Aus der Kilinik fur Anasthesiologie

der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Benedikt Pannen

Die Bedeutung des PKA-mKc,-Kanal-Signalweges beim
alterungsbedingten Wirkverlust kardioprotektiver

Interventionen

-Studie am Rattenherzen in vivo und proteinbiochemische Analysen-

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Martin Strothoff

2018



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der

Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

gez.:
Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Nikolaj Klocker
Erstgutachterin: Prof. Dr. rer. nat. Inge Bauer

Zweitgutachterin: Prof. Dr. Dr. rer. nat. Miriam Cortese-Krott



Meinen Eltern und meiner Frau gewidmet.



Teile dieser Arbeit wurden veroffentlicht:
Originalarbeit:

Heinen A., Strothoff M., Schmidt A., Stracke N., Behmenburg F., Bauer L.,
Hollmann M.W., Huhn R., (2014), Pharmacological options to protect the aged heart
from ischemia and reperfusion injury by targeting the PKA-BK¢, signaling pathway.
Experimental Gerontology (56) 99—105

Teile der Studie wurden gefordert durch die Forschungskommission der Medizinischen
Fakultit der HHU Diisseldorf (Anschubfinanzierung; ,,Verlust der Priakonditionierung
im Alter: Charakterisierung altersbedingter Veridnderungen der Proteinkinase A

Regulation®).



Zusammenfassung

Eine pharmakologische Prikonditionierung mit Forskolin, die iiber eine Steigerung der
Adenylatcyclaseaktivitit eine Proteinkinase-A (PKA) Aktivierung initiiert, fithrt bei alten
Ratten im Gegensatz zu jungen Tieren zu keiner Kardioprotektion. Demgegeniiber fiihrt eine
Aktivierung mitochondrialer kalziumabhingiger Kaliumkanile (mK¢,) mit NS1619 in jungen
wie in alten Versuchstieren zu einer Infarktgrofenreduktion. Vor diesem Hintergrund war es das
Ziel dieser Arbeit, den funktionellen Zusammenhang des Signalweges ,,PKA-mKc,-Kanal*
genauer aufzukldren und die Frage zu beantworten, ob die Ursache im alterungsbedingten
Wirkverlust kardioprotektiver Manahmen innerhalb jenes Signalweges zu finden ist.

Die Versuche wurden an einem in vivo Myokardinfarktmodell durchgefiihrt, bei welchem
Wistar-Ratten einer 25-miniitigen regionalen Myokardischimie mit einer 120-miniitigen
Reperfusion unterzogen wurden. In einer Dosisfindungsserie wurden die niedrigsten
kardioprotektiven Dosen von Forskolin und NS1619 bestimmt. Ein moglicher funktioneller
Zusammenhang von PKA und mKc,-Kanal wurde in einer weiteren Versuchsserie ermittelt, bei
welcher der Effekt einer pharmakologischen Inhibition des mK¢,-Kanals mit Iberiotoxin auf die
Forskolin-induzierte Kardioprotektion untersucht wurde. Des Weiteren wurde eine mogliche
Altersabhiingigkeit einer Kardioprotektion von Forskolin und NS1619 sowie eine
Altersabhingigkeit des Effekts von Forskolin auf die PKA-Aktivitit untersucht (22-24 Monate
alte Wistar-Ratten). Hierzu wurden cAMP-Spiegel mittels ELISA sowie der
Phosphorylierungsgrad von Phospholamban als Marker der PKA-Aktivitit nach
Forskolinapplikation mittels Western-Blot im Myokardgewebe bestimmt.

Durch Prikonditionierung mit NS1619 (10 pg/kg/min; NS10) und Forskolin (30 ug/kg, For30)
wurde bei den jungen Tieren eine signifikante Infarktgrolenreduktion erreicht (Kon: 64+7 %,
NS10: 4111 %, For30: 34+ 6 %, p<0,05, dargestellt als Mittelwert=Standardabweichung). Eine
gleichzeitige Gabe von Iberiotoxin (6 pg/kg/min; Ibtx) hob die Forskolin-induzierte
Prikonditionierung vollstindig auf (For30+Ibtx: 63+12 % vs Kon: 678 %, p>0,05). Bei den
alten Tieren fiihrte eine Pridkonditionierung mit NS1619 (10 ug/kg/min und 30 pg/kg/min)
ebenfalls zu einer effektiven Infarktreduktion (Kon: 566 %, NS10: 358 %, NS30: 377 %,
p<0,05). Forskolin (30 pg/kg und 100 pg/kg) konnte jedoch keine Kardioprotektion im alten
Myokard auslosen, auch nicht mit héherer Dosierung (For30: 51£10 %, For100: 5011 % vs
Kon). Die cAMP-Spiegel waren bei jungen wie alten Tieren dhnlich (jung: 4,3+0,4 pmol/mg
Protein, alt: 3,4+0,5 pmol/mg Protein) und stiegen nach Forskolinstimulation gleichermaf3en an
(For30 jung: 5,3+0,8 pmol/mg, For30 alt: 5,1+1,2 pmol/mg vs Kon, p<0,05). Phosphoryliertes
Phospholamban, als Mal} fiir die PKA-Aktivitit war basal (jung: 1,1+0,4, alt: 0,9+0,5) und
durch Forskolin gesteigert in jungen und alten Tieren auf vergleichbarem Niveau (For30 jung:
2,4+0,7, For30 alt: 2,4%1,3 vs Kon, p<0,05).

Die Ergebnisse zeigen, dass eine direkte mKc,-Kanalaktivierung eine Kardioprotektion in
jungen wie alten Tieren auslosen kann. Demgegeniiber reduziert eine Aktivierung der PKA,
welche dem mKc,-Kanal innerhalb der Signaltransduktion vorangeschaltet zu sein scheint,
lediglich bei den jungen Tieren die InfarktgroBe. Die molekularbiologischen Analysen deuten
jedoch daraufhin, dass kein altersabhidngiger Unterschied in der Funktion und Regulation der
PKA herrscht. Dieser im Alter zunehmende Wirkverlust scheint zwar innerhalb des
Signalweges zu liegen, jedoch muss dieser proximal des mKc,-Kanals und distal der PKA
lokalisiert sein. Aufgrund einer bestehenden Interaktion von Connexin43 und der PKA und
einer vermuteten Verbindung zu mitochondrialen Kaliumkanilen und deren Einfluss auf den
Kaliumeinstrom, konnte Connexin43 einen vielversprechenden Signalschritt darstellen. Zudem
gibt es Hinweise auf eine altersabhiingige Abnahme des mitochondrialen Connexin43-Gehaltes
und einen Einfluss von Cx43 auf Mechanismen der Prikonditionierung. Daher wurde die
vorliegende Untersuchung dahingehend erginzt und es konnte eine Abnahme der
mitochondrialen Cx43-Proteinexpression im Herz von alten Versuchstieren nachgewiesen
werden. Die funktionelle Bedeutung ist Gegenstand aktueller Untersuchungen.



Abstract

In contrast to young hearts, a phamacological preconditioning with the protein kinase A (PKA)
activator forskolin is lost in the aged heart. However, activation of mitochondrial Ca**-sensitive
potassium (mK,,) channels with NS1619 initiated cardioprotection also in the aged heart and
these channels act as a possible PKA downstream target. Thus, the aim of this study was to
investigate the functional connection of PKA and mKc, channels and whether the age-dependent
loss of cardioprotection is caused by differences in PKA regulation and signalling pathways of
PKA and mK¢, channels.

We used an in vivo rat model with regional myocardial ischemia and treated young (2-4 months)
and aged (22-24 months) Wistar rats with PKA activator forskolin, K¢, channel activator
NS1619 and/or K¢, channel blocker iberiotoxin for 10 min before ischemia. All animals
underwent 25 minutes regional ischemia followed by 120 minutes reperfusion. At the end of the
protocol the hearts were excised for infarct size measurement using TTC-staining. First we
performed a dose-response study of NS1619 and forskolin in young animals to determine the
lowest protective dose. Next, to investigate whether the mKc, channel is critically involved in
forskolin- and PKA-induced cardioprotection and a downstream target of PKA, young animals
received the lowest protective dose of forskolin in the presence or absence of the K¢, channel
blocker iberiotoxin. Based on the result obtained in the dose-response study in young animals
we tested the age-dependent effects of forskolin and NS1619 in the aged heart and measured the
infarct size. To assess the activation of PKA by forskolin in young and aged hearts, we
determined the myocardial cAMP levels by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and
analysed the expression of myocardial phosporylated phospholamban as a marker of PKA
activity after stimulation with forskolin.

NS1619 (10 pg/kg/min; NS10) and forskolin (30 pg/kg, For30) initiated cardioprotection in
young rat hearts (infarct size: NS10: 41+11 %, For30: 34+ 6 %, p<0,05 vs. Kon: 64£7%). In the
presence of iberiotoxin (6 pg/kg/min; Ibtx) the forskolin-induced effect was completely
abrogated (For30+Ibtx: 6312 % vs Kon: 67£8%, p>0,05). In the aged rat heart NS1619
(10pg/kg/min and 30ug/kg/min) reduced infarct size similar to young hearts (Kon: 56+6%,
NS10: 35%£8%, NS30: 37+7%, p<0,05). Although forskolin (30ug/kg and 100 pg/kg) had no
effect on infarct size in aged hearts (For30: 51+10%, For100: 50+11% vs Kon), forskolin
(30pg/kg) increased both cAMP levels and PKA activity in aged hearts to the same extent as in
young hearts.

These data show that a direct activation of mKc, channels by NS1619 initiates a
cardioprotection in young and aged rat hearts. In contrast to young hearts, a PKA activation
upstream of mKc, by forskolin shows no infarct size reduction in aged hearts. However the
results of cAMP levels and PKA activity suggest that age-related differences in PKA activity
and regulation are not the underlying reason for the age-related loss of forskolin-induced
cardioprotection. The underlying mechanism appears to be within this signaling pathway, most
likely localized between PKA and mKc, channels, so that mKc, channels are not directly
regulated by PKA. This possible step could be Connexin 43 (Cx43), because Cx43 is linked
with PKA and mKc,. Furthermore, evidence exists that Cx43 is involved in preconditioning
mechanisms and the myocardial content of Cx43 decreases with increasing age. We measured a
reduced Cx43 expression level in the mitochondrial fraction in cardiac tissue of aged rats,
suggesting that this could provide a mechanism of age-related loss of cardioprotection.
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1 Einleitung

1.1 Einfuhrung

Laut Gesundheitsbericht des Statistischen Bundesamtes aus dem Jahr 2015 ist die
mittlere Lebenserwartung bei Geburt in Deutschland seit Aufzeichnungsbeginn im Jahr
1871 kontinuierlich gestiegen [1]. Die Lebenserwartung hat sich alle zehn Jahre um
durchschnittlich drei Jahre erhoht, so dass man im Jahr 2060 mit einer Lebenserwartung
von iiber 89 Jahren bei Frauen und 85 Jahren bei Minnern rechnen kann [1]. Diese
gesteigerte Lebenszeit und eine seit 30 Jahren gesunkene Geburtenzahl fithren zu einer
verdnderten Altersstruktur der Gesellschaft [2]. Heute nimmt die Gruppe der 40- bis 50-
jahrigen den Hauptanteil der Bevolkerung ein, wohingegen es im Jahr 2060 die 70- bis

75-jahrigen sein werden [2].

Einhergehend mit dieser verdnderten Altersverteilung kommt es zu einer gesteigerten
Inzidenz und Privalenz chronischer Krankheiten. Hierzu zédhlt unter anderem die
koronare Herzkrankheit (KHK), welche der bedeutendste Risikofaktor des akuten
Myokardinfarktes ist [3-5]. Zusammen mit der Herzinsuffizienz sind der akute
Myokardinfarkt und die chronisch ischdmische Herzerkrankung die haufigsten
Todesursachen in Deutschland bei den iiber 65-Jdhrigen [2]. Dies bestitigen auch
Zahlen aus dem Jahr 2013, wonach 39,7% der Sterbefille auf Krankheiten des
Kreislaufsystems zuriickzufithren waren und die koronare Herzkrankheit mit 13,3% bei

den Frauen und 15,6% bei den Ménnern die hdufigste Todesursache darstellte [1].

In der Altersgruppe ab 65 Jahren ist anndhernd jeder vierte Sterbefall auf eine
Erkrankung des Herz-Kreislaufsystems zuriickzufithren [2]. Diesen Erkrankungen
kommt zudem eine enorme volkswirtschaftliche Bedeutung zu, da diese laut
Statistischem Bundesamt 21 % aller Krankheitskosten in der Altersgruppe ab 65 Jahren
im Jahr 2008 verursachten [2] und damit den gro3ten Kostenfaktor einnehmen [1]. Laut
Bundesamt wird anndhernd jeder siebte Euro im Gesundheitswesen fiir Herz-

Kreislauferkrankungen ausgegeben [1].

Auf Grund dieser epidemiologischen Bevolkerungsentwicklung ist zudem mit einer
Zunahme groBer operativer Eingriffe bei Patienten mit zahlreichen Vorerkrankungen zu

rechnen. Im Rahmen solcher Eingriffe zdhlen myokardiale Ischdmien zu den



bedeutendsten Risikofaktoren fiir eine erhohte Morbiditit und Mortalitdt [6, 7]. Diese
Ischdmien treten vor allem bei vorbestehender koronarer Herzerkrankung auf, deren
Erkrankungshéufigkeit im Alter stark zunimmt und bei den iiber 65-Jdhrigen einen

Anteil von 19,1 % bei den Frauen und 28,3 % bei den Ménnern besitzt [8].

Zusammenfassend ldsst sich vor diesem Hintergrund sagen, dass in einer alternden
Gesellschaft die gesteigerte Inzidenz des akuten Myokardinfarktes, dessen Morbiditét
und Mortalitit zudem im hoheren Lebensalter erhoht ist, eine enorme Herausforderung
an das Gesundheitssystem darstellt. Somit kommt der Entwicklung neuer
therapeutischer Strategien zur Minimierung der Folgeerscheinungen des akuten

Myokardinfarktes eine gro3e Bedeutung zu.

1.2 Pathophysiologie der Myokardischamie und

Reperfusion

Wihrend einer akuten Ischimie kommt es im betroffenen Myokardareal zu einem
Missverhiltnis zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf. Eine eventuell
bestehende koronare Herzkrankheit mit reduzierter oder bereits ausgeschopfter
Koronarreserve verschlechtert diese Situation zusitzlich, da eine Steigerung des

Sauerstoffangebotes nicht oder nur in unzureichendem Umfang moglich ist [9].

Wihrend der Ischimiephase miissen die Kardiomyozyten ihren Energiebedarf mit Hilfe
einer ATP-Bereitstellung durch anaerobe Glykolyse decken [10]. Uber diesen
Mechanismus  konnen  voriibergehend  energieabhingige  zellulire  Prozesse
aufrechterhalten werden. Verarmt die Zelle bei einer ldngerdauernden Ischidmie
zunehmend an intrazelluliren Energietrigern, kommt es zu gravierenden
Veridnderungen, wie Storungen im Elektrolythaushalt, der Ansammlung von
Endprodukten des anaeroben Stoffwechsels und Anderungen des Membranpotenzials.
Anorganisches Phosphat [11], als auch Laktat sammeln sich an [10] und der pH-Wert
fallt [11, 12]. Des Weiteren zeigen sich ischdmietypische Verdnderungen der ST-
Strecke im EKG und es kann zu Einschrinkungen der kardialen Pumpfunktion sowie zu
Arrhythmien kommen [9]. Die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species, ROS), die Aktivierung von Proteasen und Lipasen, sowie die

Entstehung eines intrazelluliren Odems fithren zu Schidden an verschiedenen
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Zellorganellen und am Sarkolemm [10]. Ein weiterer wichtiger Faktor bei der
Entstehung des kardialen Ischimieschadens ist eine iibermiBige Ca**-Uberladung der
Zelle [13]. Aufgrund des zelluliren Energiemangels wird die sarkolemmale Na'/K'-
ATPase gehemmt [14]. Der hieraus resultierende Anstieg der intrazelluldren
Natriumkonzentration fiihrt zu einer entgegengesetzten Aktivierung des Na'/Ca®"-
Austauschers, wodurch es zu einem iiberméfigen Ca**-Einstrom in die Zelle kommt
[14-16]. Diese Ca**-Uberladung fiihrt zu einer Gefihrdung der Zelle, da sie den
kontraktilen Apparat sowie Proteasen und Lipasen aktivieren kann [15]. Auf Grund der
Azidose sind diese Prozesse wihrend der Ischimiephase, im Sinne eines Schutzes, noch

verlangsamt [15, 17].

Bei Wiedereroffnen der verschlossenen Koronararterie fiihrt die Reperfusion des
Myokards zu einem weiteren Gewebeschaden, dem Reperfusionsschaden [18, 19].
Hierbei verursacht die plotzliche Wiederherstellung der Sauerstoffversorgung eine
weitere Bildung von ROS [20]. Zusammen mit dem angereicherten Kalzium und der
schnellen Normalisierung des pH-Werts wird ein Milieu geschaffen, in dem sich
Mikroporen in der mitochondrialen Membran (mitochondrial permeability transition
pore, mPTP) 6ffnen [20-22]. Wihrend der Ischéimie hat der niedrige pH diese Offnung
noch verhindert [23]. Die Folgen dieser mPTP-Offnung sind ein Verlust des
mitochondrialen Membranpotenzials [24, 25], eine Unterbrechung der mitochondrialen
ATP-Synthese [25], eine Schwellung der Mitochondrien [24, 25], sowie eine mogliche
Einleitung von Apoptosevorgidngen durch Freisetzung von Cytochrom C [20, 23].
Letztendlich verursachen diese Prozesse einen Zelluntergang und die mPTP scheint die
zentrale Rolle im Ablauf des Reperfusionsschadens zu spielen [23]. Eine Nekrose wird
zudem auch wihrend der Reperfusion durch eine Hyperkontraktur mit konsekutiven
Einrissen im Sarkolemm ausgelost [15]. Ursdchlich fiir die kardiomyozytire
Hyperkontraktur scheint eine iiberméfige Ca2+—getriggerte Aktivierung des kontraktilen
Apparates im reperfundierten Myokard zu sein [15, 26], als auch ein zu lang
andauernder niedriger ATP-Spiegel wihrend der Reperfusion, der zur sogenannten
Hyperkontraktur vom Rigor-Typ fiihrt [19]. Ein ATP-Mangel kann durch eine
Schéadigung der Mitochondrien bereits wihrend der Ischdmie verursacht werden oder
durch C)ffnung der mitochondrialen Permeabilitits-Transition-Poren, die eine oxidative
Phosphorylierung verhindern [15]. Zum einen fiithrt die mechanische Kraft zur

Schidigung von Nachbarzellen und damit zur weiteren Ausbreitung der



Gewebeschiddigung, zum anderen sind die Zellen iiber Gap junctions an den
Glanzstreifen elektrochemisch gekoppelt, so dass auch in anderen Zellen Kontrakturen
ausgelost werden konnen [15]. Es entstehen somit durch die Reperfusion
Kontraktionsbandnekrosen entlang dieser zelluldren Ausbreitung, erkennbar durch

Aneinanderreihung toter Kardiomyozyten [15, 27].

Somit sorgt sowohl die Ischamie als auch die nachfolgende Reperfusion fiir einen
Verlust von funktionsfihigen Kardiomyozyten. Doch es existiert ein endogener
Schutzmechanismus, der durch Prikonditionierung zu einem Schutz gegen den
Ischimie-Reperfusionsschaden (IR-Schaden) im Myokard fiihrt und somit eine

verminderte Anzahl an Kardiomyozyten in diesen Phasen untergeht.

1.3 Kardioprotektion durch Prakonditionierung

Im Jahre 1986 berichteten Murry et al., dass kurze Episoden nicht-letaler
Myokardischimien die Toleranz des Myokards gegeniiber einer folgenden, lidnger
anhaltenden Ischimie steigern [28]. Die Autoren konnten an narkotisierten Hunden
zeigen, dass die Herzen, welche vier Zyklen kurzer myokardialer IR-Phasen unterzogen
wurden, ein reduziertes InfarktausmaBl nach einer nachfolgenden lidngeren
Ischdmiephase aufwiesen als die Tiere der Kontrollgruppe, welche nur der lingeren
Myokardischdmie unterzogen wurden. Hierbei sank der prozentuale Anteil des Infarktes
am Risikogebiet, d.h. des Ischdmie unterzogenen Areals, von durchschnittlich 29,4 %
auf 7,3 % [28]. Dieses Phidnomen wurde als ischdmische Prikonditionierung (IPC)
bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, dass die IPC, neben einer Reduktion der
Infarktausdehnung auch zu einer Verringerung des postischdmischen zelluldren

Schadens fiihrt, sowohl auf funktioneller als auch auf struktureller Ebene [29].

Mittlerweile wurden die kardioprotektiven Effekte der IPC bei vielen anderen Spezies
beschrieben und bestitigt [29-31]. Untersuchungen von Yellon et al. wiesen bereits im
Jahr 1993 darauf hin, dass eine ischdmische Prikonditionierung und Kardioprotektion
im menschlichen Myokard in der koronaren Bypasschirurgie messbar ist [30]. Auch in
einer Arbeit von Abete et al. konnte ein signifikanter Riickgang in den
Surrogatparametern Tod, Herzinsuffizienz und Schock bei den Patienten mit

Myokardinfarkt beobachtet werden, die eine prodromale Angina pectoris-Symptomatik



in den letzten 48 Stunden vor dem Infarktereignis aufwiesen [32]. Seither haben sich
viele Arbeiten mit dem Einfluss einer Angina pectoris als mogliche Prikonditionierung
vor einem Myokardinfarkt beschéftigt [33] und es scheinen verschiedene Faktoren fiir
das klinische Outcome nach Infarktereignis eine Rolle zu spielen. So konnten
vorangegangene Angina pectoris-Episoden fir die Bildung von kollateralen
Koronargefden wichtig sein [34] und so eine besser erhaltene linksventrikulire
Auswurffraktion nach Infarkt bedingen [35]. Muller et al. stellten 1990 fest, dass
Patienten mit vorangegangen Angina  pectoris-Beschwerden bei einem
Myokardinfarktereignis weniger Re-Verschliisse nach Thrombolyse und eine geringe
Reduzierung der Mortalitidt aufweisen [36]. Ob die reduzierte Mortalitdt allerdings
durch die gesteigerte Bildung von Kollateralgefilen hervorgerufen wird, wird
kontrovers diskutiert [37, 38]. So kommen auch andere Griinde wie die antiangindse
Medikation oder Unterschiede im angeborenen Fibrinolysesystem fiir die verbesserte
Myokardfunktion in Frage [36]. Denkbar ist eben auch eine prikonditionierende
Wirkung der vorangehenden Angina pectoris-Symptomatik [36] im Sinne einer
ischamischen Prikonditionierung, wie es auch von anderen Autoren gesehen wird [34,
39, 40]. Letztendlich ist nicht geklért, welche der genannten Faktoren zu welchem
Ausmall zur Funktionsverbesserung des linken Ventrikels nach Myokardinfarkt

beitragen.

Neben einem ischdmischen Stimulus ist es ebenfalls moglich, die Signaltransduktion
der Kardioprotektion durch Pharmaka zu aktivieren. Eine pharmakologische
Prikonditionierung ist unter anderem fiir volatile Anisthetika wie Isofluran [31],
Sevofluran [41] und Desfluran [42], aber auch fiir Xenon [43] und Helium [44, 45]
beschrieben worden. Dazu kommen verschiedene Pharmaka, die einzelne Komponenten
einer potentiell kardioprotektiven Signalkaskade aktivieren und dadurch eine
InfarktgroBenreduktion auslosen konnen [46]. Die genauen Signalwege, welche einer
Kardioprotektion durch Prikonditionierung zu Grunde liegen, sind allerdings bisher
nicht vollstindig verstanden. Der Hauptmechanismus fiir den Zelltod nach Ischdmie mit
Reperfusion scheint die Offnung der bereits beschriebenen mPTP zu sein [47]. Eine
Regulation der mitochondrialen Funktion scheint zu einer verzogerten Offnung der
mitochondrialen Permeabilititspore (mPTP) zu fithren und dadurch die Entstehung

eines Zellunterganges zu verzogern [47]. Dies bestitigt auch die Erkenntnis, dass



Cyclosporin A kardioprotektiv wirkt [48], indem es die Offnung der mPTP verhindert
[49].

Aufgrund dieser scheinbaren Schliisselposition und Bedeutung der mPTP im Rahmen
von IR-Ereignissen und Kardioprotektion wird diese mitochondriale Pore néher

beschrieben.

1.4 Mitochondriale Permeabilitatspore

Die innere Mitochondrienmembran enthilt unter anderem die Komplexe der
Atmungskette und oxidativen Phosphorylierung, sowie verschiedene Transportsysteme
[50]. Unter physiologischen Bedingungen ist die innere Mitochondrienmembran aufler
fiir ausgewihlte Metaboliten und Ionen undurchlidssig [23]. Dadurch kann das
mitochondriale Membranpotenzial, welches iiberwiegend durch einen H'-Gradienten
bedingt wird und die treibende Kraft der ATP-Synthese darstellt, aufrechterhalten
werden. Eine Veridnderung der Membrandurchlissigkeit hétte erhebliche Folgen fiir die
zelluldire Homoostase, da die Energiebereitstellung fiir essenzielle zelluldre Prozesse
zusammenbrechen wiirde. Die mPTP stellt eine unspezifische Membranpore dar, deren
Offnung die Barriere fiir Protonen 16st, die oxidative Phosphorylierung entkoppelt [25]
und die Rolle der Mitochondrien sich somit von der ATP-Bereitstellung zum Vermittler

des Zelltodes verdandert [51].

Der genaue molekulare Aufbau der mPTP ist trotz intensiver Forschung nicht
vollstandig gesichert. Es wurden verschiedene Proteine postuliert, die eine
entscheidende Komponente der mPTP sein konnten oder deren Regulation beeinflussen.
Zunichst schien eine mogliche Komponente die Adenin-Nukleotid-Translokase
(ADP/ATP-Translokase, ANT) zu sein, bis die Daten von Kokoszka et al. fiir die ANT
nur einen modulierenden Einfluss auf die Offnung der mPTP zeigen konnten [52]. Auch
der spannungsabhingige Anionenkanal (VDAC) wurde als Komponente an der duleren
Mitochondrienmembran beschrieben [53], unter der Vorstellung der Interaktion mit der
ANT an der inneren Mitochondrienmembran [54]. Baines et al. zeigten jedoch, dass
auch in VDAC-defizienten Miusen eine unverinderte mPTP-Offnung méglich ist [55].
Somit scheint auch VDAC keine essenzielle Kompenente der mPTP zu sein. Dies

wurde mittlerweile auch fiir den mitochondrialen Phosphat-Transporter (PiC) gezeigt,



der auch lediglich einen modulierenden Einfluss auf die mPTP besitzt [56]. Im
Gegensatz dazu ist Cyclophilin-D in den Mitochondrien eine wichtige regulatorische
Komponente der mPTP [57, 58] und neueste Erkenntnisse zeigen, dass die c-
Untereinheit der Fy-ATP-Synthase zum einen die entscheidende Poren-Komponente der
mPTP bildet [59], als auch fiir die Ca’*-induzierte mPTP—Offnung erforderlich ist [60].
Diese molekulare Identitit muss jedoch noch in weiteren Studien untersucht und

bestétigt werden.

Eine Offnung der mPTP wird durch zellulire Bedingungen getriggert, welche
insbesondere in der frithen Reperfusionsphase nach einer myokardialen Ischimie
vorkommen. Hierzu zihlen eine mitochondriale Ca**-Uberladung [61], oxidativer Stress
[21], ATP-Mangel [61], erhohte Phosphat-Konzentration [21] und ansteigender pH-
Wert [20]. Bei einer Offnung der mPTP konnen kleine geloste Molekiile ungehindert
die innere Membran iliberwinden und die Zelle kann den ATP-Spiegel nicht aufrecht
erhalten [25]. Letztendlich bestimmen das AusmaB und die Dauer der mPTP-Offnung
die zelluldren Folgen [23, 24]. Bei einer kurzen mPTP-Offnung ist es moglich, dass sich
die Zelle erholt und der entstandene Schaden reversibel ist [23]. Demgegeniiber fiihren
linger andauernde oder ausgeprigte mPTP-Offnungen zu einem nekrotischen oder
apoptotischen Zelluntergang. So kann es bei einer mPTP-Offnung zu einem
osmotischen Gradienten {iber der Mitochondrienmembran mit einer daraus
resultierenden Schwellung der Mitochondrien kommen [23]. Die Entfaltung der
Christae der inneren Membran erlaubt den Mitochondrien sich zu vergroern ohne
einzureiBen. Die duBere Membran jedoch kann auf Grund der Schwellung leicht
zerreiBen und proapoptotische Faktoren wie Cytochrom C werden aus dem
Intermembranraum freigesetzt [23]. Caspasen werden aktiviert und es findet eine
proteolytische Spaltung wichtiger Proteine statt, die unter anderem fiir das Zytoskelett,
die Plasmamembran und den Zellkern verantwortlich sind [23, 62, 63]. Sollte sich nun
die mPTP ausreichend zur Cytochom C-Freisetzung 6ffnen, aber darauf erneut wieder
schlieBen, so dass die ATP-Bereitstellung wieder hergestellt werden kann, geht die
Zelle in die Apoptose [23], da diese im Gegensatz zur Nekrose ATP benoétigt [62, 63].
Bleibt die mPTP-Offnung hingegen bestehen und die ATP-Bereitstellung ist nicht
ausreichend, geht die Zelle nekrotisch unter [23]. Im Rahmen eines Myokardinfarktes

kommt es sowohl zu nekrotischem als auch apoptotischem Zelluntergang, wobei im



Zentrum des Infarktes Zellen eher nekrotisch untergehen, wohingegen im Randgebiet

des Infarktes dem apoptotischen Zelluntergang eine grofSere Bedeutung zukommt [23].

Die mPTP iibernimmt eine wichtige Rolle in der mitochondrialen Funktion und dadurch
im Zellzyklus. Im Folgenden soll erldutert werden, welche Bedeutung diese Pore in der

Signalkaskade der Priakonditionierung einnehmen kann.

1.5 Signalkaskade mKc¢,-Kanal und Proteinkinase A

Es konnte gezeigt werden, dass eine Regulation der mitochondrialen Funktion durch
eine Aktivierung von Kaliumkanédlen in der inneren Mitochondrienmembran einen
Zellschaden vermindern kann und eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion der
Prikonditionierung einnimmt [64-66]. Vor allem ATP-abhingige Kaliumkanile
(mKatp) werden als wichtige Vermittler beim Schutz gegen Apoptose und Nekrose
nach Ischimie beschrieben [67, 68]. Eine Offnung von Kaliumkanilen fiihrt zu einem
erhohten Einstrom von Kalium in die Mitochondrienmatrix mit der Folge einer
Beeinflussung des mitochondrialen Matrixvolumens sowie der Atmungskettenaktivitit,
worin entscheidende Schritte in der Signalkaskade der Prikonditionierung gesehen
werden [22]. Neben diesen ATP-abhingigen Kanilen wiesen Xu et al. erstmals eine
weitere Klasse kardialer, mitochondrialer Kaliumkanile nach, die kalziumabhéngigen
Kaliumkanile (mKc,) [69]. Die Autoren demonstrierten die kardioprotektive Potenz der
mKc,-Kanidle durch Verwendung des Kc,-Kanalaktivators NS1619, welcher eine

InfarktgroBBenreduktion initiierte [69].

Eine pharmakologische Offnung der mPTP mit Atractylosid hebt eine Kardioprotektion
durch NS1619-induzierte mKc,-Kanal6ffnung auf [65]. Dies deutet auf einen
funktionellen Zusammenhang zwischen der Offnung mitochondrialer Kaliumkanile und
der mPTP hin. Cyclosporin A blockiert die mPTP-Offnung und wirkt dadurch
kardioprotektiv [70]. Cao et al. konnten in diesem Kontext zeigen, dass eine
Vorbehandlung mit Paxillin, einem Kc,-Kanal-Blocker, die kardioprotektive Wirkung
von Cyclosporin A nicht authebt [65]. Dies deutet daraufhin, dass der mKc,-Kanal
proximal der mPTP in der Signalkaskade liegen muss [65]. Bisher ist nur unvollstdndig
verstanden, iiber welche Mechanismen eine mKc,-Kanaloffnung zu einer reduzierten

mPTP-Offnung und somit zu einem reduzierten Zelluntergang fiihrt. Heinen et al.

8



zeigten in isolierten Mitochondrien, dass eine Offnung von mKc,-Kanélen iiber eine
Steigerung des mitochondrialen O,-Verbrauchs zu einer gesteigerten mitochondrialen
ROS-Freisetzung fiihrt, worin ein Triggersignal protektiver Signalschritte gesehen wird
[71]. Es wird angenommen, dass iiber dieses mitochondriale ROS-Triggersignal eine
Signalkaskade angestolen wird, welche letztendlich zu einer reduzierten zelluldren
Ca2+—Uberladung und einer Reduktion der massivem ROS-Freisetzung wihrend der
spiten Ischimie- und friihen Reperfusionsphase fiihrt [71]. Uber diesen Mechanismus
wiirde eine mKc,-Kanalaktivierung, welche im Rahmen von
Konditionierungsinterventionen initiiert wurde, zu einer reduzierten Offnung der mPTP
und somit zu einer Reduktion des Infarktschadens fithren [71]. Denn sowohl die
Regulation des mitochondrialen Ca**-Gehaltes, als auch das AusmaB der ROS-
Produktion sorgen dafiir, dass die mPTP geschlossen bleibt und beide Parameter

scheinen durch den mKc,-Kanal beeinflussbar [72].

Allerdings sind die genauen Mechanismen, iiber welchen mKc,-Kanéle im Rahmen von
Prikonditionierungsinterventionen aktiviert werden, ebenfalls nicht vollstindig geklart.
Es existieren Ergebnisse, die zeigen, dass eine gesteigerte mKc,-Kanaloffnung durch
eine pharmakologische Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) initiiert werden kann,
was auf eine potentielle Bedeutung der PKA als proximaler Aktivator des mKc,-Kanals

hindeutet [66, 73].

Die PKA ist vor allem an der Regulation des Energiestoffwechsels, aber auch an der
Kontrolle von Ionenkanilen, intrazelluldrer Transporte oder der Immunantwort beteiligt
[74], also an einer Vielzahl unterschiedlichster zelluldrer Prozesse. Erstmals wurde sie
von Walsh et. al. 1968 aufgereinigt und als ein wichtiger Regulator identifiziert [75].
Die PKA st ein Zielprotein des second messengers c¢AMP (cyclisches
Adenosinmonophosphat) [74]. Dieser second messenger wird durch die
Adenylatcyclase (AC) gebildet, welche wiederum durch G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren reguliert wird [76].

Es gibt Hinweise, dass der PKA eine kardioprotektive Bedeutung zukommt. So wies
z.B. die Arbeitsgruppe um Sanada kardioprotektive Effekte eines Phosphodiesterase 111
(PDE-III)-Hemmers und eines cAMP-Analogons, d.h. allesamt Substanzen, welche die
PKA zu aktivieren vermogen, nach [77]. Des Weiteren beschreibt Lochner et. al., dass

eine ischdmische Pridkonditionierung zu einem Anstieg des zelluldiren cAMP-Spiegels



fiihrt, was auf eine Bedeutung der PKA im Rahmen der ischdmischen
Prikonditionierung hindeuten konnte [78]. Dies bestitigen auch Tong et al., indem sie
einen kardioprotektiven Effekt durch Aktivierung G-Protein-gekoppelter [-
Adrenorezeptoren feststellen, der bei einer Blockade der PKA ausbleibt [79].

Der molekulare Aufbau mitochondrialer Kc,-Kanidle wurde zuletzt zunehmend
aufgeklirt. Kc,-Kandle bestehen aus vier alpha-Untereinheiten, die die Kanalpore bilden
und durch das Kcnmal-Gen codiert werden [80]. Dieses weist 27 Exons auf, die durch
alternatives Splicen Funktion und Verteilung beeinflussen [80]. Weitere beta-
Untereinheiten nehmen eine regulatorische Funktion ein und sind gewebespezifisch
[72, 81-84]. Diese besitzen jeweils mogliche Phosphorylierungsstellen fiir die PKA
[83]. Singh et al. konnten zeigen, dass Kc,-Kanile der Kardiomyozyten eine Splice-
Variante am C-Terminus aufweisen und damit eine Lokalisierung an den Mitochondrien
verkniipft ist [81]. Zudem sind zusétzliche Proteine identifiziert worden, die als gamma-
Untereinheiten bezeichnet werden und ebenfalls die Funktion des Kanals beeinflussen
[80, 85]. Es konnten bisher keine Kc,-Kanidle am Sarkolemm der Kardiomyoyzten

nachgewiesen werden, sondern ausschlieBlich mitochondriale K¢,-Kanile [80, 81].

Einen funktionellen Zusammenhang von mK¢, und PKA zeigen die Daten, die Sato et
al. vortragen [66]. Die mKc,-Aktivitit wurde anhand einer Flavoprotein-Oxidation
gemessen, die durch NS1619 initiiert wurde. Diese Oxidation konnte in gleichem Malle
sowohl durch das zellpermeable cAMP-Analogon 8Br-cAMP, als auch durch den PKA-
Aktivator Forskolin gesteigert werden [66]. In dhnlicher Weise zeigt sich ebenfalls der
funktionelle Zusammenhang darin, dass ein kardioprotektiver Effekt durch
Adrenomedullin (ADM) via cAMP als second messenger durch Paxillin (Kc,-Kanal-
Blocker) und KT5720 (PKA-Inhibitor) aufgehoben wird [73].

Zusammenfassend deuten diese Daten darauf hin, dass eine Priakonditionierung iiber die
PKA zu einer Offnung von mKc,-Kanélen fiihrt (s. Abb. 1). Diese mK¢,-Kanal6ffnung
bedingt iiber eine Regulation der mitochondrialen Funktion eine reduzierte Offnung der
mPTP und somit eine Reduktion des myokardialen Zellschadens. Es gibt jedoch
Hinweise darauf, dass dieser Signalweg einem alterungsbedingten Wirkverlust

unterlegen ist, der im nichsten Abschnitt genauer erldutert wird.
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PKA-mK_.-Ka nal-Signalweg

AC = cAMP 4 "[PKA 1 ] '»[cha-KanaI A ] =» mPTP | ™ Kardioprotektion

Abb. 1: PKA-mKc,-Kanal-Signalweg

Dargestellt ist der mogliche Signaltransduktionsweg einer Kardioprotektion. AC=Adenylatcyclase,
cAMP=cyclisches Adenosinmonophosphat, PKA=Proteinkinase A, mKc,-Kanal=mitochondrialer

Kalzium-abhingiger Kaliumkanal, mPTP=mitochondriale Permeabilitéitspore

Adenylatcyclase (AC) erzeugt cAMP aus ATP. cAMP aktiviert die PKA. PKA-Aktivierung fiihrt zu einer
vermehrten Offnung von mKc,-Kanilen, die wiederum die Offnungswahrscheinlichkeit von mPTP

verringern, wodurch letztendlich eine Kardioprotektion ausgelost wird.

1.6 Alterungsbedingter Wirkverlust kardioprotektiver

Interventionen

Vor dem Hintergrund der demographischen Entwicklung kommt der Behandlung von
Patienten, die immer ilter werden, ein Reihe von Komorbidititen und somit auch ein
erhohtes Risiko fiir ischdmische Ereignisse aufweisen, eine immer grofere Bedeutung
zu. Dabei ist nicht nur die Privalenz, sondern auch die Mortalitit ischdmischer
kardiovaskuldrer Erkrankungen im steigenden Alter erhoht [86]. Ein Grund konnte
darin liegen, dass der protektive Effekt einer Prikonditionierung im alten Herzen
reduziert ist [86-88] und somit die Widerstandskraft des Herzens auf schiddigende
Ereignisse wie Ischamie und Reperfusion erniedrigt ist [87]. Kardiomyozyten und auch
der Mechanismus der Prikonditionierung sind neben den Altersverdnderungen
mutmaBlich verschiedenen Einflussfaktoren ausgesetzt. Darunter fallen unter anderem
das Geschlecht [89], Komorbiditit, wie beispielsweise Diabetes mellitus [66, 90], oder
auch eingenommene Medikamente [91], die einen Einfluss auf kardiomyozytire

Funktionen oder Signalwege haben konnten.

Gealterte Kardiomyozyten besitzen eine erniedrigte Toleranz gegeniiber Ischdmie- [92]

und Reperfusionschiden [93]. Zudem ist das Ausmal} des protektiven Effektes einer
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ischdmischen Prikonditionierung im hoheren Lebensalter reduziert bzw. aufgehoben
[94]. Somit besitzen iltere Patienten, die eigentlich den groBten Nutzen einer
Kardioprotektion hitten, geringere Mdoglichkeiten eines endogenen Schutzes. Nicht nur
im Tiermodell [92, 95], sondern auch im Rahmen klinischer Studien [96] konnte dieser
Wirkverlust kardioprotektiver Mafnahmen festgestellt werden. Lee et al. zeigten im
Rahmen der koronaren Angiographie, dass bei Patienten, die idlter als 65 Jahre waren,
im Gegensatz zu Patienten unter 55 Jahren, die kardioprotektive Wirkung ischdmischer
Prikonditionierung aufgehoben ist [96]. Als Surrogatendpunkte dienten ST-Hebungen
im EKG und Laktat-Messungen. Lediglich eine Steigerung des prikonditionierenden
Reizes zeigte hier eine mogliche Kardioprotektion und deutet darauf hin, dass
moglicherweise die Reizschwelle zur Auslosung einer Protektion im ilteren Herzen
erhoht ist [96]. Im Laufe der Zeit konnte bei verschiedenen klinischen Studien dieser
Wirkverlust der Prikonditionierung beobachtet werden. Sei es im Rahmen koronarer
Bypass-Operationen [97] oder auch bei der Feststellung, dass eine prodromale Angina
pectoris im Alter nicht in dem MaBe protektiv wirkt, wie es bei jiingeren Patienten

messbar ist [32].

Obwohl der altersbedingte Verlust der protektiven Potenz kardioprotektiver
Interventionen vielfach beschrieben ist, sind die zu Grunde liegenden molekularen
Mechanismen nicht vollkommen aufgeklidrt. FEine mogliche Ursache des
alterungsabhingigen Wirkverlustes einer Kardioprotektion konnte im mKgc,-Kanal
sowie im vorgeschalteten Signalweg zu sehen sein. So konnte unsere Arbeitsgruppe
zeigen, dass eine Prikonditionierung mittels Helium in jungen Ratten (2-4 Monate) zu
einer mKc,-Kanal-vermittelten InfarktgroBenreduktion fiihrte, wohingegen bei alten
Ratten (20-24 Monate) keine protektive Wirkung nachweisbar war [45]. Weiterhin
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Helium in den jungen Tieren eine
geringgradige Entkopplung des mitochondrialen O,-Verbrauches und oxidativer
Phosphorylierung induziert, in alten Tieren aber keinen Effekt auf die mitochondriale
Funktion hat [45]. Hieraus zogen wir den Schluss, dass der alterungsbedingte
Wirkverlust durch Verdnderungen in der Aktivierung des mKc,-Kanals oder dessen
proximalem Signalweg begriindet sein konnte. Ein moglicher proximaler Aktivator des
mKc,-Kanals ist die PKA [66, 73]. Im Jahr 2012 zeigten Huhn et. al., dass die PKA im
Rahmen der Signaltransduktionskaskade der Helium-induzierten Prikonditionierung

von zentraler Bedeutung ist [98]. So lie sich die Helium-induzierte und auch die
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Forskolin-induzierte InfarktgroBenreduktion durch eine PKA-Inhibition mit dem
Pharmakon H-89 vollstindig autheben [98]. Zusammen mit den Daten von Sato et. al.,
dass eine NS1619-induzierte mKc,-Kanal-Aktivitidt durch Forskolin (indirekter PKA-
Aktivator) noch weiter gesteigert werden kann [66], ldsst dies auf einen mdoglichen
Zusammenhang von PKA und mKc,-Kanal schlieBen. In der Arbeit von Huhn et. al.
hatte interessanterweise Forskolin im Gegensatz zu jungen Tieren in alten Tieren keinen
Einfluss auf die Infarktgrole [98]. Des Weiteren steigerte Forskolin in jungen und alten
Tieren den cAMP-Spiegel zwar gleichermaBlen, im Gegensatz zu den jungen Tieren war
in den alten Tieren jedoch keine begleitende Steigerung der PKA-Aktivitit nachweisbar
[98]. NS1619, als mKc,-Kanal-Agonist, konnte hingegen bei den jungen und alten

Tieren einen kardioprotektiven Effekt auslosen [98].

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Ursache des
Wirkverlustes einer Prikonditionierung in einer alterungsbedingten Verdnderung der
PKA-Regulation zu sehen sein konnte. Diese Annahme wird dadurch untermauert, dass
eine direkte Aktivierung des mKc,-Kanals mittels NS1619, welcher im moglichen
Signalweg der PKA nachgeschaltet ist, in jungen wie in alten Versuchstieren eine

dquivalente InfarktgroBenreduktion auslost [98].

Die bisherigen Erkenntnisse konnen folgendermaB3en zusammengefasst werden:

- Die Prikonditionierung ist einem altersabhéngigen Wirkverlust unterlegen, der
moglicherweise in dem Signalweg der mKc,-Kanal-Aktivierung zu finden ist

[45].

- Der protektive Effekt einer Prikonditionierung wird vermutlich iiber eine PKA-

regulierte mKc,-Kanalaktivierung vermittelt [42, 66, 98].

- Eine Aktivierung der PKA mit Forskolin zeigt einen altersabhingigen

Wirkverlust der Kardioprotektion [98].

- Eine direkte pharmakologische mKc,-Kanalaktivierung mit NS1619 fiihrt bei
jungen wie bei alten Versuchstieren zu einer dhnlichen, signifikanten

InfarktgroBenreduktion [98].
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1.7 Ziele der Arbeit

Vor diesem Hintergrund war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, die folgenden Fragen

zu beantworten:

(1) Unterliegen die protektiven Effekte von Forskolin und NS1619 einer
Dosisabhédngigkeit?

(2) Wird der kardioprotektive Effekt einer PKA-Aktivierung iliber eine mKc,-

Kanaloffnung vermittelt?

(3) Unterliegt die Regulation der PKA alterungsbedingten Verdnderungen und ist
damit ein Wirkverlust kardioprotektiver Effekte im steigenden Alter zu

erklidren?

(4) Im Verlauf der Untersuchung hat sich die weitergehende Fragestellung ergeben,
ob ein alterungsbedingter Wirkverlust durch den Einfluss von Connexin43 im

PKA-mKc,-Kanal-Signalweg zu erkldren wire?
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Abb. 2: Moglicher Signaltransduktionsweg der Kardioprotektion

Der grau hinterlegte Abschnitt soll den Bereich andeuten, der moglicherweise fiir den altersabhéngigen
Wirkverlust kardioprotektiver MaBnahmen verantwortlich sein kann. PKA=Proteinkinase A, mKc,-
Kanal=mitochondrialer kalziumabhingiger Kaliumkanal, Cx43=Connexin43, mPTP=mitochondriale

Permeabilitédtspore

Diese Fragen sollten mit Hilfe einer in vivo Studie am Rattenherz untersucht werden.
Zunidchst sollte eine Dosisfindungsstudie zur Ermittlung der niedrigsten protektiven
Dosis von Forskolin und NS1619 durchgefiihrt werden. Eine Blockade des mKc,-
Kanals durch Iberiotoxin sollte aufkldren, ob der kardioprotektive Effekt einer PKA-
Aktivierung iiber den mKc,-Kanal vermittelt wird. Mit Hilfe der ermittelten Dosen
sollte die Kardioprotektion im alten Herzen in vivo untersucht werden und ein
altersbedingter Wirkverlust innerhalb des Signalweges durch proteinbiochemische

Analysen genauer aufgeschliisselt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von der Firma Merck Eurolab GmbH,
(Darmstadt), Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen), Abcam plc. (Cambridge,
Vereinigtes Konigreich), Carl Roth GmbH/Co.KG (Karlsruhe) und der Apotheke des

Universititsklinikums Diisseldorf erworben, wenn es nicht anders angegeben wurde.
Pentobarbital (16 g/100 ml; Merial GmbH, Hallbergmoos)

NS1619 (Abcam plc., Cambridge, Vereinigtes Konigreich)

Forskolin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)

Iberiotoxin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen)

Das verwendete cAMP-ELISA-Kit stammte von der Firma Enzo Life Science (Lorrach,
ADI-900-067).

2.1.2 Losungen

- Firbelosung Evansblue

1 g Evansblue + 5 g Dextran + NaCl 0,9 % ad 500 ml Aqua dest.

- TTC-Firbelosung

200 ml NaCl 0,9 % + 2,42 g Trishydroxymethylaminomethan (Tris-Puffer) +
1,5 g Triphenyltetrazoliumhydroclorid (TTC)

- Lysepuffer fiir Ganzzellextraktion

10 mM Sigma 7-9 pH 8 + 1 mM Na-EDTA + 400 mM NaCl + 10 % Glycerol +
0,5 % NP40
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40 pl/ml Complete, 1 mM Na-Orthovanadat und 1 mM DTT werden vor

Gebrauch frisch zugegeben

Lowry-Losung

Reagenz A (100 Teile): 10 g Na,CO3 in 500 ml 0,1 mol NaOH
Reagenz B (1 Teil): 2 g Kalium-Natrium-Tartrat ad 100 ml Aqua dest.
Reagenz C (1 Teil): 1 g CuSO4 x 5 H,O ad 100 ml Aqua dest.
Folin-Losung

1:1 Folin-Phenolreagenz + Aqua dest.

Trenngel fiir SDS-PAGE (10%)

6,6 ml Polyacrylamid 30 % + 8,2 ml Aqua dest. + 5 ml 1,5 M Sigma 7-9 pH 8,8
+ 200 pul SDS 10 % + 20 pl Temed + 100 ul APS 10 %

Sammelgel fiir SDS-PAGE (6%)

2,55 ml Polyacrylamid 30 % + 10,5 ml Aqua dest. + 1,5 ml 1,25 M Sigma 7-9
pH 6,8 + 150 ul SDS 10 % + 30 pl Temed + 150 ul APS 10 %

Loading-Puffer

7 ml Aqua dest. + 1 ml 500 mM Tris-HCI pH 6,8 + 2 ml Glycerol + 1 g SDS +
30 mg Bromphenolblau

Running-Puffer (10x)

30 g Sigma 7-9 + 144 g Glycin + 10 g SDS + 1000 ml Aqua dest.

Transfer-Puffer (1x)

1,453 g Sigma 7-9 + 7,206 g Glycin + 1000 ml Aqua dest.

Coomassie-Firbelosung

750 mg Coomassie Blue + 25 ml Eisessig + 112,5 ml Ethanol + 112,5 ml
Aqua dest.
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TBS-T (pH 8)

6 g Sigma 7-9 + 22,2 g NaCl + 2 ml Tween20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-

monolaurat)

5 % bzw. 1 % Magermilchlosung (5% bzw. 1 % Blotto)

50 g bzw. 10 g Magermilchpulver + 1000 ml TBS-T

Mitochondrien Puffer (pH 7.4) modifiziert nach [99, 100]

250 mM Sucrose + 10 mM HEPES + 1 mM EGTA + 5 mM Na-F +
1 mM Na-orthovanadat (Na3;VOy,)

Mitochondrien Lyse Puffer (pH 7.4) modifiziert nach [101]

50 mM Tris-HCI + 150 mM NaCl + 1 mM EDTA-Na + 1 % (v/v) NP-40 +
0,5 % (w/v) Na-deoxycholate + 0,1 % (w/v) SDS + 1 mM Na-orthovanadat
(Na3;VOy) + 5 mM Na-F

Bromphenolblau / 3,3',5,5'-Tetrabrom-phenolsulfonphthalein (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen)

bovines Serumalbumin / BSA-Standardreihe fiir Lowry (PAA Laboratories,
Pasching, Osterreich)

Mercaptoethanol (Fluka Feinchemikalien, Neu-Ulm)

30 %-Percoll Losung (GE Healthcare Life Science, Chalfont St. Giles,
Buckhinghamshire/Grof3britannien)

Western Blotting Luminol Reagenz (Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas,

Texas/USA)

Proteinmarker Page Ruler Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts/USA)
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2.1.3 Antikorper

Folgende Antikorper wurden laut Angaben des Herstellers in einer 1 %igen

Magermilchlosung (Blotto 1 %) bzw. 5 %igen BSA/TBS-T-Losung verdiinnt.

Anti-phospho-Phospholamban (Ser16) rabbit polyklonal, Millipore
1:5000 BSA S %/TBS-T

- Anti-Connexin 43 rabbit polykonal, Abcam
1:8 000 Blotto 1 %

- Anti-Tim23 mouse monoklonal, BD Transduction
1 : 5000 Blotto 1 %
- Anti-Na-K-ATPase mouse monoklonal, Abcam

1:5000 Blotto 1 %

- Anti-Actin rabbit polyklonal, Sigma
1: 10 000 Blotto 1 %

- Anti-rabbit IgG, Jackson/Dianova
1 : 10 000 Blotto 1 %

- Anti-mouse IgG, Jackson/Dianova

1 : 10 000 Blotto 1 %
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2.2 Methoden

2.2.1 In vivo Versuche

Die durchgefiihrten Tierversuche wurden durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz genehmigt und erfolgten in Ubereinstimmung mit dem deutschen
Tierschutzgesetz und den geltenden Bestimmungen. Es wurden sowohl junge (2-4
Monate) als auch alte (22-24 Monate) méinnliche Wistar-Ratten aus der Zentralen
Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben des
Universitdtsklinikums Diisseldorf (Direktor: Prof. Dr. M. Sager) verwendet (in vivo
Versuche: Aktenzeichen 84-02.04.2011.A392; Herzentnahme zur Isolierung der
Mitochondrien: Projektnummer O 37/10).

Die im Folgenden beschriebenen in vivo Versuche, darunter die Priparation und
Durchfithrung des Infarktmodells, wurden von Mitarbeitern der Klinik fiir

Anisthesiologie durchgefiihrt [102].

Praparation der Versuchstiere

Das verwendete in vivo Modell zur regionalen Myokardischidmie ist in der Klinik fiir
Anisthesiologie etabliert und wurde bereits mehrfach angewendet [45, 102-104].
Hierbei wurden die Versuchstiere mittels Pentobarbital narkotisiert (initial 100 mg/kg
KG i.p. und kontinuierliche Infusion 40 mg/kg KG/h), orotracheal intubiert und im
gesamten laufenden Versuch maschinell beatmet. Eine Lagerung der Versuchstiere auf

einer Wirmeplatte sorgte fiir eine konstante Korpertemperatur von 38° Celsius.

Nach Priparation der Arteria carotis sowie der Vena jugularis wurden in beide Gefil3e
Katheter eingebracht. Uber den Arteria carotis-Katheter wurde der arterielle Blutdruck

gemessen, der Vena jugularis-Katheter diente der Medikamentenapplikation.

Mittels linkslateraler Thorakotomie im 4. Interkostalraum und anschlieBender
Perikardiotomie, wurde die linke Koronararterie aufgesucht und eine Fadenschlinge
mittels atraumatischer Nadel und 5-0 Prolene Naht um diese gelegt. Dies dient dazu,
eine Koronarokklusion kontrolliert einzuleiten und zu steuern. Nach der chirurgischen
Préaparation unterliefen alle Tiere eine 20-miniitige Stabilisierungsphase. Wihrend des
gesamten Versuchsablaufes wurden kontinuierlich Herzfrequenz und arterieller

Blutdruck gemessen.
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Myokardinfarktmodell

Zur Induktion des Myokardinfarktes wurde eine regionale Myokardischimie durch
Zuziehen der gelegten Fadenschlinge initiiert, wobei eine epikardiale Zyanose sowie
eine regionale Akinesie der Ventrikelwand als Zeichen einer suffizienten Ischimie
gewertet wurden. Nach einer 25-miniitigen Ischdmiephase wurde die Fadenschlinge
wieder gedffnet, wodurch eine 120-miniitige Reperfusionsphase eingeleitet wurde. Eine
erfolgreiche Reperfusion zeigte sich anhand einer reaktiven Hyperdmie des zuvor

zyanotischen Areals sowie einer wiedereinsetzenden Kontraktion.

Kardioprotektive Dosisfindung fur Foskolin und NS1619

Zur Untersuchung, ob die kardioprotektiven Effekte von Forskolin bzw. NS1619 einer
Dosisabhédngigkeit unterliegen, wurden zwei Versuchsreihen an jungen Ratten

durchgefiihrt (s. Abb. 3) [102].

Eine Kontrollgruppe und vier bzw. fiinf Behandlungsgruppen mit aufsteigenden
Dosierungen der jeweiligen Substanz wurden gebildet und randomisiert je sechs Tiere
zugeteilt. Forskolin wurde in den Konzentrationen 10, 30, 100, 300 ug/kg als Bolus und
NS1619 in den Konzentrationen 0,3, 1, 3, 10, 30 pg/kg/min, gelost in NaCl 0,9 %,
intravends (1.v.) injiziert. Die Kontrollgruppe erhielt lediglich NaCl 0,9 % 1.v.. Diese
Behandlungen wurden laut Versuchsprotokoll 10 Minuten vor der bereits oben
beschriebenen Ischdmie durchgefiihrt. Nach der geplanten Reperfusionsphase wurden

die Herzen den narkotisierten Tieren fiir die weitere Analyse entnommen.
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TTC
20 10 25 120

Kontrolle | m Reperfusion
m Reperfusion
W Reperfusion
RSNV Reperfusion |
BEESEUTM Reperfusion |

Forskolin (10) I

Forskolin (30) |

Forskolin (100) |

D P P P

Forskolin (300) |

TTC

NS1619 (0,3) [ | | Ischimie | Reperfusion
NS1619 (1) [ | mm Reperfusion
NS1619 (3) [ | mm Reperfusion
NS1619 (10) [ | | Ischimie | Reperfusion
NS1619 (30) [ | | Ischimie | Reperfusion

X =Forskolin (AC Aktivator, in ug/kg) | |=N51619 (mK,,-Kanal-Aktivator, in pg/kg/min)

Abb. 3: Versuchsprotokoll zur Untersuchung der Dosisabhingigkeit von
Forskolin und NS1619 in jungen Wistar-Ratten

Die Abbildung zeigt den Versuchsablauf fiir die Dosisfindung. Zeitangaben in Minuten. 20 Minuten
Stabilisierungsphase, Prikonditonierung mit Forskolin (als Bolus 10 Minuten vor der Ischimie) und
NS1619 (iiber 10 Minuten bis Beginn der Ischimie) mit den angegeben Konzentrationen in Klammern.
Nach Abschluss der 120 Minuten Reperfusion wurden die Herzen entnommen und mit Evans-Blau und

TTC (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid) gefirbt. Je Gruppe n=6 junge Tiere (2-4 Monate) [102]
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Zusammenhang des mKca-Kanals und der PKA-Aktivierung

Um einen funktionellen Zusammenhang in der Signaltransduktionskette zwischen PKA-
Aktivierung durch Forskolin und einer mKc,-Kanaloffnung zu untersuchen, wurde eine
weitere Versuchsreihe mit vier Gruppen und je sechs jungen Wistar-Ratten (2-4

Monate) durchgefiihrt (s. Abb. 4) [102]:

Kontrollgruppe

Forskolin-Behandlung (30pg/kg)

Forskolin- (30pug/kg) und Iberiotoxin-Behandlung (6 pg/kg/min)

Iberiotoxin-Behandlung (6 pg/kg/min)

Iberiotoxin blockiert den mitochondrialen kalziumabhingigen Kaliumkanal (mKc,-
Kanal). Forskolin dient in diesem Zusammenhang der PKA-Aktivierung iiber eine
Stimulation der Adenylatcyclase. Somit wird in dieser Zusammenstellung der
Signaltransduktionsweg von der PKA-Aktivierung iiber den mKc,-Kanal zur

Kardioprotektion untersucht.

Forskolin wurde in der Konzentration von 30 pg/kg infundiert, basierend auf der
vorherigen Dosisfindung. Die verwendete Iberiotoxin Dosis (6ug/kg/min) wurde aus
vorherigen Studien entnommen, die am gleichen Tiermodell im Forschungslabor der
Klinik ermittelt wurden und in denen eine Authebung protektiver Effekte durch mKc,-
Kanal Blockade gezeigt werden konnte [45]. Beide Substanzen wurden 10 Minuten vor
der Ischdmiephase gegeben. Nach der 25-miniitigen Koronarokklusion folgte die 120-
miniitige Reperfusion. Zum Abschluss wurde das Herz entnommen und der TTC-

Farbung zugefiihrt.
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TTC

20 10 25 120
A\ 4
Kontrolle m Reperfusion
A 4
Forskolin (30) ! m Reperfusion
A\ 4
Forskolin (30) ! m Reperfusion
+ Ibtx (6)
A\ 4
Ibtx (6) m Reperfusion

X =Forskolin (AC Aktivator, in pg/kg) I:|=Iberiotoxin (Ibtx,mK_,-Kanal-Blocker, in pg/kg/min)

Abb. 4: Zusammenhang PKA-Aktivierung und mK¢,-Kanal

Dargestellt ist der Versuchsaufbau mit Gruppeneinteilung und entsprechender Behandlung der Tiere, um
einen funktionellen Zusammenhang von PKA-Aktivierung und mKc,-Kanal zu untersuchen. Zeitangaben
in Minuten. 20 Minuten Stabilisierungsphase, es folgt 10 Minuten Behandlungsdauer mit Forskolin (30
pg/kg) und Iberiotoxin (6 pg/kg/min). Nach der 120-miniitigen Reperfusionsphase Entnahme der Herzen
und Firbung mit Evans-Blau und TTC. Je Gruppe n=6, junge Tiere (2-4 Monate) [102]

Untersuchung der Kardioprotektion des alten Herzens

Zur Untersuchung der Kardioprotektionsfihigkeit im alten Rattenherz diente die
medikamentdse Pridkonditionierung mit dem Adenylatcyclaseaktivator Forskolin und
dem mKc,-Kanal-Aktivator NS1619. Je sechs Tiere wurden randomisiert den fiinf

Gruppen zugeteilt und im Folgenden die Infarktgrof3en verglichen (s. Abb. 5) [102].

Fir beide Substanzen wurden Konzentrationen gewdhlt, die in der Studie zur
Dosisabhidngigkeit in jungen Tieren eine kardioprotektive Wirkung erzielen konnten.
Hier wurden die niedrigste protektive und die ndchsthohere Dosis gewihlt. Forskolin

wurde in den Konzentrationen 30 pg/kg und 100 pg/kg verabreicht. Fir NS1619
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wurden 10 pg/kg/min und 30 pg/kg/min gewihlt. Eine 10-miniitige Wirkdauer wurde
abgewartet, bevor die Koronarokklusion iiber 25 Minuten gestartet wurde. Nach der

120-miniitigen Reperfusion folgte die Herzentnahme zur Quantifizierung der

InfarktgroBe.
TTC
20 10 25 120 L
\
Kontrolle m Reperfusion
Forskolin (30) x m Reperfusion
Forskolin (100) x m Reperfusion
NS1619 (10) m Reperfusion
NS1619 (30) m Reperfusion
X =Forskolin (AC Aktivator, in pg/kg) ::NSlGlQ (mK,,-Kanal-Aktivator, in pg/kg/min)

Abb. 5: Kardioprotektion im alten Herzen

Studienaufbau fiir die Untersuchung der Kardioprotektionsfihigkeit im alten Herzen. Zeitangaben sind in
Minuten angegeben. 20 Minuten Stabilisierungsphase, Forskolin und NS1619 in den angegebenen
Konzentrationen 10 Minuten vor Koronarokklusion verabreicht. 25 Minuten Ischdmiephase, gefolgt von
120 Minuten Reperfusion und Herzentnahme zur Infarktgroenbestimmung. Je Gruppe n=6, alte Tiere

(22-24 Monate) [102]
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InfarktgroRenbestimmung

Folgend auf die oben beschriebenen Versuchsprotokolle, wurden die Herzen in tiefer
Narkose entnommen, um mithilfe der TTC-Firbetechnik die InfarktgroBen zu

bestimmen [102].

Hierzu wurden die ziigig entnommenen Herzen an einer modifizierten Langendorff-
Apparatur an der Aortenwurzel aufgehiingt. Mit Hilfe einer Knopfkaniile konnte so das
Myokard retrograd perfundiert werden. Hierbei war sowohl darauf zu achten, dass dies
ohne jeglichen Lufteinschluss geschah, als auch darauf, dass zunichst durch Spiilung
mit isotonischer Kochsalzlosung die Koronararterien blutleer waren. Denn nur so
konnte eine Thrombenbildung verhindert und eine homogene Firbung gewdhrleistet

werden.

Zur lIdentifizierung des zuvor ischdmischen Gebietes (area at risk), wurde nach
erneutem Verschluss der angelegten Fadenschlinge, das Herz mit 0,2 %iger Evans-
Blau-Farbstofflosung fiir 10 Minuten perfundiert. Nach erneuter Spiilung mit
isotonischer Kochsalzlosung demaskierte sich das ischdmisch-reperfundierte Gewebe
als nun ungefirbtes Gebiet. Fiir die weiteren Arbeitsschritte wurde das Herz zunéchst
bei -80 °C tiefgefroren und in diesem Zustand in 1-2 mm dicke Scheiben quer zur

Herzldngsachse geschnitten.

Zum Nachweis von vitalem Gewebe und zur Abgrenzung von nekrotisch verdnderten
Arealen, wurde die Farbreaktion des Redox-Farbstoffes 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) genutzt. TTC ist ein Protonenakzeptor und wird in
vitalem Gewebe z.B. von Dehydrogenasen der Atmungskette zum lipophilen und
lichtempfindlichen Formazan reduziert. Formazan erscheint rot und weist damit auf
intaktes und stoffwechselaktives Gewebe hin. Nekrotische und damit

stoffwechselinaktive Gebiete bleiben farblos.

Die zuvor geschnittenen Gewebescheiben wurden lichtgeschiitzt in 0,75 % TTC-Losung
bei 37 ° Celsius fiir 15 Minuten inkubiert und darauthin in 4 % Formalin-Losung tiber

24 Stunden bei Raumtemperatur fixiert.

Zur Auswertung diente eine computergestiitzte planimetrische Bestimmung mit der
SigmaScan Pro 5® Software (SPSS Science Software, Chicago, IL). Dazu wurden die

einzelnen Scheiben eingescannt und das Risiko- und Infarktgebiet ermittelt. Das
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Infarktgebiet erscheint dabei wie erwéhnt farblos, das iibrige ischdmische Risikogebiet
ohne Infarzierung rot. Beide Areal ergeben die area at risk (= das Gebiet, das der
Ischimie ausgesetzt war). Das restliche Myokard erscheint bldulich (s. Abb. 6). Die
angegebenen Infarktgrofen berechnen sich als prozentualer Anteil des Infarktgebietes

am Risikogebiet unter Einbeziehung des Trockengewichtes.

Abb. 6: Beispiel InfarktgroBenbestimmung durch TTC-Firbung

Foto zeigt beispielhaft die geschnittenen Gewebescheiben, die durch planimetrische Bestimmung mit
Hilfe der SigmaScan Pro 5® Software (SPSS Science Software, Chicago, IL) ausgewertet wurden.
Infarktgebiet bleibt farblos, iibriges ischdmisches Risikogebiet ohne Infarzierung (area at risk ohne

Infarktgebiet) durch Formazan rot eingefarbt und tibriges Myokard stellt sich blau dar [102].
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2.2.2 Proteinbiochemische Analysen

Die proteinbiochemischen Analysen dienten der Bestimmung der PKA-Aktivitit in
jungen wie auch in alten Rattenherzen unmittelbar nach Stimulierung der
Adenylatcyclase durch Forskolin (30 pg/kg). Es wurden vier Gruppen mit jeweils 8-9
Tieren gebildet [102].

junge Tiere 20 5

Kontrolle

Forskolin (30) x

alte Tiere

Kontrolle

Forskolin (30) x

X =Forskolin (AC Aktivator, in pug/kg)

Abb. 7: Proteinbiochemische Analysen

Versuchsablauf der in vivo Versuche fiir die spiteren proteinbiochemischen Untersuchungen (ELISA und
Western Blot). Nach Narkoseeinleitung 20 Minuten Stabilisierungsphase. Behandlungsgruppe mit
Forskolin-Gabe (30 pg/kg). Kontrollgruppe erhielt NaCl 0,9 % in dquivalenter Menge. Der Pfeil deutet
die Herzentnahme zum Zeitpunkt 5 Minuten nach Applikation der Substanzen fiir die weitere
proteinbiochemische Analyse an. Je Gruppe n=8-9, sowohl junge (2-4 Monate) als auch alte Tiere (22-24
Monate) [102]

Die narkotisierten und beatmeten Tiere erhielten in der Kontrollgruppe NaCl 0,9 % i.v.
und die Behandlungsgruppen Forskolin 30 pg/kg i.v.. Eine 5-miniitige Wirkdauer

wurde abgewartet, bevor die Herzen in tiefer Narkose fiir die folgenden Analysen, wie
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Western-Blot und ELISA, entnommen, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei

-80° Celsius bis zur weiteren Aufbereitung tiefgefroren wurden.

Probenaufbereitung

Zur weiteren Aufbereitung wurden etwa 100 mg der tiefgefrorenen Herzen abgewogen
und fiir die weitere Verarbeitung mittels in fliissigem Stickstoff tiefgekiihltem

Metallplotter pulverisiert und mit 1 ml Lysepuffer homogenisiert.

Nach einer 10-miniitigen Inkubation auf Eis und einer 5-miniitigen Zentrifugation bei
4 °C und 16060 g, wurde der proteinenthaltende Uberstand abgetragen und bei -80°C

aufbewahrt.

Proteinbestimmung nach Lowry

Da die Proben unterschiedliche Proteinkonzentrationen besitzen und diese fiir den

Western-Blot angeglichen sein miissen, wurde eine Proteinbestimmung nach Lowry

durchgefiihrt [105].

Zunichst wurden die Proben schonend auf Eis aufgetaut und 1:100 verdiinnt, d.h. 5 pl
Probe wurden zu 495 ul destilliertem Wasser gegeben. Davon wurden 100 pl mit 500 pl
Lowry-Reagenz vermischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die
folgende Zugabe von 50 ul verdiinnter Folin-Phenol-Losung und guter Durchmischung
zeigt sich bei 30-miniitiger Inkubation unter Raumtemperatur ein Farbumschlag. Diese
Farbe entsteht proportional zur Proteinmenge durch die Komplexbildung der Proteine
mit der alkalischen Kupferlosung und der nachfolgenden Reduktion des Folin-
Phenolreagenz. Mit Hilfe des Plate Readers Synergy 2 (Firma BioTek, Winooski,
Vermont/USA) wurde die Extinktion bei 750 nm gemessen. Die Berechnung der
gesuchten Proteinkonzentrationen geschah mit Hilfe einer gleichzeitig gemessenen
standardisierten Probenreihe (0-200 ug/ml BSA/bovines Serumalbumin). Jede Probe
wurde doppelt gemessen und danach mit Lysepuffer auf eine einheitliche Konzentration

eingestellt.

cAMP-Spiegel Bestimmung mit ELISA

Als Mal fiir die Aktivierbarkeit der Proteinkinase A durch die Adenylatcyclase diente
die quantitative Bestimmung des cAMP-Spiegels. cAMP gilt als second messenger, der

die Proteinkinase A aktiviert. Die Bestimmung wurde mittels eines hoch sensitiven
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Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) durchgefiihrt. Vorgefertigte cAMP-
ELISA-Kits wurden nach Angaben des Herstellers Enzo Life Science® benutzt [102].

Der ELISA beruht auf der spezifischen Reaktion zwischen Antigen, hier cAMP, und
Antikorper. Bei den verwendeten Kits war bereits der erste Antikorper gegen cAMP auf
der 96 Well-Platte aufgetragen.

Zunichst wurde ein Waschpuffer aus 5 ml Konzentrat und 95 ml destilliertem Wasser
hergestellt. Fiir die Standardreihe wurden fiinf Reaktionsgefdle mit vorgefertigtem
Probenpuffer vorbereitet. In das erste wurden 900 pl und in die restlichen 750 pl des
Probenpuffers vorgelegt. Um eine absteigende Konzentration in der Standardreihe zu
erreichen, wurden 100 pl cAMP-Konzentrat (2000 pmol/ml) in das erste
Reaktionsgefdl mit 900 ul Probenpuffer gemischt. Ausgehend von diesem wurden nun
absteigend jeweils 250 pl in das nédchstfolgende Reaktionsgefdll verteilt. Somit entstand
eine Standardreihe mit den absteigenden Konzentrationen: 200 pmol/ml, 50 pmol/ml,

12,5 pmol/ml, 3,13 pmol/ml, 0,78 pmol/ml und als Nullstandard der Probenpuffer.

Die im Vorhinein auf dieselben Proteinkonzentrationen eingestellten Proben wurden
nun ebenfalls mit Probenpuffer 1:10 verdiinnt. Je 100 ul der Standardreihe und der zu
messenden Proben wurden in die Wellplatte pipettiert. Darauffolgend wurden in jedes
Well auBler dem Nullstandard 50 pl der gelb-gefarbten Losung mit polyklonalen anti-
cAMP Kaninchen Antikorpern gegeben. Diese Antikorper binden an den in fester Phase
gebundenen Antikorper. Da es sich hier um einen kompetitiven Immunoassay handelt,
pipettiert man zu dieser Mischung das konkurrierende Antigen. Hierbei handelt es sich
um eine blau gefirbte Losung, die cAMP enthilt und mit der alkalischen Phosphatase
konjugiert wurde. Die cAMP Molekiile aus der zu messenden Probe und die mit
alkalischer Phosphatase konjugierten cAMP Molekiile konkurrieren nun um die

Bindungsstelle am entsprechenden Antikorper.

Nach 2-stiindiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur auf dem Schiittler, wurde die
Platte zunidchst dreimal mit Waschpuffer gewaschen, bevor in jedes Well 200 pl
farblose chromogene Losung mit Nitrophosphat pipettiert wurden. Die alkalische
Phosphatase ist in der Lage, den Phosphatrest abzuspalten, so dass ein gelber
Farbumschlag einsetzt. Nach einer Stunde wurde die Reaktion mit 50 pl
Trinatriumphosphatlésung gestoppt. Prinzip des kompetitiven Immunoassay ist, dass je

geringer der Farbumschlag ist, desto hoher die cAMP Konzentration in der Probe. Die
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Extinktion wurde am Plate-Reader bei 405 nm gemessen. Probe und Standardreihe

wurden jeweils als Doppelbestimmung gemessen.

Auswertung

Die Auswertung wurde mit Hilfe der mathematischen Funktion der Standardreihe
ermittelt. Durch die bekannten Konzentrationen der Standardproben wurde eine
Funktionsgleichung erstellt, mit deren Hilfe die gesuchten Konzentrationen in pg/ml

aus der Extinktion errechnet wurden.

Western-Blot Analyse

Der Western-Blot diente der Bestimmung der relativen Expressionsverdnderung von
phosphoPhospholamban (pPLB) nach Stimulierung durch die Stimulierung mit dem
Adenylatcyclaseaktivator Forskolin. Phospholamban wird durch eine aktivierte
Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert [106] und pPLB dient daher als Marker fiir die
Aktivitit der PKA.

Zunachst erfolgte die Auftrennung des Proteingemisches mit Hilfe der
diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Dazu wurden die
Proteinproben, die die gleiche Konzentration aufwiesen, 1:2 verdiinnt, mit einer Losung
aus Loading-Buffer und Mercaptoethanol (10:1). Durch 30-miniitiges Erwédrmen auf
37 °C werden Sekunddr- und Tertidrstrukturen, wie Disulfidbriicken, aufgebrochen.
Anionisches SDS (Sodium-Dodecysulfat) lagert sich den Proteinen an und bildet einen
SDS-Protein-Komplex. Dies fiihrt zu einer negativen Gesamtladung des SDS-Protein-
Komplexes, die Eigenladung des Proteins wird dadurch vernachlissigbar. Dadurch ist
es moglich, dass die allesamt negativ geladenen SDS-Protein-Komplexe sich nur
anhand ihrer relativen Molekiilmasse unterschiedlich schnell durch die Gelmatrix

bewegen und auftrennen lassen.

Es wurde ein 10 %iges Polyacrylamid-Trenngel mit einem 6 %igen Sammelgel
beschichtet. In diesem eher groporigen Sammelgel mit pH 6,8 konzentrieren sich die
Proteine anhand ihrer GroBe bis zur Grenze zum Trenngel und erméglichen so eine
verbesserte Auflosung der entstehenden Banden, sie werden fokussiert. Im basischen
Trenngel mit pH 8,8 sind die Poren kleiner und wirken als Sieb. Kleine Proteine
wandern schneller durch das Gel als grof3e, dementsprechend werden sie anhand ihrer

relativen Molekiilmassen aufgetrennt.

31



SDS-Page fur die Untersuchung der Expression von phosphoPhospholamban

bzw. Connexin43

Die Gele wurden mit Hilfe von Gelkammern der Firma Bio-Rad Laboratories
(Hercules, Kalifornien/USA) gegossen. Sie hatten eine Dicke von 1,5 mm und eine
senkrechte Lauflinge von 6 cm. Die Elektrophorese wurde mit Running-Puffer (1x) und

den Kammern der Firma Bio-Rad durchgefiihrt.

Jeweils 15-20 pl der vorbereiteten denaturierten Proteinproben, als auch ein gleichzeitig
mitlaufender Proteinmarker, wurden in die vorhandenen Taschen des Sammelgels
aufgetragen. Bei konstanter Spannung von 100 V erfolgte die Auftrennung fiir ca. 90

Minuten. Das zugefiihrte Bromphenolblau diente als Kontrolle fiir die Lauffront.

Proteintransfer auf Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF-Membran)

Fiir die weitere immunologische Verarbeitung wurden die im SDS-PAGE aufgetrennten
Proteine vom Trenngel auf eine PVDF Membran (Immobilon P Membran, Merck
Millipore, Billerica, Massachusetts/USA) libertragen. Hierbei wurden Transferkammern
der Firma Bio-Rad verwendet, die wahrend des Transfers mit eiskaltem Transfer-Puffer

gefiillt wurden.

Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurden die Proteine des Gels auf die PVDF-
Membranen transferiert. Fiir jedes Gel wurden zwei Fiberpads, sechs Filterpapiere und
eine in Methanol getrinkte PVDF-Membran benétigt, die 10 Minuten zusammen mit
dem Gel in eiskaltem Transferpuffer eingelegt wurden. Sie wurden nach folgendem

Schema in die Transferhalterung tiberfiihrt:
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Transferrichtung
<€
Anode | Kathode
Filterpapier
Gel
Fiberpads PVDF-Membran

Abb. 8: Aufbau der Transferkammer

Schematische Darstellung des Aufbaus der Transferkammer. Entscheidend ist die Anordnung anhand der

Transferrichtung von der Kathode zur Anode.
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Hierbei war darauf zu achten, dass die einzelnen Schichten luftblasenfrei iibereinander
lagen. Das Gel lag zur Kathode und die Membran zur Anode gerichtet. Bei laufender
Kiihlung und unter Riithren des Puffers wurde der Transfer fiir 60 Minuten bei

konstanter Stromstéirke (220 mA) durchgefiihrt.

Coomassie-Farbung

Um die aufgetragene Proteinmenge und den Ablauf der Elektrophorese zu kontrollieren,
wurden die Gele nach Transfer auf die PVDF-Membran mit Coomassie-Losung gefirbt.
Dieser Triphenylmethanfarbstoff lagert sich unspezifisch an basische Seitenketten der

Proteine an.

Die Gele wurden 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schiittler mit der
Coomassie-Losung gefdarbt und danach zweimal nach jeweils einer Stunde mit
Leitungswasser gewaschen und {iiber Nacht weiter entfiarbt. Es zeigte sich bei

erfolgreicher Elektrophorese ein gleichmiBig angefirbtes Proteinmuster aller Banden.

Immunoblot

Die Proteine wurden auf den Membranen mit spezifischen Antikérpern identifiziert und

die Signale ausgewertet.

Um unspezifische Bindungen der Antikorper zu verhindern, wurde die Membran
zundchst mit 5 % Magermilchlosung fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem
Schiittler abgesiittigt. Uber Nacht wurde die Membran mit dem primiren, gegen das
gesuchte Protein gerichteten, Antikorper bei 4 °C auf dem Schiittler inkubiert. Hierfiir

wurde der Antikorper laut Angaben des Herstellers verdiinnt.

Der sekundire Antikorper, der gegen den priméren gerichtet ist, wurde ebenfalls laut
Hersteller mit 1 % Magermilchlosung verdiinnt. Dieser ist Meerrettichperoxidase
gekoppelt (horseradish peroxidase, HRP) und kann mittels Chemilumineszenz-
Reaktion sichtbar gemacht werden. Nach den entsprechenden Inkubationszeiten mit den
beiden Antikérpern wurde die Membran drei mal zehn Minuten mit kaltem TBS-T

Puffer gewaschen.

Dieses Verfahren wurde fiir die gesuchten Proteine phosphoryliertes Phospholamban
bzw. Cx43 mit Hilfe der entsprechenden Antikorper gleichermaen durchgefiihrt [102].

Als Anhaltspunkt fiir das gleichméBige Auftragen der Gesamtproteinmenge der
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einzelnen Proben wurden zudem noch Actin bzw. TIM23 als housekeeper-Proteine

detektiert.

Detektion

Die Banden wurden mit ECL-Reagenz (Enhanced Chemoluminescence Reagent, Firma
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas/USA) und ablaufender Chemilumineszenz-
Reaktion im Dunkelraum durch entsprechende Belichtungszeit sichtbar gemacht, die
Lichtemission wurde mit einer Kamera aufgenommen (Cool Snap HQ2, Photometrics,
Tucson, Arizona/USA) und digital erfasst (GelPro Analyzer, Version 6, Media
Cybernetics, Rockvill, Maryland/USA).

Auswertung

Die Auswertung der Western Blots wurde mit Hilfe des Programms GelScan Version
6.0 der Firma Decon Science Tec (Frankfurt) durchgefiihrt. Gemessen wurde die
mittlere Lichtintensitit der entstanden Banden wéhrend der Belichtungszeit. Dieser
Wert wurde in den Ergebnissen als Quotient aus phosphoryliertem Phospholamban bzw.

Cx43 und Actin bzw. Tim23 als housekeeper-Protein ausgedriickt [102].

2.2.3 Mitochondrienisolierung und Nachweis der Cx43-

Proteinexpression

Im weiteren Verlauf der Untersuchung zeigte sich, dass eine weitere Versuchsreihe zur
Isolierung des mitochondrialen Connexin-43 [modifiziert nach 99-101, 107]
durchgefithrt werden sollte [102]. Denn Connexin-43 konnte einen moglichen
Signalschritt in der Kaskade der kardialen Priakonditionierung darstellen, als auch eine

Bedeutung im alterungsbedingten Wirkverlust kardioprotektiver Mechanismen haben.

Hierbei wurden die Versuchstiere (sowohl junge als auch alte Ratten, jeweils n=8)
mittels Pentobarbital (50 mg/kg KG i.p.) narkotisiert und durch Dekapitation
tierschutzgerecht getttet. Das Herz wurde nach der Thoraxer6ffnung entnommen und
im bereitgestellten Mitochondrien Puffer [modifiziert nach 99, 100] mit einer Schere
zerkleinert und gewaschen, bis die Losung blutfrei war. Alle Schritte wurden bei 4 °C
durchgefiihrt. Nach kurzer Homogenisierung in 30 ml Mitochondrien Puffer wurde die

Losung zweimal mit 700 g bzw. 800 g fiir 10 Minuten zentrifugiert und jeweils der vom
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Detritus befreite Uberstand weiter verwendet. In einer folgenden dritten Zentrifugation
mit 3200 g iiber 10 Minuten bildete sich das Pellet mit den darin befindlichen
Mitochondrien. Zur weiteren Verarbeitung wurde dieses Pellet in Mitochondrien Puffer
resuspendiert (S-Fraktion) und auf eine 30 %ige Percoll Losung geschichtet. Nach einer
30-miniitigen Zentrifugation mit 34000 g bildeten sich zwei Fraktionen (M1- und M2-
Fraktion) auf unterschiedlicher Hohe, die einzeln abgetragen wurden und im
Mitochondrien ~ Puffer  ebenfalls  resuspendiert  wurden. Durch  zwei
Zentrifugationsschritte mit 12000 g iiber 4 Minuten wurden die Fraktionen weiter
gereinigt und das entstandene Pellet im Mitochondrien Lyse-Puffer [modifiziert nach
101] eine Stunde bei 4 °C auf dem Riittler inkubiert, bevor es erneut bei 10000 g iiber 5

Minuten pelletiert wurde.

Es bildeten sich somit drei Fraktionen: S, M1 und M2. Die Reinheit der Mitochondrien-
Fraktionen M1 und M2 und das Fehlen sarkolemnaler Proteine darin, iiberpriiften wir

im Western-Blot mittels Na-K-ATPase-Antikoper als Plasmamembran-Marker [102].

Die molekularbiologischen Analysen mittels Proteinbestimmung nach Lowry und
Western Blot wurden in gleicher Weise wie bereits im Kapitel 2.2.2 beschrieben
durchgefiihrt. Zur Probenaufbereitung fiir die Gelelektrophorese wurden die Proben
zusammen mit der Losung aus Loading-Puffer und Mercaptoethanol hierbei fiinf

Minuten auf 95 © Celsius erhitzt.

2.3 Statistische Auswertung

Die Daten werden als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben (MW=SD). Die
statistische Auswertung wurde mittels Sigma Stat® Version 3.5 (Systat Software Inc.,

San Jose, CA/USA) durchgefiihrt [102].

Wihrend der in vivo Versuchsserien wurden kontinuierlich Herzfrequenz und arterieller
Blutdruck gemessen. Unterschiede in den einzelnen Gruppen oder wihrend
unterschiedlicher Zeitpunkte innerhalb einer Gruppe wurden durch eine Zweiweg-

Varianzanalyse (ANOV A) und einem post-hoc Tukey-Test analysiert.

Die Infarktgroen und Daten aus Western-Blot (pPLB) bzw. ELISA (cAMP) wurden
mittels Einweg-Varianzanalyse (ANOV A) und post-hoc Tukey-Test analysiert.
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Die Analyse der Daten aus dem Western-Blot fiir mitochondriales Cx43 wurde mittels

Student’s t-test durchgefiihrt.

Bei einem p-Wert <0,05 wurden die Unterschiede als statistisch signifikant beurteilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Hamodynamische Messdaten

Die hdmodynamischen Messdaten der in vivo Versuchsserien sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Zwischen den einzelnen Versuchsgruppen gab es zu keinem
Zeitpunkt einen Unterschied bei den Messungen von Herzfrequenz und mittlerem
aortalem Druck. Die Applikation von Forskolin induzierte einen sehr geringen
Blutdruckabfall sowie eine leichte Steigerung der Herzfrequenz (Daten nicht gezeigt).
Dieser Effekt war temporidr begrenzt. Zu Beginn der regionalen Myokardischidmie

bestanden keine Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen mehr (s. Tabelle 1) [102].
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Ausgangswert Ischamie Reperfusion

15 30 120
Dosisfindung Forskolin
Herzfrequenz [min™" ]
Kontrolle 403 £47 398 =44 391 +36 353 £49
Forskolin (10) 400 £ 54 387 £ 61 378 £ 67 351 £61
Forskolin (30) 357 £59 35172 347+73 339 £59
Forskolin (100) 386 + 38 400 + 54 351 +£49 295 £ 48
Forskolin (300) 398 + 54 420 + 41 396 + 47 357 £ 54
mittlerer aortaler Druck [mmHg]
Kontrolle 120+ 12 121 £20 116 £ 13 96+ 13
Forskolin (10) 110+ 30 109 =32 112 +£30 94 £28
Forskolin (30) 105 =38 100 £ 32 99 + 30 95 £27
Forskolin (100) 122 £31 111 £32 96 + 30 85+25
Forskolin (300) 117 £ 27 95+ 16 93 +£23 93 £21
Dosisfindung NS1619
Herzfrequenz [min™" ]
Kontrolle 405 =52 407 + 28 361 £34 310+ 64
NS1619 (0,3) 371 £41 355 £ 46 307 £33 288 + 59*
NS1619 (1) 396 + 48 403 + 36 364 + 34 310 £ 37
NS1619 (3) 396 + 46 393 +£49 345 +£59 329 £70
NS1619 (10) 417 =39 408 = 51 365 + 80 335 + 78*
NS1619 (30) 377+34 314 £ 60 287 + 67* 300 £ 34
mittlerer aortaler Druck [mmHg]
Kontrolle 119+13 121 £ 15 103 £22 85+39
NS1619 (0,3) 89+ 15 95+ 13 T71£6 T2+21
NS1619 (1) 127 £25 138 = 18 115+£25 T79+12
NS1619 (3) 115+£21 120+ 14 96 + 22 86 +29
NS1619 (10) 123 £20 128 £26 104 + 29 86 +26
NS1619 (30) 106 =20 98 + 45 76 + 30 74+ 18
Forskolin + Iberiotoxin
Herzfrequenz [min™" ]
Kontrolle 397 £42 397 £26 374 £28 349 £ 44
Forskolin (30) 414 £ 49 449 + 30 416 = 66 388 £33
Forskolin (30) + Iberiotoxin 365 £ 17 425 + 49* 364 + 37 362 + 36
Iberiotoxin 400 =23 416 =20 385+34 374 £23
mittlerer aortaler Druck [mmHg]
Kontrolle 118 £25 111 +11 100 + 12 81 +33*
Forskolin (30) 110+ 19 102 £ 14 104 + 24 91 £27
Forskolin (30) + Iberiotoxin 114 £ 18 117+ 16 108 = 16 94+ 12
Iberiotoxin 121£9 113+ 14 108 £ 20 98 + 10
Untersuchung altes Herz
Herzfrequenz [min™' ]
Kontrolle alt 359 £26 362 £ 45 366 £ 24 337+£12
Forskolin (30) alt 341 £60 391 £40 349 £ 39 348 £ 17
Forskolin (100) alt 371 £57 368 £ 74 385 £42 373 £31
NS1619 (10) alt 377 £38 390 £ 29 377 £21 346 £ 42
NS1619 (30) alt 350 £ 50 365 £ 42 359 £35 314 £ 65
mittlerer aortaler Druck [mmHg]
Kontrolle alt 135+ 20 136 + 19 128 £ 19 114+ 11
Forskolin (30) alt 102 +£24 124 + 16 110 £ 29 118 £4
Forskolin (100) alt 110+ 44 99 +23 112+ 24 123 £ 21
NS1619 (10) alt 136 + 20 128 + 31 114 £ 22 101 £22
NS1619 (30) alt 122 +26 132+19 123 £20 113+ 16
Tabelle 1: Himodynamische Messdaten

Daten als Mittelwerte + Standardabweichung, Zeitpunkte in Minuten, Forskolin bzw. NS1619 in den
angegebenen Konzentrationen [ug/kg bzw. pg/kg/min], Iberiotoxin in der Konzentration 6 pg/kg/min,

* p<0,05 vs Ausgangswert, n=6 Tiere pro Gruppe [102]
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3.2 Dosisfindung fiir Forskolin und NS1619

Ziel dieser Arbeit war ein FErkenntnisgewinn iiber die alterungsbedingten
Verdnderungen einer Kardioprotektion durch PKA-Aktivierung bzw. mKc,-
Kanalaktivierung. In diesem Zusammenhang wurde zunichst eine Dosisfindungsstudie
durchgefiihrt, in welcher die jeweils niedrigste protektive Konzentration von Forskolin
und NS1619 bestimmt wurde. Hintergrund dieses Vorgehens war die Uberlegung, dass
eine Verwendung zu hoher Konzentrationen iiber Nebenwirkungen zu einem
erschwerten Nachweis alterungsabhingiger Verdnderungen fithren konnte. Auch wire
es moglich, dass eine zu hohe Konzentration einen Sensitivitdtsverlust der Aktivatoren

zur Folge haben konnte.

Dosisfindung Forskolin

In dieser Versuchsreihe wurde eine Kontrollgruppe gebildet, welche mit den Forskolin-
Behandlungsgruppen verglichen wurde. Diesen Gruppen wurden unterschiedlich hohe

Konzentrationen Forskolin verabreicht.

Eine Prikonditionierung mit dem Adenylatcyclaseaktivator Forskolin zeigte eine
InfarktgroBenreduktion in jungen Ratten ab einer verabreichten Konzentration von
30 ug/kg. Die Infarktgroe nach 25 Minuten regionaler Ischimie mit 120 Minuten
Reperfusion betrug bei den Rattenherzen in der Kontrollgruppe ohne
Prikonditionierung 647 % des Risikogebietes (Mittelwert+Standardabweichung). In
der Gruppe, die eine Prikonditionierung mit Forskolin in einer Konzentration von
10 pg/kg erfahren hatten, zeigte sich keine Verdnderung gegeniiber der Kontrollgruppe
(637 %). Erst ab einer Forskolin-Konzentration von 30 pg/kg lag die Infarktgro3e mit
34+6 % signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Durch die Steigerung der
Forskolin-Konzentration konnte die InfarktgroBenreduktion jedoch nicht weiter
gesteigert werden. So betrugen die InfarktgroBen bei den nidchst hoher gewdhlten
Konzentrationen 100 pg/kg und 300 pg/kg 37£3 % bzw. 3628 % (p<0,05 vs. Kontrolle)
(s. Abb. 9) [102].
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Abb. 9: Dosisfindung Forskolin junge Ratten

Das Histogramm zeigt den kardioprotektiven Effekt von Forskolin (For) anhand der prozentualen
Infarktgrofe im Verhéltnis zum Risikogebiet (area at risk). Forskolin (For) wurde in den
Konzentrationen 10, 30, 100 und 300 pg/kg verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt 0,9 % NaCl-Losung
i.v. in dquivalenter Menge. Daten sind dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung, * p<0,05 vs

Kontrollgruppe, n=6 Tiere pro Gruppe [102]

Dosisfindung NS1619

Durch die zweite Versuchsreihe im Rahmen der Dosisfindungsstudie sollte die
niedrigste protektive Dosis des mKc,-Kanal-Agonisten NS1619 ermittelt werden. In der
Kontrollgruppe zeigte sich nach 25-miniitiger Ischimiephase mit 120-miniitiger
Reperfusion eine Infarktgrole von 64+9 % des Risikogebietes. In den Gruppen mit den
verabreichten Konzentrationen von 0,3, 1 und 3 pg/kg/min ergab sich keine Reduktion
der InfarktgroBe (0,3 pg/kg/min: 62+£16%, 1 pg/kg/min: 65+13% und 3 pg/kg/min:
67£9%). Eine Prikonditionierung mit NS1619 in der Konzentration 10 pg/kg/min bzw.
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30 pg/kg/min zeigte eine signifikante Reduzierung der Infarktgrole auf 41£11% bzw.
40+14% des Risikogebietes (p<0,05 vs. Kontrolle) (s. Abb. 10) [102].
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Abb. 10: Dosisfindung NS1619 junge Ratten

Histogramm zeigt den kardioprotektiven Effekt von NS1619 (NS) anhand der prozentualen Infarktgrofe
im Verhiltnis zum Risikogebiet (area at risk). NS1619 (NS) wurde in den Dosen 0,3, 1, 3, 10 und 30
pg/kg/min verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt 0,9 % NaCl-Losung i.v. in dquivalenter Menge. Daten
sind dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung, * p<0,05 vs Kontrollgruppe, n=6 Tiere pro
Gruppe [102]

Aus diesen in vivo Versuchen folgt, dass eine InfarktgroBenreduktion mittels
Prikonditionierung durch Forskolin und NS1619 im jungen Rattenherz moglich ist. Fiir
Forskolin zeigt sich eine minimal notige Konzentration von 30 pg/kg und fiir NS1619
10 pg/kg/min. Die ermittelten Dosen wurden in den weiteren Versuchsreihen zur

Préikonditionierung verwendet.

42



3.3 Zusammenhang des mKc,-Kanals und der PKA-

Aktivierung

Diese weitere in vivo Versuchsreihe untersuchte, inwieweit eine durch Forskolin
induzierte Prikonditionierung und InfarktgroBenreduktion durch eine Blockierung des
mKc,-Kanals durch Iberiotoxin aufgehoben werden kann. Oder anders formuliert, ob
eine Kardioprotektion durch PKA-Aktivierung iiber eine mK¢,-Kanal6ffnung vermittelt

wird.

Es wurde die oben beschriebene niedrigste protektive Konzentration von Forskolin
(30 ug/kg) verwendet. Iberiotoxin diente in diesem Fall als mK¢,-Kanal-Blocker. In der
Kontrollgruppe ohne Intervention war eine Infarktgrofle von 67+8 % des Risikogebietes
messbar. Eine Behandlung mit 30 pg/kg Forskolin fiihrte zu einer Reduktion der
InfarktgroBBe auf 41+4 % des Risikogebietes. Eine zusitzliche Gabe von 6 pg/kg/min
Iberiotoxin zeigte eine Authebung dieser beobachteten Reduktion auf das Niveau der
Kontrollgruppe (63+12 %). Zudem legen die InfarktgroBenmessungen bei alleiniger
Iberiotoxingabe dar, dass die Substanz alleine keine Wirkung auf die Infarktgrofle

erzielt (64£11 %) (s. Abb. 11) [102].
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Abb. 11: Einfluss der PKA auf die Forskolin-induzierte Kardioprotektion

Das Histogramm zeigt die Infarktgrofen als prozentualer Anteil am Ischimiegebiet (area at risk) bei
jungen Tieren. Forskolin (For) wurde in der Dosis 30 pug/kg verabreicht. Iberiotoxin (Ibtx) ist ein mKc,-
Kanal-Blocker (6 ug/kg/min). Daten sind dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung, * p<0,05 vs
Kontrollgruppe, n=6 pro Gruppe [102]

Eine Prikonditionierung durch Aktivierung der Adenylatcyclase mittels Forskolin
(30 ug/kg), die iiber die Proteinkinase A vermittelt wird, kann durch zusitzliche Gabe

des Kc,-Kanal-Blockers Iberiotoxin vollstindig aufgehoben werden.
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3.4 Untersuchung der Kardioprotektion des alten

Herzen

Ziel der Arbeit ist die Untersuchung altersbedingter Verdnderungen im Signalweg der
Proteinkinase-A-Aktivierung durch die Adenylatcyclase iiber den mKc,-Kanal und
einem damit verbundenem Verlust kardioprotektiver Mechanismen. Daher wurde im
Folgenden eine Prikonditionierung mit Forskolin und NS1619 im alten Herzen
durchgefiihrt. Eine Kontrollgruppe wurde sowohl mit Forskolin behandelten Tieren, als
auch mit der NS1619 behandelten Gruppe verglichen. In der Untersuchungsreihe mit
Forskolin wurde sowohl die ermittelte Konzentration von 30 pg/kg als auch die nédchst
hohere Dosis verwendet (100 pg/kg). Die Uberlegung war, einen moglichen
alterungsbedingten Sensitivitéitsverlust der Agentien auszuschlieen. In gleicher Weise
wurde in der NS1619 Gruppe verfahren. Sowohl die niedrigste Dosis, die bei den
jungen Tieren protektiv war (10 pg/kg/min), als auch die néchsthohere Dosis

(30 ug/kg/min) wurden verwendet [102].

3.4.1 InfarktgroBenbestimmung am alten Herzen

Bei den alten Rattenherzen zeigte sich in der Kontrollgruppe mit TTC-Firbung eine
InfarktgroBBe von 566 % des Risikogebietes. Eine Behandlung mit sowohl 30 pg/kg als
auch 100 pg/kg Forskolin prisentierte keine InfarktgroBenreduktion (5110 % bzw.
50+11 %). Beide Konzentrationen von NS1619, 10 pg/kg/min und 30 pg/kg/min,
fiihrten zu einer signifikanten Senkung der Infarktgrole auf 358 % bzw. 37+7 % des

Risikogebietes (s. Abb. 12) [102].

Eine Aktivierung der Adenylatcyclase durch Forskolin zeigte keine bedeutsame
InfarktgroBenreduktion im alten Herzen. Dies liel sich sowohl fiir die im jungen Herzen
wirksame Konzentration von 30 pg/kg, als auch fiir 100 pg/kg feststellen. Eine direkte
Aktivierung des mKc,-Kanals durch NS1619 fiihrte auch im alten Herzen zu einer

relevanten Reduktion der Infarktgroe [102].
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Abb. 12: Kardioprotektion im alten Herzen

Das Histogramm zeigt die Kardioprotektion im alten Herzen anhand der Infarktgrofen als prozentualer
Anteil am Ischdmiegebiet (area at risk). Forskolin (For) wurde in den Dosen 30 bzw 100 pg/kg
verabreicht. NS1619 (NS) in den Dosen 10 bzw. 30 pg/kg/min. Die Kontrollgruppe erhielt 0,9 % NaCl-
Losung in #dquivalenter Menge. Daten sind dargestellt als Mittelwert und Standardabweichung,

* p<0,05 vs Kontrollgruppe, n=6 pro Gruppe [102]

3.4.2 Proteinbiochemische Untersuchung

Fir die genauere Untersuchung, ob die Regulation der PKA alterungsabhingigen
Verdnderungen unterliegt, sollte mittels proteinbiochemischer Methoden zum einen der
cAMP-Spiegel zum anderen die PKA-Aktivitit ermittelt werden. Auch hier wurde eine

Forskolin Konzentration von 30 pg/kg fiir die PKA-Aktivierung verwendet [102].

cAMP-Spiegel Bestimmung durch ELISA

Die Messung der cAMP-Konzentrationen erfolgte mittels ELISA. Verglichen wurde die
cAMP-Konzentration der Kontrollgruppe mit der Forskolin-behandelten Gruppe. Dies
wurde sowohl mit jungen, wie auch alten Tieren durchgefiihrt.

46



Es zeigte sich, dass Forskolin bei jungen und alten Versuchstieren zu einer Steigerung
des myokardialen cAMP-Spiegels fiihrt. In den jungen Rattenherzen war in der
Kontrollgruppe eine cAMP-Konzentration von 4,3+0,4 pmol/mg Protein messbar. Diese
wurde durch Forskolingabe (30 pg/kg) auf 5,3+0,8 pmol/mg gesteigert (p<0,05 vs
Kontrolle). Bei den alten Herzen zeigte sich ein Wert von 3,4+0,5 pmol/mg Protein in
der Kontrolle, der durch Forskolin (30 pg/kg) auf 5,1£1,2 pmol/mg ebenfalls relevant
gesteigert wurde (p<0,05) (s. Abb. 13) [102].

jung alt

cAMP
(pmol/mg Protein)

Abb. 13: Effekt von Forskolin auf den cAMP-Spiegel

Daten zeigen das ELISA Ergebnis der quantitativen cAMP Bestimmung in pmol/mg Protein. Vor der
Analyse wurden die Tiere in vivo mit 30 ug/kg Forskolin (For) behandelt. Die Kontrollgruppe erhielt
0,9 % NaCl-Losung in #dquivalenter Menge. Daten sind dargestellt als Mittelwert und
Standardabweichung, * p<0,05 vs Kontrollgruppe, n=8-9 pro Gruppe [102]
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Im alten Myokard liegen leicht reduzierte basale cAMP-Spiegel gegeniiber dem jungen
Myokard vor. Die Aktivitit der Adenylatcyclase kann im alten Myokard jedoch in
gleichem MaBle wie im jungen Myokard gesteigert werden. Es kommt sowohl bei
jungen als auch alten Tieren nach Stimulation der Adenylatcyclase durch Forskolin zu

vergleichbaren Anstiegen des cAMP-Spiegels [102].
Messung der Phospholamban-phosphorylierung

Zur Klirung der Frage, ob eine alterungsabhidngige Verinderung der PKA-Aktivitit
vorliegt, sollte mittels Western-Blot die PKA-Aktivitdit in jungen und alten
Rattenherzen anhand der Phosphorylierung von Phospholamban als Zielprotein der
PKA bestimmt werden. Bestimmt wurde das Verhiltnis von phosphoryliertem
Phospholamban zu Actin (pPLB/Actin). Auch hier diente sowohl der Vergleich der
Kontrollgruppe mit der Forskolin-behandelten Gruppe (30 pg/kg), als auch ein

Vergleich von jungen mit alten Rattenherzen.

Die Ergebnisse zeigen, dass in den jungen und alten Herzen gleichermallen eine
signifikante Steigerung der Phosphorylierung von Phospholamban stattfindet. Sowohl
bei den jungen Tieren stieg der Wert von 1,1+0,4 auf 2,4+0,7 [pPLB/Actin] durch
Forskolin-Gabe, als auch bei den alten Tieren lie} sich die relevante Steigerung von

0,9+0,5 auf 2,4+1,3 [pPLB/Actin] feststellen (p<0,05) (s. Abb. 14) [102].
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Abb. 14: Effekt von Forskolin auf die PKA-AKktivitat

Das Histogramm zeigt den Effekt von Forskolin (For) auf die Phospholamban-Phosphorylierung als
Marker fiir die PKA-Aktivitit. Die jungen und alten Wistar-Ratten wurden vor der proteinbiochemischen
Untersuchung in vivo mit 30 ng/kg Forskolin (For 30) behandelt. Die Kontrollgruppe erhielt 0,9 % NaCl-
Losung in dquivalenter Menge. Daten zeigen das Verhiltnis von phosphoryliertem Phospholamban
(pPhospholamban, pPLB) zu Actin. Mittelwert und Standardabweichung, * p<0,05 vs Kontrollgruppe,
n=8-9 pro Gruppe [102]

Reprisentativer Western-Blot dargestellt mit den Banden des phosphorylierten Phospholambans (pPLB,
Ser16) und des Actins [102].

Das AusmaBl der Phosphorylierung von Phospholamban als Mal} fiir die Aktivitét der

PKA zeigt keine relevanten Unterschiede im Vergleich der jungen und alten Tiere.
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3.5 Semiquantitative Bestimmung von Cx43

Die Reinheit der gewonnenen Fraktionen S, M1 und M2 wurde im Western-Blot durch
den Antikorper Anti-Na-K-ATPase als Marker fiir Proteine der Plasmamembran
tiberpriift. In der Fraktion M2 konnte keine Na-K-ATPase detektiert werden, was auf
eine reine mitochondriale Fraktion ohne Plasmamembranproteine hindeutet. In den
Fraktionen S und M1 lieB sich hingegen die Na-K-ATPase nachweisen (s. Abb. 15)
[102]. Somit wurden die folgenden Messungen ausschlieBlich mit der M2-Fraktion
durchgefiihrt.

Ma-K-ATPase 112 kDa

_

Tim23  23kDa
— T e SE—

S M1 M2

Abb. 15: Reinheit der mitochondrialen Fraktion

Reprisentativer Western-Blot, dargestellt mit den Banden fiir Na-K-ATPase und Tim23
in den einzelnen Fraktionen der Mitochondrien-Isolierung. Die Bande fiir die Na-K-
ATPase dient als Marker fiir Plasmamembranproteine, Tim23 als Marker fiir

mitochondriale Proteine.

Mithilfe des Western-Blots wurde eine semiquantitative Analyse von mitochondrialem
Cx43 in jungen und alten Rattenherzen durchgefiihrt. Bestimmt wurde das Verhiltnis
Cx43 zu Tim23 als mitochondriales Markerprotein. Die gewonnenen Daten zeigen eine
signifikante (p<0,05) Verminderung des Cx43 Gehaltes in den alten Herzen im
Vergleich zu den jungen Herzen. Der ermittelte Wert von Cx43 fiel von 7,514+2,65
[Cx43/Tim23] bei den jungen auf 5,31+0,94 [Cx43/Tim23] bei den alten Tieren
(s. Abb. 16) [102].
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Abb. 16: Semiquantitative Bestimmung von Cx43

Das Histogramm zeigt die semiquantitative Analyse von Connexin43 (Cx43) in jungen und alten
Rattenherzen. Die Daten zeigen das Verhiltnis von Cx43 und Tim23. Mittelwerte und entsprechende

Standardabweichung. * p<0,05 vs junge Tiere, n=8 pro Gruppe [102].

Reprisentativer Western-Blot dargestellt mit den Banden von Cx43 und Tim23 [102].
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4 Diskussion

Bei der Kardioprotektion im Sinne einer Prikonditionierung handelt es sich um ein
Phinomen, bei welchem das AusmalBl eines Myokardinfarktes durch vorangehende
Phasen nicht letaler Ischdmien vor dem Infarktereignis reduziert wird [28]. Da der
protektive Effekt einer Prikonditionierung mit steigendem Lebensalter vermindert zu
sein scheint [86, 95, 96], konnte hierin ein Grund fiir die steigende Morbiditidt und
Mortalitdt des Myokardinfarktes im Alter zu finden sein [108, 109].

Es war zunichst das Ziel dieser Arbeit, eine Dosisfindungsstudie fiir NS1619 und
Forskolin im jungen Rattenmyokard durchzufithren, um eine moglichst niedrige
protektive Dosis zu finden, die wir auch in den darauffolgenden in vivo Versuchen
verwendet haben. Forskolin diente als indirekter PKA-Aktivator und NS1619 als mKc,-
Kanal Aktivator. Weiterhin sollte der funktionelle Zusammenhang in der Signalkette
von PKA-Aktivierung und mKc,-Kanal geklart werden. Dies wurde durch die
Aufhebung des prikonditionierenden Effektes von Forskolin durch gleichzeitige Gabe
von Iberiotoxin gezeigt. Wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit war jedoch die
Untersuchung eines altersabhidngigen Wirkverlustes kardioprotektiver Mechanismen im
postulierten Signalweg PKA-mKc,-Kanal. Es konnte gezeigt werden, dass eine im
jungen Rattenmyokard protektiv wirkende Forskolindosis, im alten Myokard keine
schiitzende Wirkung erzielt. NS1619, als mKc,-Kanal-Aktivator, konnte sowohl im
jungen wie alten Rattenherz eine Prikonditionierung initiieren. Anhand des postulierten
Signalweges, ausgehend von der PKA iiber den mKc,-Kanal, konnte die
altersabhiingige Verdnderung somit proximal des mKc,-Kanals liegen und in einer
Regulations- und  Funktionsidnderung der PKA  begriindet sein. Die
proteinbiochemischen Untersuchungen zeigen jedoch keinen altersabhingigen
Unterschied in der Aktivitit der PKA. Ein altersabhingiger Wirkverlust in dieser
Signalkette liegt scheinbar abwirts der PKA und proximal des mKc,-Kanals. Ein

moglicher Zwischenschritt konnte iiber Connexin43 ablaufen [102].

Diskussion der Dosisfindungsstudie

Die Beeinflussung mitochondrialer Kaliumkanéle scheint ein entscheidender Schritt in
der Signalkaskade der Pridkonditionierung zu sein [65, 110] und sorgt fiir erhShte

Toleranz des Myokards gegeniiber IR-Schidden [69]. Einer dieser Kanile scheint der
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kalziumabhiéngie Kaliumkanal an der inneren Mitochondrienmembran (mKc,) zu sein
[69, 110]. NS1619 (1,3-Dihydro-1-[2-hydroxy-5-(trifluoromethyl)phenyl]-5-
(trifluoromethyl)-2H-benzimidazol-2-one) gilt als Kc,-Kanalaktivator und bewirkt eine
pharmakologische Prikonditionierung [65, 69]. Bei Cao et al. fiihrte eine Behandlung
des isolierten Rattenherzes mit NS1619 zu einer InfarktgroBenreduktion und eine
pharmakologische Blockade dieser Kc,-Kanile durch Paxillin zu einer Authebung des
protektiven Effektes einer ischdmischen bzw. pharmakologischen Prikonditionierung
[65]. In einer vorherigen Arbeit in unserer Klinik konnte gezeigt werden, dass NS1619
nicht nur im jungen, sondern auch alten Rattenherz kardioprotektiv wirkt [98]. Dabei
wurde die InfarktgroBenreduktion allerdings nur mit einer einzelnen Dosierung von
NS1619 (11 pg/kg/min) untersucht und nachgewiesen. Vor dem Hintergrund, dass der
protektive Effekt im alten Myokard in dieser Arbeit eventuell nur durch Verwendung
dieser moglicherweise sehr hohen Dosis ausgelost wurde, sollte in dieser Arbeit in einer
Dosisfindungsstudie die niedrigste protektive Dosis von NS1619 ermittelt werden.
Somit sollten mogliche Nebenwirkungen, unspezifische Wirkungen und ein
Sensitivitdtsverlust der Aktivatoren minimiert werden. Als niedrigste protektive Dosis
von NS1619 wurden hier 10 pg/kg/min in den jungen Versuchstieren ermittelt [102].
Hohere Dosierungen fiihrten nicht zu einer Steigerung der kardioprotektiven Potenz.
Auf Grundlage dieses Ergebnisses wurde NS1619 in einer Dosis von 10ug/kg/min in
den folgenden Versuchsserien eingesetzt, in  welchen die protektiven
Signalmechanismen untersucht werden sollten. Wir bestitigen damit die vorherigen
Arbeiten zum protektiven Effekt von NS1619 und konnten in einem breiter

untersuchten Dosisbereich die niedrigste protektive Dosis nachweisen[102].

NS1619 ist das am meisten genutzte Agens zur Untersuchung der Effekte des mKc,-
Kanals. Und dies, obwohl es bisher nur geringe Evidenz dafiir gibt, dass diese Substanz
ein spezifischer Aktivator des Kc,-Kanals ist [111, 112]. Auch Xu et al. konnten
lediglich einen erhohten mitochondrialen K"-Einstrom messen [69]. Ob diese erhohte
Permeabilitit spezifisch fiir K'-Ionen ist, konnte mit deren Methode nicht nachgewiesen
werden [69, 112]. Zudem ist mittlerweile bekannt, dass NS1619 eine Vielzahl von
mitochondrialen Nebeneffekten auslost, darunter eine Entkopplung der mitochondrialen
Atmungskette und Bildung von ROS, die ebenfalls eine Rolle in der Kardioprotektion

spielen [71, 112-114]. Somit kann auch in dieser Arbeit nicht ausgeschlossen werden,
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dass NS1619 auch durch diese Nebeneffekte und nicht alleine durch mKc,-Kanal-

Aktivierung kardioprotektiv wirkt.

Uber welchen Mechanismus eine mKc,-Kanal6ffnung zu einer verzogerten mPTP-
Offnung, dem scheinbaren Schliisselpunkt der Kardioprotektion, fiihrt und damit die
Infarktausdehnung abnimmt, ist bisher nur unvollstindig verstanden. Dass eine
mogliche Verbindung des mKc,-Kanals und der mPTP im Rahmen der
Prikonditionierung besteht, zeigen die Daten von Cao et al. [65]. In dessen Arbeit hebt
die pharmakologische Offnung der mPTP mit Atractylosid die kardioprotektiven
Effekte von NS1619 auf und eine InfarktgroBenreduktion durch Hemmung der mPTP-
Offnung mit CyclosporinA wird nicht durch den Kc,-Kanal Inhibitor Paxillin
beeinflusst, so dass dies darauf hindeutet, dass der K¢,-Kanal proximal der mPTP liegt
[65]. Der Mechanismus aber, iiber den diese Verbindung ablduft, bleibt allerdings
ungekldrt. Messungen von Heinen et. al. deuten auf eine Steigerung des
mitochondrialen O,-Verbrauches bei mK¢,-Kanaloffnung hin. Dieser wiederum fiihrt zu
einer gesteigerten ROS-Freisetzung, die als Triggersignal protektiver Signalschritte
angesehen wird [71]. Diese Signalschritte stolen wiederum eine Kaskade an, die
letztendlich die Ca2+—Uberladung und eine massive ROS-Freisetzung wihrend der
spaten Ischamie- und friihen Reperfusionsphase reduziert [115]. Dies wire ein
moglicher Mechanismus, iiber den eine mKc,-Kanalaktivierung zu einer reduzierten
Offnung der mPTP und damit zur Kardioprotektion fithren konnte [71]. In Betracht
zichen muss man allerdings auch eine Studie von Wojtovich et al., die den
kardioprotektiven Effekt von NS1619 in Kc,-Kanal-defizienten Miusen untersucht
haben. Darin zeigt sich, dass im isolierten Herzen K¢,-Kanile fiir eine Kardioprotektion
mit NS1619 benétigt werden. An isolierten Kardiomyozyten scheint NS1619 jedoch
Kca-Kanal unabhingig einen protektiven Effekt zu besitzen, eventuell durch bereits
angesprochene Nebeneffekte. Die Autoren schlieBen daraus, dass der protektive Effekt
von NS1619 am intakten Herzen Kc,-Kanal abhingig geschieht, aber eben nicht
zellautonom, sondern eventuell durch Einfluss von kardialen neuronalen Zellen [116],
die auch K¢,-Kanile besitzen [117]. Dieser Einfluss auf den protektiven Effekt von
NS1619 konnte auch in unserem Studienmodell eine Rolle spielen. Zudem muss
erwidhnt werden, dass bisher Kc¢,-Kanile in Kardiomyozyten ausschlieflich an den

Mitochondrien und nicht an der Plasmamembran nachgewiesen wurden [80, 81]. Dies
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legt nahe, dass bei Aktivierung durch NS1619 und Blockade durch Iberiotoxin dieser

Kanile eine Beeinflussung der mitochondrialen Funktion vorliegt.

Forskolin aus der Gruppe der Diterpene wurde urspriinglich aus dem Harfenstrauch
Coleus forskohlii extrahiert [118]. Es ist ein nicht selektiver Aktivator aller Isoformen
der Adenylatcyclase, bis auf zwei Isoformen, die hauptsidchlich in der Hyophyse bzw.
Testikeln vorkommen [119]. Durch hauptsdchlich hydrophobe Wechselwirkungen
bindet Forskolin an eine Bindungstasche der Adenylatcyclase und dadurch wird die
Reaktion von ATP zu cAMP katalysiert, welches wiederum die PKA aktiviert [120].
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, ob die kardioprotektiven Effekte
von Forskolin dosisabhédngig sind und welche niedrigste Dosis von Forskolin fiir eine
Reduktion der Infarktausdehnung notig ist. Bisher existierten lediglich Daten von Huhn
et al., die einen protektiven Effekt von Forskolin in den Konzentrationen von 300 pg/kg
und 1000 pg/kg untersuchten und nachweisen konnten [98]. In dieser aktuellen
Dosisfindungsserie zeigte sich, dass eine minimale Konzentration von 30 pg/kg einen
kardioprotektiven Effekt besitzt. Eine niedrigere Dosierung (10 pg/kg) zeigte keinen
protektiven Effekt und einer Steigerung der Konzentration (100 bzw. 300 ug/kg) folgte

keine weitere Steigerung der Infarktgroenreduktion [102].

Huhn et al. zeigten, dass Forskolin als direkter Adenylatcyclaseaktivator einen
kardioprotektiven Effekt auslost und dass dieser Effekt durch den PKA-Inhibitor H-89
aufgehoben wird [98]. Die PKA ist ein proximaler Regulator des mKc,-Kanals [66, 73]
und die PKA wird wiederum durch den second messenger cAMP reguliert [74]. PKA
[79, 121] und cAMP [78] scheinen entscheidende Schritte im Ablauf einer
Kardioprotektion zu sein. Somit ist ein moglicher Signaltransduktionsweg von cAMP
und PKA iiber den mKc,-Kanal [122] und einer damit verbunden verzogerten Offnung

der mitochondrialen Permeabilititspore (mPTP) moglich.

Untersuchung des funktionellen Zusammenhangs zwischen PKA und mKcs-
Kanal

Eine Reihe von Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen deutet auf eine Bedeutung des
PKA-mKc,-Kanal-Signalwegs im Ablauf einer Kardioprotektion hin [66, 73, 98, 122].
Dies wird auch durch zwei vorherige Arbeiten von Heinen et. al. und Huhn et. al. aus

unserer Arbeitsgruppe unterstrichen, in denen der kardioprotektive Effekt von Helium

durch den Kc,-Kanal-Antagonist Iberiotoxin [45] und durch den PKA-Inhibitor H-89
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[98] aufgehoben wird. Dies verdeutlicht den moglichen Einfluss des mKc,-Kanals und
der PKA im Rahmen kardioprotektiver Interventionen. Jedoch fehlt bisher der direkte
Nachweis, dass ein kardioprotektiver Effekt einer PKA-Aktivierung iiber eine mKc,-
Kanal6ffnung vermittelt wird. Es konnte bisher lediglich gezeigt werden, dass ein
kardioprotektiver Effekt durch eine indirekte PKA-Aktivierung mittels Forskolin mit
einem PKA-Inhibitor H-89 aufgehoben wird [98] und dass eine NS1619-induzierte

mKc,-Kanal-Aktivierung durch Forskolin noch weiter gesteigert werden kann [66].

Iberiotoxin, urspriinglich aus dem Gift des roten indischen Skorpions isoliert, ist ein
Peptid aus 37 Aminosiuren [123], welches mit hoher Affinitéit an den K¢,-Kanal bindet
und dessen Offnungswahrscheinlichkeit und Dauer der Offnung hemmt [124]. Es ist
mittlerweile bekannt, dass es Iberiotoxin-resistente Kaliumkanile gibt, die allerdings
bisher nur in neuronalen Zellen gefunden werden konnten [125]. In der vorliegenden
Arbeit zeigen wir, dass Iberiotoxin in der Lage ist, eine kardioprotektive Wirkung von
Forskolin  (indirekte PKA-Aktivierung) aufzuheben. Die Infarktgrofen bei
gleichzeitiger Gabe von Forskolin und Iberiotoxin sind auf dem gleichen Niveau wie
die der Kontrollgruppen. Forskolin vermag die InfarktgroBe signifikant zu senken,
wobei die alleinige Gabe von Iberiotoxin keinen Einfluss auf die Ausbreitung des
Infarktgebietes zu haben scheint. Somit kann hiermit der Nachweis erbracht werden,
dass eine PKA-Aktivierung mit dem Adenylatcyclaseaktivator Forskolin einen
kardioprotektiven Effekt iiber den mKc,-Kanal vermittelt [102]. Zusammen mit den
Hinweisen aus anderen genannten Arbeiten und eigenen Daten unterstiitzt dies die
Uberlegung, dass der Signalweg PKA-mKc,-Kanal eine entscheidende Kaskade in der

Vermittlung kardioprotektiver Interventionen darstellt.

Kardioprotektion und Alter

Die Medizin wird aufgrund der demographischen Entwicklung immer héaufiger
Patienten behandeln, die aufgrund des hohen Alters und zahlreicher Komorbidititen
einer steigenden Gefahr einer ischiamischen Herzerkrankung ausgesetzt sind. Neben
Komorbidititen, welche die Inzidenz myokardialer Ischimien steigern, unterliegen
Kardiomyozyten altersabhingigen Verdnderungen, die scheinbar einen Verlust
kardioprotektiver Mechanismen zur Folge haben [87]. Ein Kernaspekt der vorliegenden
Arbeit besteht in der Untersuchung, inwieweit eine Kardioprotektion durch

Prikonditionierung  iiber den  PKA-mKc,-Kanal-Signalweg einer  solchen
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altersbedingten Verdnderung ausgesetzt ist. Daher wurde der protektive Effekt, der in
jungen Tieren ermittelten Konzentrationen in alten Versuchstieren gemessen und ein
altersbedingter Verlust der Kardioprotektion durch eine altersbedingte Verinderung

innerhalb des PKA-mKc,-Kanal-Singalweges untersucht.

Wie bereits beschrieben stellten sowohl Heinen et. al. und Huhn et. al. die Bedeutung
des mKc,-Kanals [45] und der PKA [98] als wichtige Schritte in der Vermittlung
kardioprotektiver Effekte heraus. Die erhobenen Daten zeigten, dass in den alten
Rattenherzen (22-24 Monate) kein kardioprotektiver Effekt im Sinne einer
InfarktgroBenreduktion messbar war [45]. Dies lieB die Autoren vermuten, dass die
altersabhidngigen Verdnderungen am mKc,-Kanal oder der vorgeschalteten
Signalkaskade begriindet sein konnten [45]. Huhn et al. zeigten, dass eine direkte
Aktivierung des mKc,-Kanals mittels NS1619 (11 pg/kg/min) in den alten Rattenherzen
(22-24 Monate) eine dhnliche InfarktgroBenreduktion auslost wie in  jungen
Rattenherzen [98]. Eine indirekte Aktivierung der PKA durch Forskolin (300 pg/kg)
zeigte in alten Rattenherzen im Gegensatz zu jungen Herzen keinen kardioprotektiven
Effekt [98]. Lediglich eine vielfach erhohte Forskolin-Dosierung (1000 pg/kg) initiierte
eine Kardioprotektion [98]. Dies konnte auf einen erhohten Reizschwellenwert im Alter
zuriickzufiihren sein, so dass bei stidrkerem prikonditionerendem Stimulus doch eine
Protektion im alten Herzen erreicht werden kann [87, 96]. Bei den Daten von Huhn et
al. konnte die ausgeltste Kardioprotektion im alten Herzen durch NS1619 ebenfalls
durch eine zu hohe Dosierung bei erhohtem Schwellenwert ausgeldst worden sein. Um
dies bei der vorliegenden Arbeit auszuschlieen, fithrten wir, wie bereits erwéhnt, die
vorangegangene Dosisfindungsstudie durch. Die Ergebnisse von Huhn et al. zeigten
also, dass eine direkte Aktivierung des mKc,-Kanals auch im Alter eine
Kardioprotektion vermittelt, wohingegen eine indirekte Aktivierung der PKA keinen

protektiven Effekt im Alter auslost [98].

In unserer Serie zur Untersuchung der Wirkung kardioprotektiver Interventionen bei
den alten Rattenherzen zeigte sich eine signifikante InfarktgroBenreduktion bei direkter
Stimulierung des mKc,-Kanals mit NS1619 in den Konzentrationen, die wir in der
Dosisfindungsstudie ermittelt haben und bei den jungen Tieren ebenfalls eine
Kardioprotektion auslosen (als niedrigste wirksame Dosis 10 bzw. als ndchsthéhere 30
pg/kg/min). Die Gabe des Adenylatcyclaseaktivators Forskolin in Dosierungen (30

bzw. 100 pg/kg), die bei den jungen Tieren eine Reduktion des Infarktes verursachen,
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zeigte jedoch keinen protektiven Effekt bei den alten Tieren [102]. Dies untermauert das
Ergebnis aus der o.g. Studie von Huhn et al., in der auch die nichsthohere Dosis von

300 pug/kg keinen protektiven Effekt zeigte.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Ursache des altersbedingten
Protektionsverlustes in der Signalkaskade proximal des mKc,-Kanals liegt,
moglicherweise bei einer verdnderten Funktion und/oder Aktivitit der PKA oder aber
auch in der Regulierung oder Aktivitit der Adenylatcyclase, sowie dessen second
messenger cAMP. Denn eine Aktivierung der Signalkette auf Hohe des mKc,-Kanals

16st bei jungen und alten Versuchstieren eine Kardioprotektion aus.

Daher wurde untersucht, ob im steigenden Alter eine Reduzierung des cAMP-Spiegels
als Zeichen einer verdnderten Adenylatcyclase-Aktivitit vorliegt. Mittels ELISA
wurden die basalen, als auch die durch Forskolin gesteigerten cAMP-Spiegel gemessen.
Im jungen Myokard ist eine cAMP-Konzentration von 4,3+0,4 pmol/mg und in den
alten Herzen von 3,4+0,5 pmol/mg messbar [102]. Lediglich diese nicht signifikante
geringe Reduzierung ist im alten Myokard messbar, wobei jedoch bekannt ist, dass im
Alter eine um etwa 20-30 % reduzierte enzymatische Aktivitit der Adenylatcyclase
vorliegt [126]. Nach der Applikation des Adenylatcyclaseaktivators Forskolin steigen
im jungen wie im alten Herzen die cAMP-Spiegel gleichwertig an, wobei es keinen
Unterschied zwischen jungen und alten Herzen gibt [102]. Somit scheinen keine
altersbedingten Verinderungen der Adenylatcyclase im Myokard vorzuliegen und die
Aktivitdt der Adenylatcyclase kann in gleichem MaBie im jungen wie alten Myokard
gesteigert werden. Dies deckt sich im Wesentlichen auch mit den Daten, die von Huhn
et al. erhoben wurden [98]. Ein altersbedingter Wirkverlust kardioprotektiver

Mechanismen lisst sich somit nicht auf der Ebene der Adenylatcyclase erklidren.

Zur weiteren Kldrung, ob eine altersbedingte Verdnderung der PKA-Aktivitit vorliegt,
wurde diese in jungen und alten Rattenherzen anhand der Phosphorylierung von
Phospholamban als Zielprotein der PKA [127] untersucht. Es zeigte sich, dass im
jungen und alten Rattenmyokard ein #hnlicher basaler Phosphorylierungsgrad von
Phospholamban vorliegt. Durch Forskolin stimuliert ist eine Steigerung der
Phospholamban-Phosphorylierung messbar, die in jungen und alten Versuchstieren
ebenfalls dhnlich ist. Somit begleitet eine Steigerung der cAMP-Spiegel durch Forskolin

auch eine Steigerung der PKA-Aktivitit und zwar ohne messbaren Einfluss des Alters
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[102]. Dies ist insofern eine neue Erkenntnis, da Huhn et al. 2012 feststellten, dass im
alten Herzen ein durch Forskolin gesteigerter cAMP-Spiegel nicht von einer
gesteigerten PKA-Aktivitdat im alten Myokard begleitet wird, was diese Arbeitsgruppe
als einen alterungsbedingten Unterschied in der PKA-Regulation interpretierten [98].
Allerdings wurde in dieser Studie eine Forskolin-Dosierung von 300 pg/kg eingesetzt.
Diese Dosierung ist um den Faktor 10 hoher als die Dosierung der vorliegenden Arbeit.
Somit konnte der Hinweis auf alterungsbedingte Unterschiede durch Verwendung
dieser ,,supra-pharmakologischen” Dosierung hervorgerufen sein. Diesen Umstand
wollten wir mit der aktuellen Studie verhindern, indem wir durch den strukturellen
Ansatz zunichst eine Dosisfindungsstudie durchfiihrten. Insgesamt deuten unsere neuen
Daten darauf hin, dass die Regulation der PKA keiner alterungsbedingten Verdnderung
unterliegt und somit auch nicht die Ursache des altersbedingten Verlustes der

Kardioprotektion darstellen kann.

Diese neuen Erkenntnisse machen eine weitere Uberlegung erforderlich, inwieweit ein
altersabhingiger Wirkverlust im Signalweg der PKA und des mK¢,-Kanals bedingt sein
konnte. Es scheint also, dass eine Verdnderung im Alter abwérts der PKA und proximal
des mKc,-Kanals lokalisiert ist und dass moglicherweise der mKc,-Kanal nicht direkt
durch die PKA sondern iiber einen oder mehrere Zwischenschritte reguliert wird. Ein
moglicher Kandidat fiir die Interaktion zwischen PKA und mKc,-Kanal konnte
Connexin43 sein. Die Griinde fiir diese Annahme werden im Folgenden genauer

erlautert.

Connexin 43

Connexone werden Kanile genannt, die aus Connexinen aufgebaut sind und fiir die
Zell-Zell-Kommunikation eine entscheidende Rolle spielen [128], so auch im Herzen
fiir eine abgestimmte Kontraktion des Myokards [99] und in der Signalvermittlung

kardioprotektiver Mechanismen [99, 129].

Connexin43 (Cx43) ist das vorherrschende Connexin im Ventrikel [130]. Dabei ist es
vor allem am Sarkolemm lokalisiert, wo sechs Connexine ein Connexon (hemichannel)
bilden [129, 131]. Zwei dieser Connexone benachbarter Zellen bilden eine Pore, die fiir
eine elektrische Kopplung der Zellen verantwortlich ist [129, 131]. Gruppierungen
solcher Poren erzeugen Gap junctions [129]. Regulierung erfahren die Hemichannel

dabei unter anderem durch eine Phosphorylierung von Cx43 [130-132]. Neben
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Phosphatasen und verschiedenen Kinasen (PKC, PKG oder MAPK), besitzt auch die
PKA mogliche Phosphorylierungsstellen am Cx43 [130, 133, 134], wie an Serin 364 am
C-Terminus [135].

Der Phosphorylierungsgrad von Cx43 scheint bei der Ischimie eine wichtige Rolle zu
spielen. Unter physiologischen Bedingungen ist Cx43 hauptsédchlich phosphoryliert
[130] und bleibt dies auch in der Anfangsphase einer Ischamie [136]. Jedoch scheint
eine zunehmende Ischdmiedauer mit einer weiteren Dephsosphorylierung verbunden zu
sein [136, 137], die einerseits eine Offnung Cx43-bildender Hemichannel [138, 139],
andererseits eine Translokation von Cx43 nach intrazellulidr zur Folge hat [137]. Die
Offnung von Hemichannels bewirkt einen Zellschaden [140], indem sie zum
osmotischen Ungleichgewicht wihrend einer Ischdmie und Reperfusion beitrigt [138,
139] und ein Verlust der Volumenregulation geht dabei mit einem irreversiblen

Ischamieschaden einher [141].

Ein Prikonditionierung sorgt fiir eine verringerte Dephosphorylierung von Cx43
[136, 142] und moglicherweise geringere Wahrscheinlichkeit fiir die dadurch
beschriebenen Folgen fiir die Zelle. Auch die Translokation von Cx43 vom Sarkolemm
zum Zytosol wihrend der Ischdmie ist durch Prikonditionierung erheblich reduziert
[142]. Dies deutet auf eine Beteiligung von Cx43 in prikonditionierenden Mechanismen
hin und folgerichtig zeigen Versuche mit Cx43-defizienten Miusen, dass im Gegensatz
zu Wildtypen, keine ischdmische Prikonditionierung moglich ist [143, 144]. Allerdings
scheinen dabei weniger die Gap junctions oder eine Zellkommunikation eine Rolle zu
spielen, denn auch bei isolierten Kardiomyozyten aus Cx43-defizienten Miusen sind
keine kardioprotektiven Effekte nach simulierter Ischdmie und Reperfusion zu
beobachten [145]. Auch die Gabe von Diazoxid, ein Agens welches durch Einfluss auf
den mKarp-Kanal und die ROS-Bildung prikonditionierend wirkt [146], zeigte in
Cx43-defizienten Kardiomyozyten ein Defizit an reaktiven Sauerstoffspezies und einen

Verlust der Protektion [147].

Ubereinstimmend werden die Mitochondrien als entscheidende Vermittler in der
Kardioprotektion gesehen [22, 141]. Cx43 ist in kardialen Mitochondrien vorhanden
[107, 148-150] und dessen Gehalt kann durch ischidmische Prikonditionierung
gesteigert werden [107]. Ahnlich wie Cx43 am Sarkolemm, ist auch das mitochondriale

Cx43 vor und nach ischdmischer Prikonditionierung phosphoryliert und nach
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langanhaltender Ischdmie ebenfalls vollstindig dephosphoryliert [107]. Somit reagiert
das mitochondriale Cx43 &hnlich auf eine Ischdmie und Prikonditionierung wie es

bereits bei sarkolemmalen Cx43 nachgewiesen werden konnte [136, 142].

Somit existieren Hinweise, dass Cx43 ein wichtiger Baustein in der Vermittlung
kardioprotektiver Mechanismen ist. Die genaue Rolle aber, die Cx43 dabei einnimmt,
bleibt bisher ungeklirt. Es gibt jedoch Hinweise, die einen Einfluss von Cx43 in den
PKA-mKc,-Kanal vermuten lassen. Es gibt eine Verbindung des mitochondrialen
Kaliumeinstromes und Cx43 in Kardiomyozyten [150, 151]. Denn mitochondriales
Cx43 tragt zu einem mitochondrialem Kaliumeinstrom bei [150] und sowohl in Cx43-
defizienten Midusen als auch durch Blockade von mitochondrialem Cx43 mittels GAP19
zeigte sich ein Riickgang in der Geschwindigkeit des Kalium-Einstroms [151]. Da diese
Versuchsserien auch in Anwesenheit von Glibenclamid, einem Katp-Kanal-Blocker
[152], durchgefiihrt wurden, kann nicht von einem Effekt von Cx43 auf den mKarp-
Kanal ausgegangen werden [151]. Entweder bilden sich vermeintliche Cx43-basierte
Hemichannel oder Cx43 besitzt Einfluss auf bereits vorhandene Kaliumkanile, wie den
mKc,-Kanal [151]. Damit wire eine mogliche Verbindung des mK,-Kanals und Cx43
gegeben. Zusammen mit der Erkenntnis, dass Cx43 ein Zielprotein der PKA ist [130,
133], lasst sich die Hypothese formulieren, dass ein kardioprotektiver Effekt von der

PKA iiber Cx43 auf den mKc,-Kanal vermittelt wird.

PKA—Cx43—mKE—KanaI—Signalweg

ac = cave 4 = ((pka 1) > (a3 )= (mkeKanal 1] = mete | = Kardioproteition

Abb. 17: PKA-Cx43-mK,-Kanal-Signalweg

Dargestellt ist der mogliche Signaltransduktionsweg einer Kardioprotektion. AC=Adenylatcyclase,
cAMP=cyclisches Adenosinmonophosphat, PKA=Proteinkinase A, Cx43=Connexin43, mKc,-
Kanal=mitochondrialer Kalzium-abhingiger Kaliumkanal, mPTP=mitochondriale Permeabilitdtspore

[102]
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Neben vielen anderen Proteinen und Signalmolekiilen, existiert auch fir Cx43 ein
altersabhingiger Einfluss [86]. In den Ventrikeln von Hamstern [153] und dem
Sinusknoten von Schweinen [154] ist ein reduzierter Gehalt von Cx43 im Alter
messbar. Beim Menschen zeigt eine Studie, dass eine Verminderung von Cx43 mit
einer Herzinsuffizienz assoziiert ist, die vermehrt zu Arrhythmien und kontraktiler
Dysfunktion fiihrt [155] und in solch einem Myokard scheint eine ischdmische
Prikonditionierung und Kardioprotektion aufgehoben [156]. Boengler et al. fiihren
einen Verlust kardioprotektiver Malnahmen bei alten Miusen (>13 Monaten) auf den
verringerten Gehalt von Cx43 sowohl am Sarkolemm als auch in Mitochondrien zuriick
[157]. Somit konnte auch eine alterungsbedingte Reduktion des Cx43-Gehaltes am
Wirkverlust kardioprotektiver Mechnismen im Alter mitverantwortlich sein. Dabei
scheint jedoch der Gehalt an mitochondrialem Cx43 der entscheidende Punkt zu sein,
weniger als das Cx43, das an der Bildung von Gap junctions beteiligt ist [157]. Denn in
den Experimenten, in denen beispielsweise nur das mitochondriale Cx43 reduziert war,
konnte ein Verlust der Kardioprotektion beobachtet werden [148, 157]. Bisher hat sich
gezeigt, dass lediglich subsarkolemmale Mitochondrien (SSM) Cx43 enthalten,
interfibrillire Mitochondrien (IFM) scheinen kein Cx43 zu enthalten [158]. Im Alter
scheint jedoch lediglich die metabolische Funktion von IFM beeintrichtigt zu sein
[93, 159]. Dies fiihrt zu einer scheinbar widerspriichlichen Situation. Jedoch kénnten
die SSM vor allem wegen des vorhandenen Cx43 beim altersabhdngigen Verlust der
Kardioprotektion eine grofere Rolle spielen, als die allgemeineren metabolischen
Veridnderungen der IFM im steigenden Alter [160]. Eventuell konnte auch die
Kommunikation beider Populationen bei der Kardioprotektion im Alter beeintrichtigt

sein [160].

Unsere Ergebnisse unterstreichen die Feststellung, dass eine Reduzierung des Cx43-
Gehaltes im alten Herz der Ratten messbar ist. In der isolierten Mitochondrien-Fraktion
(Fraktion M2) zeigte sich eine Reduzierung des Cx43-Gehaltes im alten Rattenmyokard
[102]. Obwohl in der untersuchten Mitochondrienfraktion M2 keine nicht-
mitochondrialen Proteine nachweisbar waren, ist nicht sicher auszuschliefen, dass eine
geringe Kontamination mit nicht-mitochondrialen Proteinen vorlag und daher konnte
der geringere Gehalt zu einem Teil auch durch einen verminderten zelluldren Cx43-
Gehalt bedingt sein. Zudem konnte durch unsere Methode keine Trennung von IFM uns

SSM erfolgen, so dass wir eine Mischpopulation ausgewertet haben.
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Es lassen sich folgende Eigenschaften von Cx43 festhalten, die es als attraktiven
Kandidaten erscheinen lassen, einen Einfluss auf den alterungsbedingten Wirkverlust
kardioprotektiver Mechanismen in der Signalkette von PKA und mKc,-Kanal zu haben.
Zunichst ist Cx43 das vorherrschende Connexin im Ventrikel [130] und ist neben der
Bildung an Gap junctions auch an Signalwegen beteiligt [161]. Es ist neben der
Existenz am Sarkolemm auch an der inneren Membran [107, 148-150] von
subsarkolemmalen Mitochondrien [158] nachweisbar. Dort ist eine Beteiligung von
Cx43 an der Regulierung des mitochondrialen Kaliumeinstroms festgestellt worden
[151]. Cx43 besitzt Phosphorylierungstellen fiir die PKA [133, 135] und eine
verminderte Dephosphorylierung wihrend einer Ischidmie ist verkniipft mit einer
ischdmischen  Prikonditionierung [136, 142], wihrend eine zunehmende
Dephosporylierung mit Offnung von Hemichannels [136, 138] und zunehmendem
Zellschaden verbunden ist [140]. Des Weiteren ist Cx43 fiir eine Kardioprotektion
notwendig [143] und ist nach ischdmischer Prikonditionierung verstirkt vorhanden
[107]. Dagegen ist im Alter jedoch ein verminderter Gehalt sowohl am Sarkolemm als
auch an den Mitochondrien feststellbar [102, 156, 157]. Zusammenfassend deutet dies
auf eine mogliche Interaktion von PKA, Cx43 und mKc,-Kanal im Rahmen einer
Prikonditionierung hin. Allerdings muss sowohl die mechanistische Verbindung als
auch eine mogliche Bedeutung von Cx43 als Ursache des alterungsbedingten
Wirkverlustes kardioprotektiver Untersuchungen in zukiinftigen Studien genauer
untersucht werden. In unserer Arbeitsgruppe konnte zuletzt gezeigt werden, dass beim
isolierten Rattenherz an einer Langendorff-Anlage durch eine Cx43-Inhibition mittels
Gap-27 bzw. Heptanol keine Forskolin-induzierte Kardioprotektion auslosbar ist [102].
Dies deutet ebenfalls auf eine entscheidende Bedeutung von Cx43 im PKA-mKc,-Kanal
Signalweg hin [102].

Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit konnte mehrere Fragen beantworten. Durch den strukturellen
Ansatz ist zunédchst geklidrt worden, welche niedrigste Dosis fiir die pharmakologische
Prikonditionierung in vivo mittels NS1619 und Forskolin in den jungen Ratten notig ist
und dass dadurch eine signifikante InfarktgroBenreduzierung in den jungen Tieren
auszulosen ist. Durch die Verabreichung von Forskolin und Iberiotoxin ist gezeigt
worden, dass die Signalkaskade ausgelost durch PKA-Aktivierung iiber den mKc,-

Kanal ablduft. Iberiotoxin konnte die Forskolin-induzierte InfarktgroBenreduktion
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auftheben. Die Versuchsreihen zum altersabhédngigen Wirkverlust demonstrieren, dass
eine in den jungen Ratten wirksame Dosis Forskolin in den alten Ratten keine
Protektion hervorruft. NS1619 hingegen fiihrt auch bei alten Tieren mit gleicher
Dosierung wie bei jungen Versuchstieren zu einer Infarktgroenreduktion.
Darauffolgende Untersuchungen einer somit altersabhingigen Regulations- und
Funktionsdnderung der PKA zeigen, dass es keinen Altersunterschied in der basalen
PKA-Aktivitit gibt. Weiterhin zeigt eine Forskolin-Behandlung keine Unterschiede in
der Steigerung der PKA-Aktivitdt im Vergleich der jungen mit alten Tieren, mit denen
ein altersabhingiger Wirkverlust zu erkldren wire. Dies ldsst den Schluss zu, dass in der
Signalkaskade von mKc,-Kanal und PKA ein oder mehrere weitere Signalschritte liegen
miissen, die einem altersabhiéngigen Wirkverlust unterlegen sind. Dabei scheint

Connexin43 ein vielversprechender moglicher Kandidat zu sein.

Zukiinftige Untersuchungen sollten den funktionellen Zusammenhang von Connexin43
im Signalweg PKA-mKc,-Kanal und dessen Einfluss auf den alterungsbedingten

Wirkverlust kardioprotektiver Mechanismen genauer aufkliren.

Methodenkritik

Fiir die Untersuchung der kardioprotektiven Effekte von Forskolin und NS1619 nutzten
wir in dieser Studie ein open-chest in vivo Modell. Dies sollte realitdtsnahe
Bedingungen schaffen und schlieBt auch Reaktionen des Organismus mit ein, wie
variable Himodynamik und humorale Einflussfaktoren, die in einem in vitro Modell
nicht moglich wiren. Allerdings bedingt dies auch eine Vielzahl an Einflussfaktoren,
die allerdings durch die standardisierten Bedingungen wihrend des Experiments
minimiert wurden. Durch Verschluss der linken Koronararterie wurde bei allen
Versuchstieren einen Myokardinfarkt ausgelost. Von entscheidender Bedeutung fiir die
Ausbreitung und Ausbildung des Infarktes sind die Dauer der Ischdamie, die Temperatur
und die kollaterale Blutversorgung. Alle Versuchstiere wurden einer 25-miniitigen
Ischimie unterzogen, da erfahrungsgeméil diese Dauer fiir eine irreversible Nekrose in
den Kardiomyozyten ausreicht. Um starke Temperaturschwankungen zu vermeiden und
somit die InfarktgroBen zu veridndern, wurde eine konstante Temperatur der Tiere von
38°C mittels Wirmeplatte aufrecht erhalten. Zudem ist das Infarktmodell mit Ligatur
der linken Koronararterie verstindlicherweise abhingig vom Operateur und dessen

Erfahrung, da die erfolgreiche Ligatur durch Hypokinesie und regionaler Zyanose
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beurteilt wird. Die vorliegenden in vivo Versuche wurden von zwei Mitarbeitern der
Klinik durchgefiihrt, die mit diesem Infarktmodell sehr vertraut und erfahren sind. Die
entstehenden Infarktgrolen sind abhingig durch die Anlage der Ligatur und der
unterschiedlichen GefdBanlagen und anatomischen Normvarianten der Versuchstiere.
Als Qualitétskriterium zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Auswertung der
area at risk zwischen den einzelnen Tieren. Zudem besitzen kleine Nagetiere nur einen
geringen bis gar keinen kollateralen Blutkreislauf [162], so dass es in unserer
Untersuchung sehr unwahrscheinlich zu einer Beeinflussung der Infarktgroen durch
den kollateralen Blutkreislauf kam. Wir wihlten Pentobarbital zur Narkoseeinleitung
und —fithrung, da es keine pharmakologische Prikonditionierung induziert und nur
einen geringen Einfluss auf die Himodynamik besitzt. Es gibt allerdings den Hinweis,
dass Pentobarbital den mKatp-Kanal inhibiert [163]. Daher konnen wir nicht
ausschlielen, dass die Pentobarbitalgabe auch in unserer Studie einen Einfluss auf die

Messungen hat. Allerdings wurden alle Tiere identisch behandelt.

Die planimetrische Bestimmung der Infarktgroen nach TTC-Farbung beinhaltet zwar
eine methodische Ungenauigkeit, ist allerdings eine anerkannte und zuverldssige
Methode zur InfarktgroBenmessung [164] und ist auch in unserer Klinik gut etabliert.
Bei der Analyse war ich fiir die Gruppenzugehorigkeit der Tiere verblindet. Die
Analyse wurde von einem zweiten Untersucher, der ebenfalls verblindet war,
durchgefiihrt, und bestitigte das von mir erhobene Ergebnis. Fiir diese Firbemethode
wird eine entsprechende Zeit benotigt, um Reduktionsidquivalente ausreichend aus dem
infarzierten Gewebe auszuwaschen. In unserer Arbeitsgruppe hat sich eine

Reperfusionszeit von 120 Minuten etabliert [45, 98].
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