidose zu simulieren, wurden die Anoxie bel einem
extrazelluldren pH-Wert von 6,4 durchgefihrt. Unter diesen Bedingungen sank der
intrazelluldre pH-Wert der Kontrollzellen im Verlauf einer 60mindtigen Anoxie von 7,15 +
0,02 auf 6,47 £ 0,02 (n=42) (Abb 4.5, Tabelle 4.1). Anoxisches Preconditioning alleine
(6,5 = 0,04; n=24), in Kombination mit Bisindolylmaleimid (6,49 = 0,03; n=29) oder mit
Bisindolylmaleimid und Cantharidin (6,45 + 0,04; n=21) hatte keine Auswirkungen auf
den endanoxischen intrazelluldaren pH-Wert. Wéhrend der Reoxigenierung erfolgte die
Rickkehr des intrazelluldren pH-Wertes auf préanoxische Werte unter alen

V ersuchsbedingungen mit vergleichbarer Geschwindigkeit.
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Abb. 4.5: Zeitlicher Verlauf des zytosolischen pH-Wertes wéahrend Anoxie (0 — 80
min) und Reoxigenierung (80 — 100 min), gemessen anhand der BCECF-Ratio (490 /
440 nm) und kalibriert nach der in Abschnitt 3.3.2 beschriebenen Methode. Es
handelt sich um die Originalregistrierung eines Kontrollexperimentes. Deutlich zu
erkennen ist der Abfall des pH-Werts im Verlaufe der Anoxie und die zlgige
Erholung auf pré-anoxische Werte unter Reoxigenierung.
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Protokolle . 60 min 5 min 20 min

Normoxie Anoxie Reox. Reox.
Kontrolle

7,15+0,02 |6,47 +0,02 |6,81 +£0,03 |7,20+0,02
(n=42)
AP

7,18 +0,02 16,50+ 0,04 |6,74+0,05 |7,24 +0,03
(n=24)
AP+BIM

7,16 +0,02 16,49+ 0,03 |6,74+£0,04 |7,17 £0,03
(n=29)
AP+BIM+Cantharidin

7,13+0,01 |6,45+0,04 |6,76 £0,03 |7,25+0,03
(n=21)

Tabelle 4.1 Die Entwicklung des intrazellularen pH-Wertes. Dargestellt sind die pH-
Werte vor der Anoxie (Normoxie), nach 60mindtiger Anoxie und nach 5 sowie nach
20 Minuten Reoxigenierung als Mittelwerte + SEM. Die folgenden experimentellen
Protokolle sind dargestellt: Kontrolle (nh = 42), anoxisches Preconditioning (AP, n =
24), anoxisches Preconditioning in Gegenwart von 1uM Bisindolylmaleimid (AP +
BIM, n = 29) und anoxisches Preconditioning in Gegenwart von 1uM
Bisinolylmaleimid und 20 pM Cantharidin (AP + BIM + Cantharidin, n = 21). Die
Unterschiede sind statistisch nicht signifikant.

4.2 Auswirkungen anoxischen Preconditionings auf die Reoxigenierungs-induzierte

Hyperkontraktur

Die Reoxigenierung der Zellen der Kontrollgruppe nach 60minttiger Anoxie fuhrte
innerhalb der ersten finf Minuten zu einer irreversiblen Verkirzung der Zellen auf ca. 30
% der Ausgangslange, also zur Hyperkontraktur (Abb. 4.6, vgl. auch Abb. 1.1). Die
Behandlung der Zellen unter Kontrollbedingungen mit Bisindolylmaleimid oder
Cantharidin konnte das Ausmal3 der Hyperkontraktur nicht signifikant beeinflussen.
Z€llen, welche anoxischem Preconditioning unterzogen wurden, zeigten eine geringe, aber
dennoch signifikante Verminderung der Hyperkontraktur. Einzig unter Anwesenheit von
Bisidolylmaleimid konnte bei Zellen unter anoxischem Preconditioning eine deutliche
Reduktion der Hyperkontraktur beobachtet werden. Diese Protektion konnte wiederum
durch Zugabe von Cantharidin vollsténdig aufgehoben werden, wohingegen Cantharidin
bei alleinig durch anoxisches Preconditioning vorbehandelten Zellen die Entwicklung der
Hyperkontraktur nicht beeinflussen konnte.
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Abb 4.6: Ausmal} der sich wahrend 20minutiger Reoxigenierung entwickelnden
Hyperkontraktur nach 60minltiger Anoxie. Die Daten wurden von den gleichen
Zellen gewonnen, bei denen auch die in den vorigen Abschnitten beschriebene
Ca?*-Messung erfolgte. DemgemaR wurden die folgenden experimentellen
Protokolle herangezogen: Kontrollexperimente (Kontrolle, n = 28), Kontroll-
experimente in Gegenwart von 1 pM Bisindolylmaleimid (Kontrolle + BIM, n = 18),
Kontrollexperimente in Gegenwart von 20 uM Cantharidin (Kontrolle + Cantharidin,
n = 17), anoxisches Preconditioning (AP, n = 31), anoxisches Preconditioning in
Gegenwart von 1 pM Bisindolylmaleimid (AP + BIM, n = 37), anoxisches
Preconditioning in Gegenwart von 1 uM Bisindolylmaleimid und 20 uM Cantharidin
(AP + BIM + Cantharidin, n = 27) und anoxisches Preconditioning in Gegenwart von
20 puM Cantharidin (AP + Cantharidin, n = 36). Bisindolylmaleimid und Cantharidin
wurde jeweils Uber die gesamte Versuchsdauer appliziert. Die Darstellung erfolgt in
% der normoxischen Zellange. Kontrollgruppen sind weil3, durch anoxisches
Preconditioning behandelte Gruppen grau dargestellt. Die Daten sind Mittelwerte %
SEM. O - p < 0,05 vs. Kontrolle ohne Behandlung. 8 - p < 0,05 vs. anoxisches
Preconditioning ohne Behandlung.
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4.5 Auswirkungen anoxischen Preconditionings auf die zytosolische Na'-K onzentration

Unter anoxischen Bedingungen ist eine intrazelluldre Ansammlung von Na™ eine
wichtige Ursache firr die Aktivierung des Na'/Ca?*-Austauschers im , Reverse Mode*. Um
zu untersuchen, inwieweit eine Veranderung des zytosolischen Na' fiir die Auswirkungen
des anoxischen Preconditionings auf das zytosolische Ca?* verantwortlich ist, wurde die

zytosolische Na'-K onzentration mittel's des Fluoreszenzfarbstoffs SBFI gemessen.

Unter Kontrollbedingungen stieg die SBFI-Ratio wahrend 60minitiger Anoxie von 1
auf 1,45 an (Abb. 4.7), entsprechend einem Na'-Anstieg von 5,0 + 0,7 mM auf 85,0 + 6
mM (n=38). Die Behandlung von Kontrollzellen mit Bisindolylmaleimid oder Cantharidin
zeigte keinen signifikanten Effekt auf das Ausmal’ der zytosolischen Na'-Uberladung zum
Ende der Anoxie. Anoxisches Preconditioning fir sich hatte ebenfalls keinen Effekt.
Lediglich in Gegenwart von Bisindolylmaleimid war bei anoxischem Preconditioning der
Anstieg der SBFI-Ratio deutlich vermindert, entsprechend ener verminderten
endanoxischen Na'-Uberladung der Zellen von 41 + 6 mM (n=39, p<0,05 vs. Kontrolle).
Auch hier konnte durch zusitzliche Behandlung mit Cantharidin die endanoxische Na'-
Reduktion aufgehoben werden (entsprechend einer Na'-Konzentration von 80 + 7 mM,

n=27, p<0,05 vs. Kontrolle).

Wie im Fall der Ca?*-Uberladung scheint auch hier die Hemmung der Proteinkinase
C durch Bisindolylmaleimid einen protektiven Effekt des anoxischen Preconditionings auf
die Na'-Uberladung aufzudecken. Dieser protektive Effekt steht offenbar im

Zusammenhang mit Proteinphosphatasen, da er durch deren Hemmung aufhebbar ist.
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Abb. 4.7: Das Ausmaf der zytosolischen Na'-Uberladung nach 60miniitiger Anoxie.
Dargestellt sind Einheiten der SBFI-Ratio (340 / 380 nm-Relativeinheiten). Es
wurden die folgenden experimentellen Protokolle durchgefuhrt: Kontroll-
experimente (Kontrolle, n = 38), Kontrollexperimente in Gegenwart von 1 uM
Bisindolylmaleimid (Kontrolle + BIM, n = 29), anoxisches Preconditioning (AP, n =
42), anoxisches Preconditioning in Gegenwart von 1 pM Bisindolylmaleimid (AP +
BIM, n = 39) und anoxisches Preconditioning in Gegenwart von 1 uM
Bisindolylmaleimid und 20 pM Cantharidin (AP + BIM + Cantharidin, n = 27).
Bisindolylmaleimid und Cantharidin wurden jeweils Uber die gesamte
Versuchsdauer appliziert. Die Versuchsprotokolle sind in Abb. 3.3 veranschaulicht.
Die Daten sind Mittelwerte + SEM. O - p < 0,05 vs. Kontrolle und AP. Eine Hemmung
der Proteinkinase C konnte bei anoxischem Preconditioning signifikant die Na’-
Uberladung wahrend Anoxie vermindern.
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4.4 Auswirkungen anoxischen Preconditionings auf den Reverse Mode des Na'/Ca?*-

Austauschers

Der ,Reverse Mode* des Na'/Ca’*-Austauschers ist die Hauptursache der
zytosolischen Ca?*-Uberladung in energieverarmten Kardiomyozyten (LADILOV, HAFFNER
et al. 1999). Die Aktivitéat dieses ,,Reverse Mode" wird durch Phosphorylierung geregelt
(lwamoTO, PAN et a. 1996). Aus diesem Grund wurde untersucht, inwieweit anoxisches
Preconditioning die Aktivitdt des , Reverse Mode* des Na'/Ca®*-Austauschers verandert
und inwieweit hierbel eine Betelligung der Proteinkinase C und Proteinphosphatasen
gegeben ist. Hierzu wurden die Kardiomyozyten mit Na'-freiem Medium superfundiert,

was zu einer maximalen Aktivierung des Na'/Ca?*-Austauschers fiihrte.

Der Na'-Entzug fuhrte unter Anoxiebedingungen zu einem massiven Anstieg der
zytosolischen Ca*-Konzentration, welcher im Anstieg der Fura-2-Ratio deutlich wurde
(Abb. 4.8a). Wurde der Na'-Entzug in Gegenwart von 20 pM KB-R7943, einem
spezifischen Hemmstoff des ,Reverse Mode* des Na'/Ca’*-Austauschers (IWAMOTO,
WATANO et a. 1996), durchgefihrt, blieb der Ca’*-Anstieg aus (Abb. 4.8b). Eine
Hemmung der Proteinkinase C durch Bisindolylmaleimid vermochte die Aktivitat des
,Reverse Mode* des Na'/Ca?*-Austauschers nicht zu beeinflussen, ebensowenig wie eine
Hemmung der Proteinphosphatasen 1 und 2A.
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Abb. 4.8: Na'-Entzugsexperimente (A) Der Anstieg der Fura-2 Ratio (340 / 380 nm,
Original-Registrierung) in isolierten Kardiomyozyten bei Superfusion mit Na'-
freiem Medium unter anoxischen Bedingungen. (B) Die maximale Aktivitat des
Na‘/Ca?-Austauschers anhand der Anstiegsgeschwindigkeit der Fura-2-Ratio in
Na’'-Entzugsexperimenten. Es wurden die folgenden experimentellen Protokolle
durchgefuhrt: Kontrollexperimente (Kontrolle, n = 12), Kontrollexperimente in
Gegenwart von 20 uM KB-R7943, einem spezifischen Hemmstoff des ,Reverse
Mode* des Na'/Ca®*-Austauschers (KB-R7943, n = 6), anoxisches Preconditioning in
Gegenwart von 1 pM Bisindolylmaleimid (AP + BIM, n = 8) und anoxisches
Preconditioning in Gegenwart von 1 uM Bisindolylmaleimid und 20 pM Cantharidin
(AP + BIM + Cantharidin, n = 7). Bisindolylmaleimid, KB-R7943 und Cantharidin
wurden jeweils Uber die gesamte Versuchsdauer appliziert. Die Versuchsprotokolle
sind in Abb. 3.3 veranschaulicht. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte £+ SEM. O
- p <0,05vs. Kontrolle. Unter KB-R7943 war der Anstieg der Fura-2-Ratio signifikant
gehemmt, die anderen Protokolle vermochten seine Aktivitat jedoch nicht zu
beeinflussen.
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5 Diskussion

Ziele der vorliegenden Studie waren es,

» herauszufinden, inwieweit anoxisches Preconditioning isolierte Kardiomyozyten gegen

einen durch simulierte Ischdmie und Reperfusion induzierten Schaden schiitzen kann,

* herauszufinden, welche Rolle hierbei der Proteinkinase C zukommt,

» herauszufinden, ob Proteinkinase C -unabhéngige Mechanismen hieran beteiligt sind.

5.1 Relevanz des Modélls

Anoxisches Preconditioning konnte in der vorliegenden Studie deutlich die Ca®*-
Uberladung wahrend langer Anoxie vermindern und der Entwicklung einer
Hyperkontraktur wahrend der Reoxigenierung entgegenwirken, sofern zeitgleich eine
Proteinkinase C -Hemmung erfolgte. Dieser Schutz gegen die zytosolische Ca®*-
Uberladung ist die Folge einer verringerten zytosolischen Na'-Uberladung. Der Schutz
gegen die Na'-Uberladung konnte durch die unselektive Hemmung der
Proteinphosphatasen 1 und 2A aufgehoben werden. Dies deutet auf einen positiven Einfluf3

der Proteinphosphatasen hin, welcher durch Proteinkinase C verschleiert sein kdnnte.

Das in der vorliegenden Studie angewandte Modell der isolierten Kardiomyozyten,
die einer smulierten Ischdmie ausgesetzt wurden, ist bereits in mehreren friheren Studien
verwandt worden (LADILOV et al. 1998, LADILOV, BALSER-SCHAFER €t a. 1999, LADILOV,
HAFFNER et al. 1999). Unter anoxischen Bedingungen entwickeln die Zellen ein Defizit an
ATP, woraus eine Rigor-vermittelte Verkirzung der Zellen erfolgt. Die Zellen beginnen
kurz vor dieser Rigor-Kontraktur, Na” im Zytosol zu akkumulieren, nach der
Rigorkontraktur kommt es auch zu einer Akkumulation von Ca®*. Wahrend der
Reoxigenierung wird dieses lonen-Ungleichgewicht rasch behoben. Geschieht dies bei
Zellen, die bereits eine gewisse Ca**-Uberladung (iberschritten haben, resultiert eine
irreversible Hyperkontraktur. Es konnte bereits gezeigt werden, dal’ diese Hyperkontraktur
die Folge der sich erholenden Energieproduktion bei noch erhhten Ca?*-K onzentrationen
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infolge der Anoxie ist (LADILOV et al. 1999, VANDER HEIDE et al. 1986). Demgemal}
entsteht der durch Anoxie und Reoxigenierung induzierte Zellschaden in unserem Modell
aus zwei wichtigen Mechanismen: (i) der sich unter simulierter Ischdmie ausbildenden
Ca**-Uberladung und (ii) der sich in deren Folge entwickelnden Hyperkontraktur unter
Reoxigenierung. Die vorliegende Studie diente dazu, die Auswirkungen anoxischen

Preconditionings auf diese beiden grundlegenden Mechanismen zu untersuchen.

5.2 Auswirkungen des anoxischen Preconditionings auf die lonenhomoostase wahrend der

Anoxie

Anoxisches Preconditioning alleine bewirkte lediglich eine geringe Verminderung
der anoxischen Ca?*-Uberladung. Dieser Effekt wurde durch die Hemmung der
Proteinkinase C durch Bisindolylmaleimid vor und wahrend der Anoxie deutlich verstérkt.
Die Verminderung der anoxischen Ca?*-Uberladung in durch anoxisches Preconditioning
behandelten Zellen stellt jedoch keine unspezifische Wirkung der Substanz an sich dar, da
Bisindolylmaleimid in Kontrollzellen keinen Effekt auf die Ca**-Uberladung zeigte. Auch
konnte durch ,,normoxisches Preconditioning” gezeigt werden, dal3 beim eigentlichen
Vorgang des anoxischen Preconditionings nicht die Azidose, sondern die Anoxie fur
dessen Effekte verantwortlich ist. Am gleichen Modell konnte in friheren Studien gezeigt
werden, dald3 Bisindolylmaleimid in einer Konzentration von 1uM die Effekte einer
Proteinkinase C -Aktivierung mit 1,2-Dioctanoylglycerol komplett blockiert (LADILOV et
al. 1998, LADILOV, BALSER-SCHAFER et al. 1999). In der vorliegenden Studie konnte somit
angenommen werden, daR die Verminderung der Ca®*-Uberladung in durch anoxisches
Preconditioning behandelten Zellen durch Bisindolylmaleimid das Resultat einer
Hemmung der Proteinkinase C ist. Dieser protektive Effekt anoxischen Preconditionings in
Gegenwart von Bisindolylmaleimid konnte ganzlich durch Zugabe von 20 uM
Cantharidin, einem Hemmstoff der Proteinphosphatasen 1 und 2A, aufgehoben werden.
Andererseits hatte Cantharidin keinen Effekt auf die Ca?*-Uberladung in Kontrollzellen.
Betrachtet man die beschriebenen Effekte zusammen, so scheint der protektive Effekt des
anoxischen Preconditionings auf die Ca’*-Uberladung durch eine Aktivierung von
Proteinphosphatasen vermittelt zu sein. Die Aktivitdt von Proteinkinase C verschleiert
diesen Effekt, der deshalb erst bel Proteinkinase C -Hemmung deutlich wird.
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Wie bereits erwahnt, beginnt der Anstieg des zytosolischen Ca®* unter anoxischen
Bedingungen zeitgleich mit oder kurz nach dem Versiegen der ATP-Reserven. Da dies
auch zu einer Zdlverkirzung in Form der Rigor-Kontraktur fihrt, kann jene als ein
Indikator der zelluléaren Energieverarmung angesehen werden. Anoxisches Preconditioning
beschleunigte bel allen experimentellen Protokollen die Entwicklung der Rigorkontraktur.
DemgemaR ist die Verminderung der Ca®*-Uberladung bei durch anoxisches
Preconditioning behandelten Zellen in Gegenwart von Bisindolylmaleimid nicht die Folge

einer Verzogerung der Energieverarmung.

Bereits frither konnte gezeigt werden, daR die Hauptursache der Ca?*-Uberladung in
metabolisch gehemmten Kardiomyozyten ein Ca?*-Einstrom aus dem Extrazellul&rraum
tber den , Reverse Mode" des Na'/Ca®*-Austauschers ist (LADILOV, HAFFNER et al. 1999).
Der Anstieg der zytosolischen Na'-Konzentration ist eine der Hauptursachen fir die
Aktivierung des Na'/Ca’*-Austauschers im , Reverse Mode* in Kardiomyozyten (DOERING
et a. 1993, VER-DONCK et a. 1993). Diese Aussage wird durch die vorliegenden
Ergebnisse bestétigt: Unter vergleichbaren experimentellen Bedingungen korrelieren
Veranderungen der Na'-Uberladung mit denen der Ca**-Uberladung. Diese Daten weisen
darauf hin, daR der zur Na'-Uberladung fiihrende Mechanismus den priméren
Angriffspunkt des anoxischen Preconditionings darstellt. Die Mechanismen, Uber welche
anoxisches Preconditioning, Proteinkinase C und Proteinphosphatasen eine Veranderung
der Na'-Uberladung bewirken, sind noch nicht vollstandig aufgeklart. Es wurde
angenommen, dal ein ,non-inactivating® Na'-FluR fir die Na'-Uberladung unter
ischédmischen Bedingungen verantwortlich ist (HAMMARSTROM et al. 1998, Ju et al. 1996).
Neuere Studien deuten darauf hin, da3 eine Stimulation von Proteinkinase C die
Inaktivierung dieses Flusses signifikant verlangsamen kann (WATSON et a. 1997). Das
Molekil des Na'-Kanals ist auRerdem auch Angriffspunkt der Proteinphosphatase 1
(ScHIFFMANN et a. 1998). Eine mogliche Schlul3folgerung ist, dal3 die beobachteten
Veranderungen der Na'-Uberladung in durch anoxisches Preconditioning behandelten
Zellen unter Blockade von Proteinkinase C und Proteinphosphatasen die Folge einer

verdnderten Phosphorylierung von Na'-Kanéen sind.

Auch die Aktivitat des Na'/Ca’*-Austauschers wird durch Phosphorylierung und
Dephosphorylierung geregelt, die Reduktion der anoxischen Ca**-Uberladung in durch
anoxisches Preconditioning behandelten Zellen unter Gegenwart von Bisindolylmaleimid
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hétte somit durch eine Hemmung des , Reverse Mode" vermittelt sein konnen. Um dies
untersuchen zu konnen, wurde die durch Entzug des extrazelluldren Na' augeloste
maximale Aktivitét des Na'/Ca®*-Austauschers unter anoxischen Bedingungen bestimmt.
Hierbei fanden sich keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen, was darauf
hindeutet, dal3 Veranderungen der maximalen Aktivitét des , Reverse Mode* des Na'/Ca*-
Austauschers nicht fiir die beobachteten Auswirkungen auf die anoxische Ca*-Uberladung

verantwortlich sind.

5.3 Auswirkungen anoxischen Preconditionings auf die Reoxigenierungs-induzierte

Hyperkontraktur

Die Hyperkontraktur ist ein wichtiger Faktor des durch Reoxigenierung induzierten
Schadens am Myokard. In isolierten Zellen, wo sich die Kraft nicht wie im
Gewebeverband von Zelle zu Zelle Ubertragen kann, fuhrt die Hyperkontraktur nicht
zwangslaufig zur ZellzerreiRung und somit zum Zelltod (LADILOV et a. 1995, LADILOV et
al. 1998, LADILOV, BALSER-SCHAFER €t a. 1999, LADILOV, HAFFNER €t a. 1999). In der
vorliegenden Untersuchung zeigte sich in durch anoxisches Preconditioning behandelten
Z€ellen in Gegenwart von Bisindolylmaleimid ein deutlicher Schutz gegen die Entwicklung
einer Hyperkontraktur; dieser Effekt konnte durch Cantharidin aufgehoben werden. Die
Behandlung von Zellen der Kontrollgruppen mit Bisindolylmaleimid oder Cantharidin
beeinfluRte die Hyperkontraktur nicht, was gegen einen unspezifischen Effekt der
Substanzen spricht.

In friheren Studien konnte eine Verlangerung der zytosolischen Azidose Uber den
Zeitpunkt der Reoxigenierung hinaus einer Reoxigenierungs-induzierten Hyperkontraktur
vorbeugen (LADILOV et a. 1995). Diese Beobachtung kann jedoch als Ursache fir die hier
beobachteten Effekte ausgeschlossen werden. Der zytosolische pH-Wert vor und wéahrend
der Reoxigenierung in der Kontrollgruppe und bel durch anoxisches Preconditioning
behandelten Zellen mit Bisindolylmaleimid oder mit Bisindolylmaleimid und Cantharidin

zeigte keinen Unterschied.

Ein Schutz gegen Reoxigenierungs-induzierte Hyperkontraktur kann Folge einer

verminderten Ca&*-Uberladung zum Beginn der Reoxigenierung sein. Ein enger
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Zusammenhang zwischen der endanoxischen Ca**-Uberladung und dem Ausmal der
Hyperkontraktur konnte kirzlich am selben Modell gezeigt werden (LADILOV, BALSER-
SCHAFER €t a. 1999, LADILOV, HAFFNER et a. 1999). In der vorliegenden Studie wurden
durch anoxisches Preconditioning mit bzw. ohne Bisindolylmaleimid die endanoxische
Ca**-Uberladung und die Hyperkontraktur gleichsinnig und etwa im selben Ausmai
vermindert. Die Behandlung mit Cantharidin hob bel durch anoxisches Preconditioning
behandelten Zellen sowohl die positiven Effekte auf die Ca?*-Uberladung als auch auf die
Hyperkontraktur auf. Dies weist darauf hin, dal3 der Schutz gegen Reoxigenierungs-
induzierte Hyperkontraktur in der Tat die Folge einer verminderten endanoxischen Ca?*-
Uberladung ist.

5.4 Vergleich mit Preconditioning am ganzen Herzen

In vidlen experimentellen Modellen wurde gezeigt, dal3 die durch Mediatoren
vermittelete Aktivierung von Proteinkinase C von groler Bedeutung fUr den durch
isché&misches Preconditioning erreichten Schutz des ganzen Herzens ist. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dal3 die pharmakologische Aktivierung von Proteinkinase C vor der
langanhaltenden Ischamie diesen Schutzmechanismus nachahmen kann (Y TREHUS et al.
1994, SPeECHLY-DIcK et al. 1994, MITCHELL et al. 1995). Ubereinstimmend mit diesen
Ergebnissen konnte erst kirzlich am gleichen Modell isolierter Kardiomyozyten gezeigt
werden, dald eine Aktivierung von Proteinkinase C durch Vorbehandlung mit 1,2-
Dioctanoylglycerol die Zellen gegen Reoxigenierungs-induzierte Hyperkontraktur schiitzt
(LADILOV €t al. 1998, LADILOV, BALSER-SCHAFER €t al. 1999). Um im gleichen Modell
isolierter Kardiomyozyten ischdmisches Preconditioning nachahmen zu kénnen, wurde der
langanhaltenden Anoxie eine 10mindtige anoxische Epsiode, gefolgt von einer
10mindtigen Reoxigenierung vorangestellt (vgl. auch Abb 3.3). Dieses anoxische
Preconditioning bot eine deutliche Protektion durch einen Mechanismus, welcher
unabhangig von einer Proteinkinase C -Aktivierung ist. Es konnte gezeigt werden, daf
dieser Protektion eine Aktivierung von Proteinphosphatasen zugrunde liegt. Es scheint, dal3
ischdmisches und anoxisches Preconditioning verschiedene protektive Mechanismen
aktivieren. Es ist noch nicht geklart, ob der Anoxie-Reoxigenierungs-Ubergang bei
ischdmischem Preconditioning ebenfalls in der Lage ist, diesen Proteinkinase C -
unabhangigen Mechanismus zu aktivieren. Es kann jedoch davon ausgegangen werden,
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daid dieser Mechanismus fir die paradoxe, Proteinkinase C -unabhangige Protektion des
ischdmischen Preconditionings in einigen Studien verantwortlich ist. (PRZYKLENK et al.
1995, MoOOLMAN et al. 1996, VAHLHAUS et al. 1996, SANDHU et a. 1997).
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6 Zusammenfassung

Bel Unterbrechung des koronaren Blutflusses entsteht ein Herzinfarkt. Frihzeitige
Reperfusion kann das Ausmald der ischamischen Myokardschadigung verringern.
Allerdings kann auch die Reperfusion selbst zum Gewebeschaden beitragen
(Reperfusionsschaden). Unter ischamischen Bedingungen kommt es zu einer zytosolischen
Akkumulation von H*, Na" und Ca&* in den Kardiomyozyten. Unter Reperfusions-
bedingungen konnen hohe zytosolische Ca?*-Konzentrationen eine Hyperkontraktur der
Zellen audosen. Ischamisch-reperfundiertes Myokard kann durch ischamisches
Preconditioning vor den erwdhnten Schaden geschitzt werden. Ischdmisches
Preconditioning bezeichnet das Vorschalten kurzer Ischdmieepisoden vor die anhaltende

Ischamie.

Ziel der Arbeit war, den Protektionsmechanismus eines Anoxie-Preconditioning-
Protokolls auf isolierte Herzmuskelzellen unter simulierter Ischémie-Reperfusion zu
untersuchen. Adulte Kardiomyozyten der Ratte wurden fuir 60 Minuten bei pH 6,4
anoxisch inkubiert (ssimulierte Ischamie) und dann fur 20 Minuten bei pH 7,4 reoxigeniert
(smulierte Reperfusion). Anoxisches Preconditioning wurde durch Vorschalten einer
10mindtigen Anoxiephase erreicht. Es verringerte die unter anhatender Anoxie
beobachtete Na'- und Ca?*-Akkumulation und die bei Reoxigenierung auftretende
Hyperkontraktur. Der Effekt des anoxischen Preconditioning war bei Hemmung der
Proteinkinase C verstérkt und wurde bei zusétzlicher Hemmung von Proteinphosphatasen
aufgehoben.

Die Ergebnisse weisen daraufhin, dal3 ein protektiver Effekt von anoxischem
Preconditioning durch Aktivierung bestimmter Proteinphosphatasen vermittelt wird und
durch Aktivierung bestimmter Isoformen der Proteinkinase C maskiert werden kann. Die
Ergebnisse zeigen, dal3 Proteinphosphatasen einen interessanten Angriffspunkt fir neue
Protektionsstrategien des ischdmisch-reperfundierten Myokards darstellen, z.B. in der
Therapie des Herzinfarktes oder in der Kardiochirurgie.
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7 Summary

Interruption of coronary perfusion leads to myocardial infarction. Early reperfusion
is able to reduce the degree of myocardial injury, but reperfusion itself can also contribute
to tissue damage (reperfusion-injury). Under ischemic conditions, a cytosolic accumulation
of H*, Na" und Ca®* develops in cardiomyocytes. Under conditions of reperfusion, high
levels of cytosolic Ca?* can trigger a hypercontracture of cells. Ischemic-reperfused
myocardium can be protected by ischemic preconditioning. Ischemic Preconditioning
means the exposure of cellsto brief ischemic episodes before sustained ischemia occurs.

The aim of this study was to investigate the protective mechanism of an anoxia-
preconditioning-protocol on isolated cardiomyocytes under simulated ischemia
reperfusion. Adult cardiomyocytes of the rat were incubated anoxically for 60 min at pH
6.4 (smulated ischemia) and thereafter reoxygenated for 20 min at pH 7.4 (simulated
reperfusion). Anoxic preconditioning was achieved by exposing cells to a preceding 10
min period of anoxia. This anoxic preconditioning attenuated Na'- and Ca’*-accumulation
under sustained anoxia and hypercontracture observed under reoxygenation. The effect of
anoxic preconditioning was augmented by inhibition of protein kinase C and abolished by

additional inhibition of protein phosphatases.

These results suggest that a protective effect of anoxic preconditioning is mediated
through activation of certain protein phosphatases and can be masked by activation of
certain protein kinase C -isoforms. The results of this study show that taking influence on
protein phosphatases is a promising approach to new protective strategies for ischemic-
reperfused myocardium, e.g. in the treatment of myocardia infarction or in cardiac
surgery.
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