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1 Einleitung

1.1 Akuter Myokardinfarkt

Ein Myokardinfarkt (Herzinfarkt) ist eine irreversible Verletzung des Myokards (Herz-
gewebe), die durch anhaltende Ischadmie und Hypoxie verursacht wird [1]. Er aufdert sich
meist durch starke Brustschmerzen, Schwitzen oder Atembeschwerden. Risikofaktoren
sind Bluthochdruck, Fettstoffwechselstérungen, Diabetes mellitus, Ubergewicht sowie
ungesunde Erndhrung und Rauchen. Wahrend eines Myokardinfarktes (MI) kommt es zum
Verschluss eines Blutgefalies, meist ausgeldst durch einen atherosklerotischen Plaque [2].
Atherosklerose ist eine sich Uber die Jahre entwickelnde Erkrankung des arteriellen
Gefallsystems, die zur Instabilitat der GefaBwande fuhrt. Ein erhéhter Cholesterinspiegel
fuhrt zur Ansammlung von Lipiden in den GefaRwanden mit der Folge von Entziindungs-
reaktionen. In der Regel entsteht ein MI durch Plaqueruptur. Hier entsteht dann durch
Thrombozytenaktivierung ein Thrombus, der das Gefall entweder am Ort des Plaques
verschliel3t oder weiter distal, wenn der Thrombus aufgebrochen ist und rupturiert hat. Ein
Bericht des Statistischen Bundesamtes aus dem Jahr 2017 gibt als haufigste Todes-
ursache in Deutschland fir das Jahr 2015 die chronisch ischamische Herzkrankheit an,
dicht gefolgt vom akuten Myokardinfarkt (AMI) und der Herzinsuffizienz (Abbildung 1) [3].

Nach einem Bericht der European Society of Cardiology aus dem Jahr 2012 stirbt jeder
sechste Europaer und jede siebte Europderin an einem Myokardinfarkt (M) [4].

Ein Grund fir die hohe Sterblichkeit nach Ml ist, dass meist zu viel Zeit vergeht, bis die
Patienten behandelt werden. Derzeit ist keine Regeneration von abgestorbenem Herz-
gewebe durch Zellteilung mdglich. Daher muss es das Ziel sein, moglichst schnell eine

Reperfusion des unterversorgten Myokards zu gewahrleisten.
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Abbildung 1: Die 10 haufigsten Todesursachen 2015

1.2 Zeitraum nach einem Myokardinfarkt

Sobald das unterversorgte Gewebe nach Eréffnung des Koronararterienverschlusses
wieder reperfundiert wird, kommt es durch Sauerstoffradikale, die wahrend der Ischamie
entstanden sind, zur weiteren Schadigung des Myokards [5]. Eine Reperfusion des
Gewebes ist jedoch notwendig. In Versuchen konnte gezeigt werden, dass der Infarkt-
schaden ohne Wiederherstellung der Reperfusion hoéher ausfallt als mit Reperfusion [6].

Die Zeit wahrend der Reperfusion nach einem Ml kann in drei Phasen unterteilt werden.

e Entziindliche Phase: 3 bis 72 Stunden nach einem MI beginnt die entziindliche Phase
[7]. Die meisten Kardiomyozyten (Herzmuskelzellen) sterben bereits wahrend der
ischamischen Phase und kurz danach, also innerhalb der ersten Minuten nach Beginn
der Reperfusion. Defekte oder sterbende Kardiomyozyten schiitten reaktive Sauer-
stoffspezies aus [8]. Dadurch werden Entziindungsmediatoren aktiviert, die wiederum

neutrophile Zellen rekrutieren, die in das infarzierte Gewebe einwandern [7]. Leukozyten
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saubern das infarzierte Gewebe von toten Zellen, beispielsweise von Kardiomyozyten
und Uberresten der Matrix. Zuséatzlich setzt der Tumornekrosefaktor a (TNF a) in Kardi-
omyozyten apoptotische und nekrotische Prozesse in Gang. Circa 48 bis 72 Stunden
nach Reperfusion des ischamischen Gewebes erreicht der durch Nekrose und Apoptose
beeinflusste Zelltod sein Maximum und steigt nicht weiter an [8]. Zwei Tage nach Ml
kommt es zu einer erhdhten Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten und zu
einer Aktivierung der Myofibroblasten [7]. Aulkerdem findet eine Degradierung von Typ I-
und Typ llI-Kollagen statt [9]. Uber das weiter entfernt liegende nicht-ischdmische
Gewebe, auch remote Gebiet genannt, und das Verhalten der dort angesiedelten
Kardiomyozyten ist in dieser Phase wenig bekannt.

e Proliferative Phase: Wahrend der proliferativen Phase, circa 72 Stunden bis 7 Tage
nach einem MI, wird die Synthese von Entziindungsmediatoren eingestellt [7]. Wahrend
dieses Heilungsprozesses produzieren aktivierte Myofibroblasten vermehrt Kollagen |
und lll, die fur den Erhalt der extrazellularen Matrix sorgen. Tote Kardiomyozyten
werden durch Kollagen ersetzt.

o Reifephase: 28 Tage nach MI ist das aus apoptotischen Kardiomyozyten und
Fibroblasten bestehende nekrotische Gewebe komplett durch fibréses Gewebe ersetzt
[7. Es kommt zur Narbenbildung. Die Kardiomyozyten des benachbarten, dem
ischamischen Gebiet direkt anliegenden Gewebes und des nicht-ischamischen Gebietes
verandern sich in ihrer Form [10]. Sie wachsen in die Lange und hypertrophieren. Im
Laufe der Zeit kommt es beim kardialen Wiederaufbau zur Verdickung der Herzwand
[11]. Das Herz wird steifer. Die Folgen sind Hypertrophie und/oder Dilatation bis zur

chronischen Herzinsuffizienz [12].

1.3 Ischamisches Gebiet, Randzone und nicht-ischamisches
Gebiet

Nach erfolgter Ischamie und eingeleiteter Reperfusion wird das Herz in drei Regionen

unterteilt: in das ischamische Gebiet, in die Randzonen und in das weiter entfernt liegende,

nicht-ischamische Gebiet. Im Folgenden werden diese drei Regionen kurz charakterisiert

(Abbildung 2).
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Abbildung 2: Schematische Einteilung des Herzens in remote Gebiet, Randzonengebiet und
ischamisches Gebiet

1.3.1 Ischamisches Gebiet

Wahrend der Okklusion der linken vorderen Koronararterie (LAD) ist der Blutfluss zum
ischamischen Gewebe gestoppt. Zellen in dieser Geweberegion, zum Beispiel Kardio-
myozyten, gehen in einen anaeroben Zustand Uber. Es kommt zu Nekrose und Apoptose

der Kardiomyozyten im ischamischen Gebiet.

Nach erfolgter Ischamie ist es wichtig, dass das Gewebe mdoglichst schnell wieder
reperfundiert und dadurch oxygeniert wird, um die InfarkigréBe zu reduzieren, die
kontraktile Funktion zu erhalten und hohen Zellverlust abzuwenden [13]. Natrium- und
Wasserstoff-lonen, die sich wahrend der ischdmischen Phase in der Kardiomyozyte
angesammelt haben, werden beseitigt. Dadurch normalisiert sich auch der pH-Wert wieder.
Durch die vorausgegangene Azidose und Hypoxie wird das Komplementsystem aktiviert.
Es kommt zur Stimulation von Leukozyten und Endothelzellen [14]. Aktivierte Leukozyten
setzen im ischamischen Myokard Interleukine und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) frei.
Beispielsweise produzieren Leukozyten vermehrt Stickstoffmonoxid (NO). Dieses reagiert
mit Superoxid zu Peroxynitrit, einem stark toxischen Oxidans [14]. Der Anstieg von ROS
und Wasserstoffperoxid wahrend der Reperfusionsphase flihrt zur Peroxidation von Lipiden
und Oxidation von Sulfhydrylgruppen [15]. ROS reagieren beispielsweise mit Phospho-
lipiden der Membranen, was zur Instabilitdt dieser Membranen fihrt. Es kommt zum

Einstromen von Wasser ins Zellinnere. Die Zellen schwellen an. Die Folge ist eine Ruptur
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der Zellmembran. Zudem kommt es zur mechanischen Instabilitat und zu einer

Hyperkontraktur der Kardiomyozyten (naheres hierzu unter Kapitel 1.6) [16]. ROS

interagieren vor allem mit Tyrosinresten und verandern die Aktivitaten wichtiger Proteine
und Enzyme [15, 17].

Abbildung 3: Farbung eines Herzschnittes aus dem ischdmischen Gebiet 24 Stunden nach Ischa-
mie/Reperfusion (I/R)
Die Zellmembran der Kardiomyozyten ist griin und der Zellkern ist blau gefarbt (2.1.4.1).

Histologisch betrachtet kommt es im ischamischen Areal zum Absterben der Kardio-
myozyten, wobei sich die Zellkerne verdichten und schlieRlich auflésen (Abbildung 3). Die
Zellmembran der Kardiomyozyten, hier griin gefarbt, wird insbesondere durch Sauerstoff-
radikale instabil, durch Wassereinstrom schwillt die Zelle an und die Zellmembran 18st sich

teilweise auf [16].

Ischamie verursacht auch Veradnderungen der kontraktilen Funktion [18]. Wahrend das
schlagende Herz sich im ischamischen Zustand befindet, fallt die Kraftentwicklung
drastisch ab. Bei langer als 20 Minuten andauerndem ischamischem Zustand kommt es
zur kontraktilen Dysfunktion. Der Muskelschaden kann durch eine darauffolgende

Reperfusion nicht mehr vollstandig behoben werden [19].

1.3.2 Randzone

Das Randzonengewebe grenzt sowohl an das nicht-kontraktile ischamische Myokard als
auch an das kontraktile nicht-ischdmische Myokard [20]. Wa&hrend im ischdmischen
Gewebe der koronare Blutfluss unterbrochen ist, ist dies in der Randzone nicht der Fall.
Diese Geweberegion ist von der Sauerstoff- und Nahrstoffunterversorgung nicht betroffen.
Kardiomyozyten in dieser Region sind jedoch uUber Zellkontakte mit nekrotischen Zellen des
Infarktgebietes verbunden. Sie erfahren somit auch oxidativen und nitrosativen Stress.

Somit sind auch im Randzonengewebe apoptotische Kardiomyozyten zu finden. Es kommt
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auch hier zum Funktionsverlust, Kardiomyozyten hypertrophieren und eine mechanische

Dysfunktion im Randzonengebiet ist die Folge.

1.3.3 Nicht-ischamisches Gebiet (remote Gebiet)

Das nicht-ischamische Gebiet, haufig auch als remote Gebiet bezeichnet, ist das Gewebe,
welches nicht von der Ischamie betroffen ist [11, 21]. Es wird weiterhin mit Blut und

Nahrstoffen versorgt. Es handelt sich nicht um das direkt an das Infarktgebiet angrenzende

Gewebe, sondern es ist durch das Randzonengebiet von dem ischamischen Gebiet ge-
trennt (Abbildung 2).

Abbildung 4: Farbung eines Herzschnittes aus der nicht-ischamischen (remote) Region 24 Stunden
nach I/R
Die Zellmembran der Kardiomyozyten ist griin und der Zellkern ist blau gefarbt (2.1.4.1).

Die Zellkerne der Kardiomyozyten im ischamischen Gebiet sind verdichtet und es kommt
zur Auflésung des Zellkerns (Abbildung 3) [6]. Das nicht-ischamische Gewebe dagegen ist
von gesundem Myokard morphologisch nicht zu unterscheiden, die Zellwande sind nicht

beschadigt und die Zellkerne haben sich nicht aufgeldst (Abbildung 4).

Durch die méglichst zlgig nach Ischamie eingeleitete Reperfusion des unterversorgten
ischamischen Gewebes werden jedoch Prozesse in Gang gesetzt, die bisher nicht-
betroffenen Bereiche des Herzens schadigen kénnen [22]. Aus dem ischamischen Gebiet
freigesetzte Metabolite oder freie Sauerstoffradikale kénnen Gber den Blutfluss auch ent-
fernter liegende, gesunde Gebiete des Herzens erreichen und dort zu Veranderungen fih-
ren. Reaktive Sauerstoffspezies kénnen beispielsweise mit Proteinen, Lipiden oder Zu-
ckermolekiilen interagieren und somit zu Einschrankungen in Zellen flihren. Daher ist auch
das remote Gewebe dem oxidativen und nitrosativen Stress ausgesetzt. Aulerdem veran-

dert sich durch den Funktionsverlust in den ischamischen Herzarealen die mechanische
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Belastung des remote Myokards [20]. Langfristig verandern sich Kardiomyozyten in ihrer

Grole und Form. Kardiale Hypertrophie und Herzinsuffizienz nach Ml sind die Folgen.

1.3.4 Ischamiephase

Nach einem 30 bis 45-minutigen Verschluss der Koronararterien beginnt der Zelluntergang
in den Herzinnenschichten und breitet sich im weiteren Verlauf auf die aulleren Herz-
schichten aus [5]. Durch den Verschluss der Koronararterien wird die koronare
Durchblutung unterbrochen und die betroffenen Teile des Herzens werden nicht mehr
ausreichend mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt. Die aerobe Energiegewinnung durch
die Mitochondrien in den Kardiomyozyten ist eingeschrankt. Die Kardiomyozyten werden
mit Na* und Ca®" Uiberflutet. Aktivierte Proteasen fihren zur Zerstérung der Zellmembran,
schliellich kommt es zum Zelltod [23]. Die Ursachen flr diesen Tod auf zellularer und sub-

zellularer Ebene sind jedoch bis heute nicht vollkommen geklart.

1.4 Versuchsmodelle fur I/R

Um die pathophysiologischen Mechanismen nach MI zu verstehen und daraus neue thera-
peutische Interventionen abzuleiten, gibt es Tierversuchsmodelle, mit denen die
Ischamie/Reperfusion (I/R) am Tier moglichst realitidtsgetreu zu dem MI des Menschen
nachgestellt werden kann [24]. Im Folgenden werden drei dieser Versuchsmodelle kurz

erlautert und die bekannten Vor- und Nachteile dargestellt.

1.4.1 Permanente Ligatur

Bei der permanenten Ligatur wird das Versuchstier narkotisiert und sediert [25]. Es erfolgt
eine Thorakotomie. Die linke vordere Koronararterie (LAD) wird abgebunden und eine
Ischamie ausgel6st. Es erfolgt keine Reperfusion der LAD. Nachteil der permanenten
Ligatur ist, dass dieses Modell am weitesten vom Klinikalltag entfernt ist, denn die
European Society of Cardiology empfiehlt in ihren Richtlinien von 2017, bei Patienten mit
akutem Koronararterienverschluss sofort eine Reperfusionstherapie einzuleiten [26]. Bei
der permanenten Ligatur bleibt die LAD verschlossen, eine Reperfusion unterbleibt [25].
Das Modell der permanenten Ligatur unterscheidet sich somit grundsatzlich von den Is-
chamie-/Reperfusionsmodellen. Es wird hauptsachlich zur Erforschung der Herzfunktion
und des ventrikularen Umbaus nach MI verwendet. Das Infarktgebiet ist 24 Stunden nach
permanenter Ligatur klar definierbar und die Entziindungsprozesse sind gut einzuordnen.
Die Herzfunktion wird durch die Ausbreitung des infarzierten Gebietes, die darauffolgenden

Heilungsprozesse und die Narbenbildung nach MI beeinflusst. Es kommt zu
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linksventrikularer Dilatation, zu kardialer Hypertrophie und zum ventrikuldaren remodeling

des Herzgewebes [25, 27].

1.4.2 Ischamieinduktion bei offenem Thorax

Die Durchfihrung der Ischamieinduktion beinhaltet das Narkotisieren und Sedieren der
Tiere, die Eréffnung des Thorax und die Okklusion der LAD [28]. Nach einem frei
wahlbaren Zeitintervall wird die LAD wieder reperfundiert. Die Ischamieinduktion bei
offenem Thorax ist ein etabliertes Modell, das den direkten Zugang zum Herzen bietet
sowie gut geeignet ist, um die kardiale Physiologie zu erforschen und morphologische
Veranderungen zu beobachten [1]. Im Vergleich zur Ischamieinduktion bei geschlossenem
Thorax (1.4.3) bietet diese Methode den Vorteil der direkten Kontrolle der
Ischamieinduktion [1, 29, 30]. Der korrekte und Uber die gesamte Zeit kontrollierbare
Verschluss der LAD ist visuell am Erblassen des Gewebes unterhalb der Arterie

wahrnehmbar.

Wie die permanente Ligatur hat auch diese Methode den Nachteil, dass beim Menschen
ein akuter Myokardinfarkt in der Regel nicht kiinstlich ausgelést wird [1]. Nachteilig ist
auch, dass die Versuchstiere ein Operationstrauma erleben, sodass sie anfalliger fir
Entziindungsreaktionen sind [29]. Dies fuhrt zu einer erhéhten Mortalitatsrate. Ein weiterer
Nachteil der LAD-Okklusion bei offenem Thorax ist, dass es zur AbklUhlung und
Austrocknung an der Herzoberflache kommen kann. Duncker et al. haben gezeigt, dass bei
einem Temperaturanstieg von nur 1 °C wahrend der Ischamieinduktion bei gedffnetem
Thorax die InfarktgrofRe um 20 % zunimmt [31]. Die Temperatur hat demzufolge einen
signifikanten Einfluss auf die InfarktgroRe und sollte wahrend der Ischdmie permanent

kontrolliert und konstant gehalten werden [31-33].

1.4.3 Ischamieinduktion bei geschlossenem Thorax

Die Methode der Ischamieinduktion bei geschlossenem Thorax umfasst folgende Schritte:
Narkotisieren und Sedieren des Versuchstiers, Thorakotomie mit Anlage der LAD-Ligatur
und Rekonvaleszenz von mehreren Tagen [34]. Nach der Rekonvaleszenz von mehreren
Tagen wird die Ischamie bei geschlossenem Thorax unter Narkose ausgeldst. Dazu
werden die Faden in einer unter der Haut liegenden Gewebetasche freiprapariert. Werden
die Faden gespannt, kommt es zur Okklusion der LAD, ohne dass der Thorax gedffnet
werden muss. Die Methode der Ischamieinduktion bei geschlossenem Thorax wird in Kapi-

tel 2.1.2 ausfuhrlicher beschrieben.

Die Methode der Ischdmieinduktion bei geschlossenem Thorax an der Maus wurde zuerst

von Nossuli et al. beschrieben [34]. Ein Grund fir die Entwicklung dieser Methode war die
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Beobachtung, dass die Ischamieinduktion bei offenem Thorax nicht nur bei den
ischamischen und reperfundierten Tieren zu einem Anstieg der Entziindungsreaktion

fuhrte, sondern auch bei den scheinoperierten Tieren.

Da wahrend eines MI beim Menschen der Thorax nicht gedffnet ist und es daher nicht zu
einem Operationstrauma kommen kann, wurde eine Lésung gesucht, dies im Tierversuch
nachzustellen. Deshalb wird die Ischamie und die darauffolgende Reperfusion erst einige
Tage spater durchgefihrt, wenn der Anstieg der Entzlindungsmediatoren wieder abgeebbt
ist [24]. Nach drei Tagen kommt es zu einem Rickgang der Entziindungsfaktoren, weshalb
eine entsprechende Rekonvaleszenz empfohlen wird, um die Ergebnisse nicht zu
verfalschen [34, 35]. Klare Vorteile dieser Methode sind daher die geringe Wahrscheinlich-
keit eines Operationstraumas und eher selten vorkommende Infektionen, was zudem die
Mortalitatsrate senkt [1, 34]. Die Ischamie und Reperfusion kann jederzeit durchgefuhrt
werden und ist gut reproduzierbar. Die Ischamieinduktion bei geschlossenem Thorax ist
klinisch relevanter als die in Kapitel 1.4.1 und 1.4.2 beschriebenen Methoden [1]. Ein
Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass keine direkte visuelle Kontrolle der Ischamie
moglich ist. Der Verschluss der Koronararterie ist nur mit Elektrokardiographie zu

kontrollieren.

Nachteilig bei allen Tierversuchsmodellen ist, dass der MI beim Tier nicht spontan eintritt,
sondern zu einem bestimmten Zeitpunkt klnstlich erzeugt wird [24]. Beim Menschen
dagegen tritt er meist spontan auf und wird hauptsachlich durch eine zum Teil jahrelang
vorausgegangene ungesunde Ernahrung, durch zu wenig Bewegung oder durch andere
Faktoren beglnstigt. Dies ist im Versuchstier schwer nachzustellen. Es wurden zwar
Modelle etabliert, bei denen Tiere beispielsweise mit cholesterinreicher Nahrung gefiittert
wurden. Da der Verschluss der Koronararterien hier ebenfalls spontan und zeitlich

unvorhersehbar auftritt, sind diese Modelle fir Forschungsprojekte weniger geeignet.

Der Vorteil der LAD-Ligatur beim Versuchstier ist, dass alle Tiere zu einem definierten
Zeitpunkt den Infarkt haben, die Lokalisation des koronaren Verschlusses gleich ist und
somit vergleichbar grofe InfarktgroRen entstehen [24]. Dadurch koénnen besser

reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Durchfihrung des I/R das Ischamieinduktionsmodell
bei geschlossenem Thorax gewahlt. Bei diesem Modell wird eine mdgliche postoperative
Infektion, welche die Ischamie-/Reperfusionsphase beeinflussen kénnte, verhindert. Zudem
wird im Gegensatz zu der Ischamieinduktion bei gedéffnetem Thorax sowohl eine
Abkuhlung als auch eine Austrocknung der Herzoberflache vermieden, was wiederum

ahnlich groRe InfarktgroRen gewahrleistet.
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1.5 Myozytérer Ca**-Kreislauf

Ca” ist ein intrazelluldrer sekundarer Botenstoff, der bei vielen funktionellen Regulations-
prozessen beteiligt ist [36]. Vor allem im Muskel ist Ca*" fir die elektrische Signal-
weitergabe und Kontraktion wichtig. In Kardiomyozyten regelt Ca** die elektromechanische
Kopplung von Erregung und Kontraktion [37]. Steigt die Ca®*-Konzentration im Zytosol an,
fuhrt dies zur Kontraktion des Herzmuskels. Ein Abfall der zytosolischen

Ca?*-Konzentration leitet die Relaxation ein.

Extrazelluldrraum ’

—/w

L-Typ-
Kalzium-
Kanal

SERCA2a Ca?* itochondrialer

Kalzium-Uniporter

Ca2+

Ca2+

R ARAR T-Tubulus
Y A RARRR]

Ventrikuldre Kardiomyozyte Myofilamente

Abbildung 5: Schematische Darstellung des myozytiren Ca®*-Kreislaufes in einer ventrikuldren
Kardiomyozyte
AC = Adenylatzyklase; ATP = Adenosintriphosphat; B-AR = beta-adrenerger Rezeptor; Ca®" = Kalziumion;

Gs = Gg-Protein gekoppelter Rezeptor; Na* = Natrium; NCX = Natrium-Kalzium-Austauscher; P = Phosphat;
PKA = Proteinkinase A; PLN = Phospholamban; RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2; SERCA2a = sarco/endoplasmic
reticulum calcium ATPase 2a; SR = sarkoplasmatisches Retikulum

Die elektrophysiologische Signaliibertragung mittels Ca®* in ventrikuldren Kardiomyozyten
ist in Abbildung 5 dargestellt und l&uft folgendermaRen ab: Wahrend der Systole wird Ca®*
durch die Depolarisation der Sarkolemma iiber spannungsabhangige L-Typ-Ca?-Kanale
ins Zytosol der Kardiomyozyten eingeschleust [38, 39]. L-Typ-Ca**-Kanale bilden mit den
Ryanodin-Rezeptoren 2 (RyR2) funktionelle Einheiten. Einstrémendes Ca** bindet an den
RyR2 und bewirkt dadurch eine Ca**-induzierte Ca**-Freisetzung aus dem intrazelluldren
Depot des SR [40]. Durch diesen Ca**-Einstrom, der die intrazelluldre Ca®*-Konzentration
von 107 auf 10™ mol/l erhéht, werden wiederum die Myofilamente aktiviert. Ca** bindet an
den N-Terminus von Troponin C (TnC) und bewirkt damit, dass TnC an den C-Terminus

von Troponin | (Tnl) bindet und somit Tnl von seiner Bindungsstelle an Aktin weggezogen
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wird. Tropomyosin (Tm) und Troponin T (TnT) bilden zusammen einen Komplex und
rutschen in die Spalte zwischen Myosin und Aktin, was dazu flihrt, dass der Myosinkopf an
Aktin bindet [36]. Es kommt zur Kontraktion der Sarkomere (Abbildung 9).

Wihrend der Diastole wird der groRte Anteil an intrazellularem Ca** (iber die Kalzium-
pumpe des sarkoplasmatischen Retikulums SERCA2a (sarco/endoplasmic reticulum
calcium ATPase) wieder in das SR zuriicktransportiert [41]. Eine minimale Menge an Ca**
wird dabei auch Uber den sarkolemmalen Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX), die
sarkolemmale Kalzium-ATPase (PMCA) und den mitochondrialen Kalzium-Uniporter aus
der Zelle entlassen [41]. Bers et al. haben gezeigt, dass in humanen Kardiomyozyten die
SERCA2a etwa 70 % des zytosolischen Ca?* in das SR zuriickpumpt [41]. Uber das
Sarkolemma verlassen 28 % mittels des Natrium-Kalzium-Austauschers die Zelle. Der

mitochondriale Kalzium-Uniporter sowie die PMCA beférdern dagegen nur etwa 2 %.

Bei Ratten und Mausen sieht das Verhéltnis des Ca?-Transports demgegeniiber anders
aus. Hier pumpt die SERCA2a bis zu 92 % des Ca®* aus dem Zytosol zuriick in das SR.
Nur 7 % werden durch den NCX eliminiert und 1 % wird Uber die PMCA aus der Zelle
heraus und Uber den mitochondrialen Kalzium-Uniporter in die Mitochondrien transportiert
[42]. Sobald das zytosolische Ca?* seine basale Ausgangskonzentration erreicht hat, kann
es zur erneuten Erregung und somit zur Kontraktion und Ca®*-Ausschiittung kommen [43].
Generell korreliert die Menge des in das Zytosol einstrémenden Ca** mit der Kontraktions-
kraft.

Doch ist noch zu klaren, wie die Ischdmie-/Reperfusionsphase den myozytiren Ca?-
Kreislauf beeinflusst. Im ischamischen Zustand ist die Kardiomyozyte auf anaerobe Ener-
gie-gewinnung angewiesen [22, 44]. Glykolyse und die vermehrte Bildung von Laktat und
Protonen senken den zytosolischen pH-Wert. Anhaltender Sauerstoffmangel und
zunehmende Azidose flhren zur Einstellung der anaeroben ATP-Produktion, sodass auch
ATP-abhangige Prozesse beendet werden. Natriumionen, die Uber die Zellmembran
einstromen, kdnnen nicht mehr aktiv aus der Zelle transportiert werden. Letztlich aktiviert
die erhdhte zytosolische Natriumkonzentration den NCX in die umgekehrte Richtung.
Natriumionen verlassen die Kardiomyozyte, im Gegenzug stromt Ca®* ein. AuRerdem ist
die Aktivitdt der SERCA2a im ischamischen Bereich vermindert, weshalb weniger
zytosolisches Ca®* in dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) gespeichert werden kann
[45, 46]. Dariiber hinaus kommt es zu einer erhéhten Freisetzung von Ca®* aus dem SR in
das Zytosol. Dieser bedeutende Anstieg der intrazelluldren Ca?-Konzentration in der
Kardiomyozyte aktiviert Signalkaskaden, z. B. Ca®*-abhéngige Proteasen wie Calpain und
vermittelt so wahrend der Ischamie schwere und bis zum Zelltod flihren kdénnende

Zellschaden.
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Im humanen Vorhofmyokard ist die Ca?*-Aufnahme wahrend der Reperfusionsphase nach
Ischamie verlangsamt [47]. Es wird vermutet, dass hier die SERCA2a-Aktivitat durch den
Ischamieschaden weiterhin vermindert ist. Tierversuche haben gezeigt, dass auch im
ventrikuldren Myokard die zytosolische Ca**-Wiederaufnahme in das SR geringer ist [48].
Aulerdem ist bekannt, dass nach Ischamie im humanen Myokard wahrend der
Reperfusion eine verminderte Freisetzung von Ca?* aus dem SR ins Zytosol stattfindet
[49]. Daflr ist vermutlich die verminderte Anzahl an Ryanodin-Rezeptoren (RyR) verant-
wortlich [48, 50]. Da weniger Ca** aufgenommen wird, ist die im SR gespeicherte Ca**-
Menge verringert und die Kontraktilitdt verlangsamt [45]. Aulerdem ist die Aktivitat des
Natrium-Kalzium-Austauschers (NCX) vermindert, sodass weniger Ca®* aus der Zelle
transportiert werden kann [51]. Deshalb kommt es im Zytosol auch wahrend der Reperfusi-

onsphase zu einer Uberladung von Ca* [13].

1.5.1 Regulatoren des Ca**-Kreislaufes

Der Ryanodin-Rezeptor 2 (RyR2) ist ein im SR verankerter Homotetramer (Abbildung 6)
[52]. Seine Aktivierung findet hauptséchlich tiber Ca* statt, wodurch es wiederum durch
Offnung des Rezeptors zur Freisetzung von Ca?* aus dem SR kommt (Abbildung 6). Der
RyR2 besitzt mehrere Phosphorylierungsstellen, tiber die seine Offnungswahrscheinlichkeit
reguliert wird. Nach B-adrenerger Stimulation phosphoryliert die Proteinkinase A (PKA) den
RyR2 an Serin2808 (Ser2808). Die Kalzium-Calmodulin-abhéangige Proteinkinase Il
(CaMKIl) kann den RyR2 auch an Ser2808 phosphorylieren, dartiber hinaus besitzt sie ihre

eigene Phosphorylierungsstelle an Ser2814.
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Caz2+

RyR2

Zytosol .~

Caz2+

Ca2+

Caz+ Ca2+

Sarkoplasmatisches Retikulum

Abbildung 6: Freisetzung des Ca”* aus dem SR ins Zytosol iiber RyR2
Ca”* = Kalziumion; RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2; P = Phosphat

In Kardiomyozyten ist die SERCA2a neben dem RyR2 einer der wichtigsten Regulatoren
des Ca**-Kreislaufes [53]. Sie ist in der Membran des SR verankert und pumpt Ca*" mithilfe
von Adenosintriphosphat (ATP) aus dem Zytosol zurlick in das SR. Die Aktivitat der
SERCAZ2a wird Uber Phospholamban (PLN) reguliert. PLN besteht aus einem dynamischen
Pentamer-Monomer-Aquilibrium [54]. Das Pentamer wiederum besteht aus finf identischen
Untereinheiten, den Monomeren, wobei das PLN-Monomer im unphosphorylierten Zustand
reversibel die SERCA2a inhibiert, indem es die Affinitat der SERCA2a zu Ca*" herabsetzt
[55, 56]. Dabei bindet das PLN-Monomer an eine Bindetasche der SERCA2a. Wenn Ca**
dort gebunden ist, ist die Tasche geschlossen. Dies erklart die Fahigkeit einer hohen
Ca?"Konzentration zur Aufhebung der Bindung zwischen SERCA2a und PLN [57].
SERCA2a und PLN-Monomere sind beide im SR verankert [58]. Wird PLN nach
B-adrenerger Stimulation Uber die PKA phosphoryliert, geht seine inhibitorische Wirkung
verloren, weil die Verbindung zur SERCA2a getrennt wird [59]. Mehr Ca?* kann (iber die
SERCA2a aus dem Zytosol wieder in das SR aufgenommen werden [60]. Es kommt zur
Relaxation der Kardiomyozyte [36].

Die PLN-Phosphorylierung kann aber nicht nur PKA abhangig Uber B-adrenerge
Stimulation ablaufen. Bei erhdhter Ca?*-Konzentration wird PLN auch ber die CaMKII
phosphoryliert [59, 61]. CaMKIl wird bei erhdéhter Ca*-Konzentration aktiv und
phosphoryliert PLN an der Phosphorylierungsstelle Threonin17 (Thr17) [59]. PLN wird Uber

eine weitere Phosphorylierungsstelle durch die Proteinkinase C (PKC) an Serin10 (Ser10)
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phosphoryliert [54]. Diese Phosphorylierung hat jedoch physiologisch keine bekannten

Auswirkungen.

Bei der B-adrenergen Stimulation wird die Adenylatzyklase (AC) durch eine Aktivierung des
Gs-Protein gekoppelten Rezeptors aktiv. Das flhrt zu einer vermehrten Produktion von

cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP), wodurch die PKA PLN an seiner
Phosphorylierungsstelle Ser16 phosphoryliert [62, 63]. Die Phosphorylierung von PLN wird
Uber die Proteinphosphatase 1 (PP1) wieder aufgehoben. Die PP1 ist eine der wichtigsten
Phosphatasen im SR [64]. lhre Aktivitdt wiederum wird Uber den Inhibitor-1 (I-1) reguliert.
Phosphorylierung der PP1 an Threonin35 (Thr35) steigert die Aktivitat des I-1, wahrend sie
nach PKC-abhangiger Ser67-Phosphorylierung sinkt. I-1 inaktiviert die PP1 und erhoht
dadurch den Phosphorylierungszustand des PLN [65]. Aber nicht nur die PP1
dephosphoryliert PLN an Serin16 (Ser16), sondern auch die Proteinphosphatase 2a
(PP2a). Weitere Ca**-Regulatoren, die an die SERCA2a oder PLN binden, sind das HS-1
assoziierte Protein X-1 (HAX-1) und S100A1 (Abbildung 7) [66, 67].

Ca2+

PLN

HAX-1

SERCA2a
S100A1

Ca2t + Ca2*

Ca2+

Zytosol

Ca2+

Sarkoplasmatisches Retikulum

Abbildung 7: Darstellung der SERCA2a und des PLN-Monomers mit den Bindungspartnern HAX-1 und
S100A1

ca® = Kalziumion; SERCA2a = sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2a; PLN = Phospholamban
Monomer; HAX-1 = HS-1 assoziiertes Protein X-1

Diese Ca®*-Regulatoren sind erst seit wenigen Jahren bekannt und ihre regulatorische
Wirkung auf die SERCA-AKktivitat ist weitaus schwacher als die des PLN. S100A1 liegt im
humanen Myokard hoch exprimiert vor und ist im SR, in den Myofilamenten und in den
Mitochondrien vorzufinden. Es wurde gezeigt, dass S100A1 mit der SERCA2a und PLN

interagiert [67]. AuBerdem wird vermutet, dass es die Kopplung von Erregung und
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Kontraktion beeinflusst. S100A1 hat positiv inotrope Effekte auf die Herzfunktion. Most et
al. zeigten, dass sich die Kontraktilitdt des Herzens verbessert, wenn S100A1 in

Kardiomyozyten Uberexprimiert vorliegt [68].

Ein weiteres nicht zu vernachlassigendes Protein, das die Ca®*-Kinetik zumindest nach
bisherigem Kenntnisstand indirekt reguliert, ist das HS-1-assoziierte Protein X-1 (HAX-1)
[69]. Es ist ein mitochondriales Protein, das ubiquitdr exprimiert wird. Eine indirekte
Regulation kénnte eventuell erfolgen, da bekannt ist, dass HAX-1 spezifisch mit PLN
interagiert. Dabei zeigten Vafiadaki et al., dass es sowohl mit dem PLN-Monomer als auch
mit dem Pentamer interagiert [70]. Zudem beobachteten sie, dass PLN gleichzeitig mit
SERCA2a und mit HAX-1 eine Interaktion ausiben kann. Liegt PLN jedoch nach
B-adrenerger Stimulation phosphoryliert vor, ist die Bindung zu HAX-1 geschwacht. Dies
kénnte daran liegen, dass HAX-1 an den beiden Phosphorylierungsstellen Ser16 und
Thr17 bindet. Es wird vermutet, dass HAX-1 dadurch die Aktivitdt und Konformation von
PLN reguliert und somit die Ca”-Kinetik indirekt beeinflusst. Auch wenn die
Ca®-Konzentration erhoht ist, schwacht dies die Interaktion von PLN zu HAX-1. Es wird
diskutiert, dass die PLN-HAX-1-Interaktion das Uberleben der Kardiomyozyten erhoht [70].
HAX-1 wird ein anti-apoptotischer Mechanismus zugesprochen und nach PLN-HAX-1-
Bindung soll der protektive Effekt erhéht sein. AuRerdem wurde eine direkte Interaktion von
HAX-1 und SERCA2a gezeigt, wobei HAX-1 die Proteinexpression von SERCA2a

kontrolliert und somit ebenfalls anti-apoptotisch wirkt [71].

1.6 Sarkomerfunktion der Kardiomyozyten

Ein Sarkomer ist die kleinste kontraktile Einheit des Muskels [72]. Jedes Sarkomer besteht
hauptsachlich aus drei kleineren kontraktilen Proteinen, die sich aus Myofilamenten
zusammensetzen. Die wichtigsten kontraktilen Proteine sind Aktin und Myosin.
Regulatorische Proteine sind Troponin und Tropomyosin. Zudem sind zwei Arten von
Filamenten zu unterscheiden, und zwar das diinne und das dicke Filament. Die diinnen
Filamente, auch Aktinfilamente genannt, sind mit der Z-Scheibe verankert. Sie bestehen
aus Aktin, Tropomyosin und Troponin. Die dicken Filamente bestehen hauptsachlich aus
Myosin. Am Ende ist Myosin Uber das Myosin-bindende Protein C mit Titin verbunden, das
eine elastische Verbindung zur nachsten Z-Scheibe darstellt. Titin ist circa 1 um lang und
reicht von der Z- bis zur M-Bande. Ein Sarkomer wiederum reicht von einer Z-Scheibe bis
zur nachsten. Insgesamt ist ein Sarkomer circa 2 bis 2,2 ym lang, wahrend der Kontraktion
verklrzt es sich um etwa 0,4 um. Die dicken Filamente Uberlappen in der A-Bande des
Sarkomers mit den dinnen Aktinfilamenten. Die M-Bande befindet sich in der Mitte des
Sarkomers (Abbildung 8).
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Z-Scheibe A-Bande M-Bande A-Bande Z-Scheibe

Myosin

Abbildung 8: Repréasentative Sarkomereinheit, schematische Darstellung
Ca®* = Kalziumion

Aktin wird wahrend der Systole an den Myosinkopf gebunden, sodass es zur Verzahnung
mit dem dicken Filament kommt. Die Bindung von Aktin und Myosin wird durch eine

Erhdhung der intrazelluldren Ca**-Konzentration in der Kardiomyozyte verursacht.

Wie bereits im Zusammenhang mit dem myozytiren Ca®*-Kreislauf in Kapitel 1.5 erwahnt,
bindet Ca®* an Troponin C [72]. Es findet eine Konformationsdnderung statt, durch die
Troponin | nun an Troponin C bindet. Dabei werden Bindungsstellen frei, wodurch die
Myosinkopfe an Aktin binden kénnen. Es kommt unter Verbrauch von ATP zum Abknicken
des Myosinkopfs, wobei Aktin in Richtung der Sarkomermitte gezogen wird. Die dinnen
und dicken Filamente Uberlappen dabei. Mit Abfall der intrazellularen Ca**-Konzentration
kommt es zur myokardialen Relaxation. Dabei dissoziiert Ca** von der Bindungsstelle an
Troponin C, die Bindung des Myosinkopfs an Aktin fallt weg.

Zur Regulation der Kraftentwicklung und der myozytdren Relaxation spielt der
Phosphorylierungszustand von Troponin | eine wichtige Rolle. Troponin | wird von der PKA

phosphoryliert, dadurch wird die Ca®*-Sensitivitat der Myofilamente reduziert.
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Abbildung 9: Myofilamente wahrend Diastole und Systole
Ca?* = Kalziumion; TnC = Troponin C; Tnl = Troponin |; Tm = Tropomyosin; TnT = Troponin T

1.6.1 Sarkomerfunktion nach I/R

Die Sarkomerfunktion verandert sich wahrend der Ischamie-/Reperfusionsphase [73-75].
Eine wichtige Rolle dafiir spielt die in Kapitel 1.5 beschriebene Uberladung des Zytosols
der Kardiomyozyten mit Ca®* wahrend der Ischamie. Dies miisste eine Uberkontraktion der
Sarkomere zur Folge haben. Diese Uberkontraktion bleibt jedoch aufgrund der
vorherrschenden Azidose und des ATP-Mangels aus. Stattdessen kommt es durch einen
ausgepragten Rigor der Querbriicken zu einer Ca*-unabhangigen Querbriickenbildung
zwischen Aktin- und Myosinfilamenten mit der Folge einer Verklrzung der Kardiomyozyten,
ohne dass eine Uberkontraktion des kontraktilen Apparates eintritt.

Durch Einleiten der Reperfusion kommt es zu einer raschen Wiederherstellung des
physiologischen pH-Wertes von ungefahr 7,40. Die Kardiomyozyten werden wieder mit
Sauerstoff versorgt. Die ATP-Produktion wird wieder aufgenommen. Die Zelle versucht der
Ca?-Uberladung entgegenzuwirken, indem Ca®" iiber die SERCA2a in das SR transportiert
wird. Sobald das Fassungsvermdgen des Ca®*-Speichers erreicht ist, wird Ca®* in das
Zytosol freigesetzt [76]. Durch diese schnell hintereinander stattfindende mehrmalige

Ca?*-Aufnahme in das SR und Ca*-Abgabe in das Zytosol entstehen Ca?**-Osrzillationen
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[77]. Diese Ca*-Oszillationen finden in den ersten Minuten nach Einleitung der
Reperfusion statt. Sie haben zur Folge, dass auch die kontraktile Apparatur Gbermaliig
aktiviert wird. Es kommt zur Hyperkontraktur der Sarkomere. Die Zelle verkirzt sich unter
Verlust der Querstreifung [78]. Morphologisch betrachtet kommt es zu Strangbrichen der
Sarkomere. Diese betreffen nicht nur die Zellen des ischdmischen Gebietes, sondern
breiten sich auch auf die benachbarten Zellen der Randzone aus [79]. Letztendlich kann
die Hyperkontraktur bis zum Zelltod fihren [80].

Durch die erhdhten intrazellularen Ca®*-Konzentrationen werden Abbauprozesse in den
Proteinen des Zytoskeletts ausgeldst, was eine kontraktile Dysfunktion zur Folge haben
kann [81-83]. Es kommt zudem zur verstarkten Modifizierung des Sarkomerproteins Titin,
wodurch die myozytare Steifigkeit ansteigt [25].

Auch im nicht-ischamischen Gebiet zeigen sich bereits 30 Minuten nach Ischamie
funktionelle Auffalligkeiten [21]. Einerseits wird als Ursache flr die eingeschrankte
systolische Funktion des remote Myokards die erhéhte mechanische Belastung des remote
Myokards diskutiert [84]. AuRerdem wird vermutet, dass das benachbarte Muskelareal
durch nicht-synchrone Kontraktion des ischamischen Myokards funktionell beeintrachtigt
wird [85]. Eine Asynergie im remote Gebiet konnte im humanen Herzen vier Tage nach MI
mithilfe der Echokardiographie gezeigt werden. Eine Kompensation der reduzierten

Kontraktilitdt ischamischer Muskelfasern wird dadurch erschwert [21, 86, 87].

1.7 Diabetes mellitus

Beim Diabetes mellitus wird zwischen Typ | und Il unterschieden. Etwa 10 % der an
Diabetes mellitus Erkrankten leiden unter dem Typ | (T1DM), auch juveniler Diabetes
genannt [88]. Durch eine immunvermittelte Zerstérung der Betazellen im Pankreas kommt

es zum Insulinmangel und schlief3lich zur Hyperglykamie [89].

Typ-lI-Diabetes (T2DM), auch Altersdiabetes genannt, betrifft etwa 90 % aller an Diabetes
Erkrankten [88]. Die Kombination Insulinresistenz und Funktionseinschrankungen der
Betazellen flhrt zur Stérung der Glukose-Homdostase [90]. Ausgeldst wird der Typ-lI-
Diabetes haufig durch einen ungesunden Lebensstil, insbesondere durch fehlende
korperliche Bewegung und ungesunde Ernahrung, aber auch durch Erbanlagen [91, 92].
Pro Jahr wird die Diagnose T2DM bei circa 500 000 Menschen in Deutschland gestellt [93].
Die Erkrankung Diabetes mellitus weist generell eine steigende Pravalenz auf. Sie stieg
von 8,9 % im Jahr 2009 auf 9,8 % im Jahr 2015. Die World Health Organization (WHQO)
prognostiziert, dass im Jahre 2030 weltweit 350 Millionen Menschen an Diabetes mellitus
Typ Il erkrankt sein werden, danach waren dann doppelt so viel Menschen erkrankt wie im
Jahr 2003 [94].
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1.7.1 Diabetes mellitus Typ Il als Risikofaktor fur Myokardinfarkt

Die Stoffwechselerkrankung Diabetes mellitus ist ein Risikofaktor fur das Auftreten eines
Myokardinfarktes [95]. Durch eine sich friih beim Diabetiker entwickelnde verschlechterte
Stoffwechsellage ist der kardiale Metabolismus verandert. Je langer dieser Zeitraum
andauert, desto weiter schreitet die Schadigung des Myokards voran. Eine veranderte
GefaBpathologie, Mikro- und Makroangiopathien, myokardiale Fibrose, Uberladung der
Herzzellen mit Ca®* sowie Einschrankungen der Elektrophysiologie sind nur einige
Beispiele daflir, wie Diabetes mellitus eine negative Veranderung des Myokards bewirkt.
Nur circa 10 % der an Diabetes erkrankten Patienten wiesen laut ,Gesundheit in
Deutschland aktuell (GEDA) im Jahre 2009 keine Begleiterkrankungen auf, die auf den
Diabetes bezogen wurden [96]. Circa 35 % der uUber 50-jahrigen untersuchten Patienten
dagegen wiesen neben ihrer Diabeteserkrankung eine Organerkrankung auf, die sich in

einer Herz-Kreislauferkrankung, Niereninsuffizienz oder Augenerkrankung auflerte.

Schon lange ist bekannt, dass sowohl Typ-I- als auch Typ-lI-Diabetiker haufiger einen Ml
erleiden [97-100]. Zudem ist die Mortalitat bei Diabetikern nach einem MI doppelt so hoch
wie bei Patienten ohne Diabetes-Vorerkrankung [101, 102]. Es ware daher wichtig, die
Ursachen und zugrunde liegenden Mechanismen zu kennen, um der hohen Letalitat der

Diabetiker nach MI durch gezielte Therapiemalinahmen entgegenwirken zu kénnen.

Hinsichtlich des intrazellularen Ca*-Kreislaufes in Kardiomyozyten ist bekannt, dass in
Mausmodellen mit Diabetes mellitus Typ Il sowohl die systolische als auch die diastolische
Funktion des Herzens eingeschrankt ist [103, 104]. Eine mdgliche Ursache stellt die
verminderte SERCAZ2a-Aktivitat dar mit der Folge, dass auch die Beladung des SR mit
Ca* geringer ist. Ein wichtiger Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit der Frage, ob
nach I/R der Ca*-Kreislauf noch stirker beeintrachtigt ist und welchen Einfluss die
Kombination von Diabetes mellitus und I/R auf die Expression, Aktivitdt und Funktion der

an der Ca®*-Regulation beteiligten Proteine hat.

1.7.2 Mausmodell fur Diabetes mellitus Typ Il

Als Mausmodell fir den Diabetes mellitus Typ Il wurde die db/db-Maus gewahlt. Dieser
Mauslinie fehlt der Rezeptor fir das Sattigungshormon Leptin [105]. Im Gegensatz zu der
Leptin-defizienten ob/ob-Maus sind db/db-Mause nicht nur Ubergewichtig, sondern
entwickeln auch eine ausgepragt diabetische Stoffwechsellage, die die Lebensdauer der

Tiere verkirzt. Das ob/ob-Mausmodell ist ein deutlich milderes Diabetesmodell [105].

Die homozygote db/db-Maus weist ein dem Menschen &ahnliches hyperglykdmisches

Syndrom auf [106, 107]. Im Alter von vier Wochen entwickelt sie durch erhéhte Nahrungs-
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aufnahme ein hoheres Koérpergewicht und im Vergleich mit homoglykanen heterozygoten
db/+-Mausen eine hohere Plasmainsulinkonzentration. Nach sieben Wochen sind sie

insulinresistent und die Blutglukosekonzentration ist signifikant erhoht.
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1.8 Fragestellung

Der akute MI ist sowohl in Deutschland als auch weltweit eine der haufigsten
Todesursachen [3, 26, 108]. Vor allem in den ersten Stunden bis Tagen nach Ml ist die
Mortalitdtsrate sehr hoch [108]. Wahrend dieser frilhen Phase steigt in den
Kardiomyozyten des infarzierten Areals die zytosolische Ca?-Konzentration an und 15st
apoptotische und nekrotische Prozesse aus [109]. Auch die Kinetik des intrazellularen
Ca*-Transports ist beeintrachtigt, unter anderem aufgrund einer verminderten Aktivitat der
SERCAZ2a, die zytosolisches Ca®" in die intrazelluldren Speicher transportiert [46-49]. Da
die lokalen Ca*-Konzentrationen in den Herzmuskelzellen die Aktivitdt der kontraktilen
Einheiten koordinieren, tragt diese Stérung zur reduzierten Kontraktion und Relaxation des
Herzmuskels nach MI bei [45]. Diese Prozesse im ischamischen Myokard kdnnen nur
durch eine mdglichst frihzeitige Reperfusion des Gewebes nachhaltig verhindert werden
[110].

Auch im nicht-ischamischen remote Myokard kommt es in der akuten und subakuten
Phase nach MI zu kardiomyozytaren Funktionseinschrankungen. Die wahrend der
Ischamie- und Reperfusionsphasen im remote Myokard ablaufenden Mechanismen sind
jedoch zum groRen Teil noch nicht geklart. Eine genaue Kenntnis der Bedingungen fur
Kontraktion und Relaxation des remote Myokards in der Akutphase des Infarkts ist jedoch
von groflem klinischem Interesse, da diese Herzteile den Funktionsverlust des infarzierten
Myokards kompensieren missen, um ein ausreichendes Herzzeitvolumen zu

gewahrleisten.

Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il als Begleiterkrankung haben eine erhéhte Mortalitat
und eine schlechte Prognose nach MI [111]. Wichtig ist in diesem Fall zu wissen, wie diese

Krankheit die Adaptionsprozesse im Herzen nach Ml beeinflusst.

Es wird die Hypothese vertreten, dass auch im remote Myokard Stérungen des myozytaren
Ca?*-Kreislaufes vorliegen, wodurch die Kontraktion und die Relaxation der Herzmuskel-
zellen beeinflusst werden. Es sollen der Ca*-Kreislauf und die Sarkomerfunktion in
Kardiomyozyten untersucht werden, die aus Mausherzen nach 60-minutiger Ischamie und
anschlielender Reperfusion isoliert werden. Dabei werden Kardiomyozyten verwendet, die
aus dem nicht-ischamischen remote Bereich in der Friihphase, 24 Stunden nach I/R, sowie

gegen Ende der proliferativen Phase, 10 Tage nach I/R, enthommen werden.

Mit der Untersuchung und dem Vergleich dieser zwei Zeitpunkte soll zwischen zwei
unterschiedlichen Phasen des myokardialen remodeling nach MI unterschieden werden.
Wahrend der Frihphase nach Ml werden Chemokine und Zytokine aktiviert mit der Folge

einer Anreicherung von neutrophilen Granulozyten im Infarktgebiet. Nach dieser
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entzlindlichen Phase (3 bis 72 Stunden nach MI) beginnt die sogenannte adaptive
beziehungsweise proliferative Phase (72 Stunden bis 7 Tage nach MI), wahrend der
aktivierte Myofibroblasten Proteine der extrazellularen Matrix produzieren, um eine Heilung

des Ischamie-induzierten Gewebeschadens herbeizufiihren.
Die Arbeit sucht Antworten auf folgende Fragen:

1. Verédndert sich im remote Myokard die myozytdre Ca*-Kinetik? Wenn ja, welche
molekularen Mechanismen liegen dieser Veranderung zugrunde?

2. Welche Stérungen der Sarkomerfunktion finden sich in Kardiomyozyten des remote
Myokards?

3. Welchen Einfluss hat Diabetes mellitus Typ Il auf den Ca*-Haushalt und auf die

Sarkomerfunktion des remote Myokards nach I/R?
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuche

Als Modellorganismus wurde die Maus gewahlt, weil es sich um ein Wirbeltier handelt und
sie als Modell fir Myokardinfarkt gut etabliert ist. Zudem existieren gut charakterisierte

genetische Modelle fur T2DM wie die Leptin-Rezeptor-defiziente db/db-Maus.

Die tierexperimentellen Versuche wurden nach den Richtlinien des Deutschen Tierschutz-
gesetzes durchgefiihrt und vom Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen (LANUV) vorab genehmigt (Az. 84-02.04.2013.A122). Die Zucht und
Haltung der Tiere fand unter standardisierten Bedingungen statt und erfolgte in der
Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-

Heine-Universitat Disseldorf, Deutschland.

2.1.1 Verwendete Tiere

Fir die Untersuchungen nach I/R wurden C57BL/6J mannliche Mause im Alter von 10 bis
12 Wochen verwendet. Diese Tiere wurden direkt von der Firma Janvier Labs (Le Genest-
Saint-Isle, Frankreich) bezogen. Fir die Untersuchung der Kombination Diabetes mellitus
Typ Il und I/R wurden mannliche Leptinrezeptor-defiziente, db/db-Mause im Alter von 11
bis 13 Wochen untersucht. Diese Mause stammten aus der Zucht der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. J.W. Fischer aus dem Institut fir Pharmakologie und klinische Pharmakologie der

Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf.

2.1.1.1 Gewicht- und Glukosebestimmung der db/db-Méause

Zur Sicherstellung, dass die verwendeten db/db-Mause im Alter zwischen 11 und 13
Wochen tatsachlich eine diabetische Stoffwechsellage aufwiesen, wurde kurz vor der
Herzentnahme neben dem Kdérpergewicht (EMB 500-1, Kern & Sohn GmbH, Balingen) die
Glukosekonzentration im Blut mit dem GlucoSmart® Swing Glukometers (MSP bodmann,

Bobingen, Deutschland) gemessen.

2.1.2 Einleitung des Myokardinfarktes

Der zeitliche Ablauf der Versuchsdurchfiihrung ist in Abbildung 10 skizziert. Drei Tage vor
der Induktion der Ischamie erfolgte die Voroperation der LAD-Ligatur (Kapitel 2.1.2.1).
Nach einer Rekonvaleszenz der Mause von drei Tagen wurde am Tag O die Ischamie

60 Minuten lang induziert (Kapitel 2.1.2.2). Nach Reperfusion von 1 bzw. 10 Tagen wurde
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das Herz entnommen und zur Analyse verschiedener Fragestellungen verwendet, siehe
Kapitel 2.1.3 - 2.3.2.

Rekonvaleszenz Reperfusion
| \ 1
| | | |
-3 0 1 10 [Zeit/Tage]
Voroperation 60 min Analyse des remote Gebiets
LAD-Ligatur Induktion
der Ischamie

Abbildung 10: Zeitverlauf der Durchfiihrung des Myokardinfarktes
LAD = linke vordere Koronararterie; min = Minuten

2.1.2.1 Voroperation

Die Tiere wurden mittels intraperitonealer Injektion mit Ketamin (60 mg/kg Kérpergewicht)
und Xylazin (10 mg/kg Kérpergewicht) anasthesiert. Die Wirksamkeit der Narkose wurde
durch Dricken der Pfoten und der Schwanzwurzel der Mause Uberprift. Die Mause
wurden in Rickenlage auf eine beheizte Warmeplatte gelegt (37 °C). Dann wurden sie
intubiert und an ein Beatmungsgerat angeschlossen (Minivent Mircoventilator,
Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatur GmbH, March-Hugstetten, Deutschland). Die
Beatmung erfolgte mit einem Hubvolumen von etwa 250 pl bei einer Beatmungsfrequenz

von 140 Atemzugen pro Minute mit einer Mischung aus 2/3 Raumluft und 1/3 Sauerstoff.

Bei der Voroperation wird eine Fadenschlinge um die LAD gelegt, die spater durch Zug
unter Spannung gebracht das Gefald verschliet. Es wurde ein Leica-Stereomikroskop
MZ9.5 (Meyer Instruments, Houston, Texas, USA) benutzt. Nach erfolgter Thorakotomie
zwischen der 3. und 4. Rippe wurde das Perikardium zerschnitten. Ein 7-0-Faden (7-0 Pro-
lene™ Johnson & Johnson Ethicon, Norderstedt, Deutschland) wurde 1 mm entfernt von
der Spitze des linken Herzohrs vorsichtig unter die LAD gefiihrt. Der Faden wurde von der
Nadel abgeschnitten und beide Enden durch einen 1 mm dicken Polyethylenring (PE-10)
gefadelt, sodass eine lose Schlaufe um die LAD entstand. Der Thorax wurde mit einem
Faden (4-0 Prolene™, Johnson & Johnson Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verschlos-
sen und die Enden der Fadenschlinge um die LAD wurden dann links und rechts neben
dem Verschlussknoten aus dem Thorax herausgefiihrt. Die beiden Enden wurden verkno-
tet und unter der Haut auf der rechten Seite des Thorax subkutan platziert. SchlieRlich
wurde die Haut mit einem Faden (5-0 Prolene™, Johnson & Johnson Ethicon, Norderstedt,

Deutschland) zusammengenaht und verschlossen. Nachdem die Maus wieder wach war,
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wurde die Beatmung abgestellt. Zur Schmerzlinderung wurden die Mause in den darauffol-

genden 2 Tagen alle 8 Stunden mit Buprenorphin (0,05-1 mg/kg) subkutan behandelt.1

2.1.2.2 Ischdmieinduktion bei geschlossenem Thorax

Vor der Ischamieinduktion wurden die M&ause mit einer Maske, durch die Isofluran
(Fluovac, Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten,
Deutschland) geflutet wurde, narkotisiert. Dabei wurden die Schnauzen der Mause in die
Maske gehalten und mit einem aus 1/3 Sauerstoff und 2/3 Raumluft bestehendem
Gemisch sowie einem Isofluran-Gehalt von 5 Vol.-% beatmet. Die Absaugung des
Isoflurans erfolgte mit einem Veterinary Fluosorber (Fluovac Harvard Apparatur,
Edenbridge, Kent, UK).

Nachdem die Tiere narkotisiert waren, wurden sie auf dem Ricken liegend auf dem
Operationstisch platziert und fixiert. Hierbei wurden die Pfoten auf der Warmeplatte mit
Klebeband fixiert. Die Korpertemperatur der Mause wurde wahrend der gesamten Dauer
der Ischamie auf 37 bis 37,5 °C gehalten und mit einer endorektal eingefihrten Sonde
Uberwacht. Zur Okklusionskontrolle der linken vorderen Koronararterie (LAD) wurden die
Mause wahrend der gesamten Ischamieinduktion an ein Elektrokardiogramm (EKG)
(Hugo Sachs Harvard-Apparatus GmbH, March-Hugstetten, Deutschland) angeschlossen.

Die EKG Nadeln wurden an den Pfoten befestigt.

Bevor die Knoten der Hautnaht vorsichtig aufgeschnitten wurden, wurde die
Isoflurankonzentration auf 2 Vol.-% gesenkt. Nach dem Offnen der Haut wurden die
Ligaturfaden sorgfaltig aus der Hauttasche freiprapariert, ohne Zugspannung auszulben.
Die Faden wurden dann jeweils zur linken und zur rechten Seite weggefiihrt und an einem
Magnethalter mit Klebestreifen befestigt (Abbildung 11). Unter standiger EKG Kontrolle
wurde die Fadenspannung vorsichtig solange durch Auseinanderfihren der Magnethalter
auf dem OP-Tisch erhoht, bis das EKG eine ST-Streckenhebung zeigte (siehe Kapitel
2.1.2.3). Um eine 60-minutige Okklusion der LAD sicherzustellen, wurde die Zugspannung
der Faden mindestens alle 10 Minuten kontrolliert. Zur Desinfektion und zur Vermeidung
einer Verkrustung wahrend der Okklusion wurde die Wunde mit Betaisodona® Lésung
(Mundipharm  GmbH, Limburg, Deutschland) behandelt und mit isotonischer
Kochsalzlésung (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland) feucht

gehalten.

Nach 60 Minuten dauernder Ischamie wurden beide Faden mdglichst nah am Thorax

durchgeschnitten und die Reperfusion eingeleitet. Im Anschluss wurde die Haut mit einem

! Die Voroperationen wurden von Prof. Dr. J.P. Schmitt durchgeflihrt. Die Voroperationen
der db/db-Mause wurden von Herrn Dominik Semmler durchgefihrt.
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Prolenfaden (5-0 Prolene™, Johnson & Johnson Ethicon, Norderstedt, Deutschland)

verschlossen. Die Narkotisierung der Mause wurde kurz danach beendet.

Bis auf die Induktion der Ischamie durchliefen die Tiere der Kontrollgruppe die gleiche

Prozedur. Anstelle der Ischamieinduktion wurden sie fir eine Stunde in Narkose versetzt.

Faden /

<+— Polyethylenring

7%

LAD

A B

Abbildung 11: Darstellung der LAD Ligatur modifiziert nach Nossuli et al. [34]

A: Zustand bei der Voroperation. Der Fadenschlinge wird um die linke vordere Koronararterie gelegt, aber es
wird noch keine Spannung auf die Faden ausgelbt. Die Ligatur hat noch nicht stattgefunden. B: Wenn der
Faden an beiden Enden gespannt wird, bewegt sich der Polyethylenring nach unten und stoppt an dieser Stelle
den Blutfluss durch die LAD.

2.1.2.3 Uberpriifung der LAD-Okklusion mittels EKG
Die Okklusion der LAD und somit die Induktion der I/R, wurde mittels EKG 1 Stunde lang

Uberwacht. Zu Beginn, bevor der um die LAD gelegte Faden zugezogen wurde, wurde das
basale EKG mit der Basic Data Acquisition Software (BDAS; Harvard Apparatus, Holliston
Massachusetts, USA) aufgenommen. Abbildung 12 A zeigt die Ableitung eines normalen
Maus-EKG. Die Okklusion der LAD wurde durch die ST-Hebung im EKG nachgewiesen
(Abbildung 12 B). Nach Wiedereréffnung der LAD setzte die Reperfusion des ischamischen
Gewebes ein. Dies zeigte sich einige Minuten danach durch leichten Abfall der ST-Hebung
im EKG (Abbildung 12 C).
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Abbildung 12: Ausschnitt eines Maus-Elektrokardiogramms (EKG)
A: basales EKG vor der Ischamieinduktion; B: EKG mit ST-Hebung nach Ischamieinduktion; C: EKG nach
Wiedererdffnung der LAD und Beginn der Reperfusion

2.1.3 Probenentnahme und Aufarbeitung

Vor Entnahme der Herzen 24 Stunden bzw. 10 Tage nach der einstindigen Ischamie
wurden die Mause durch zervikale Dislokation getotet. Nach Erdffnen des Thorax wurde
mit einer Einmal-Injektions-Kaniile Sterican® (B.Braun AG, Melsungen, Deutschland) in die
rechte Herzkammer gestochen. Das Herz wurde dann mit 4 %igem Formalin perfundiert
und fixiert. Anschlie3end wurden die Proben mit Roti®-Histofix 4 %
(Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) fixiert, dann entwassert und in

Paraffin  eingebettet. Mit einem Mikrotom (Rotationsmikrotom RM 2255, Leica

Microsystems, Wetzlar, Deutschland) wurden 5 um dicke Paraffinschnitte geschnitten.2

2.1.4 Histologie

Die Fixierung der Gewebeschnitte auf den Objekttragern erfolgte durch Hitzefixierung fir
circa 1 Stunde bei 60 °C. Zum Entparaffinieren der Gewebeschnitte wurden diese bei
Raumtemperatur fiir dreimal 15 Minuten in Roticlear® (Carl Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Deutschland) belassen und anschlielend jeweils 2 Minuten lang in absolutes
Ethanol, 95 % Ethanol und 75 % Ethanol getaucht. Danach wurden sie zweimal flr

5 Minuten mit PBS gesplilt.

2.1.4.1 WGA Férbung

Fir die Wheat-germ-agglutinin-Farbung (WGA) wurden die ausgewahlten Schnitte in
0,1 M Zitratpuffer (Tabelle 1) eingetaucht und 8 Minuten in einer Mikrowelle bei maximaler
Leistung zum Kochen gebracht. Nach kurzem Abkihlen wurden die Schnitte nochmals

4 Minuten gekocht, dieser Vorgang wurde nach weiterem Abklhlen zweimal wiederholt.

2 Die Probenentnahme erfolgte zusammen mit Prof. Dr. J.P. Schmitt.
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Danach wurde zweimal mit PBS gespllt. Darauffolgend wurde auf jeden Schnitt Pure-
Link™-RNAse A-Losung (20 mg/ml; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA;
0,5 ulin 100 ml PBS) pipettiert, die Schnitte mit Parafilm abgedeckt und fir 20 Minuten bei
37 °C inkubiert. Es folgte ein dreimaliges finfminitiges Spullen mit PBS.

Zur Zellmembranfarbung wurden schlief3lich 50 pl WGA-Lésung (20 pl WGA in 980 ul PBS)
(Wheat Germ Agglutinin, Alexa Fluor™ 488 Conjugate, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA USA) auf jeden Schnitt gegeben. Die Schnitte wurden fir 30 Minuten in einer
dunklen, feuchten Kammer inkubiert. Nach zweimaligem Spulen mit PBS folgte die Kern-
farbung. Hierzu wurde ein Tropfen Roti®-Mount FluorCare DAPI (Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, Deutschland) fir 10 Minuten bei Raumtemperatur auf den Gewebeschnitten
belassen. SchlieRlich wurden die Proben dreimal mit PBS gespult. AbschlieRend wurden
die trockenen Schnitte mit Vectashield® H-1000 (Vector Laboratories, Burlingame, CA,

USA) mit einem Deckglas eingedeckt.

Die Bilder wurden mit Axio Images.M2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland)
aufgenommen und mit der Zeiss Mikroskop Software ZEN (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Deutschland) analysiert. Die Herzschnitte aus dem ischamischen Gebiet (siehe

Abbildung 3) und aus dem remote Gebiet (siehe Abbildung 4) sind Beispiele solcher Bilder.

2.2 Messungen an isolierten Kardiomyozyten

2.2.1 Isolation von Kardiomyozyten aus dem nicht-ischamischen Gebiet
mittels retrograder Perfusion

Die Mausherzen wurden nach einstiindiger Ischamie und 24 Stunden bzw. 10 Tage
Reperfusion entnommen. Vor der Entnahme der Herzen wurden die Mause mit
400 U Heparin-Natrium 25000 (l.LE./ 5 ml) (ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland)
intraperitoneal heparinisiert. Dies erfolgte circa 5 bis 10 Minuten vor der Tétung der Maus
durch zervikale Dislokation. Danach wurde innerhalb von 5 Minuten das Herz dem Thorax
entnommen und die Aorta an eine Kanile gehangt (Abbildung 13). Dabei wurde darauf
geachtet, dass die Aortenklappe nicht verletzt wurde. Die Kanlle durfte nicht zu tief plat-
ziert werden, da sonst die Aortenklappe durchstoRen und die Koronararterien verlegt
wirden und die globale Perfusion des Gewebes Uber die Koronargefafle nicht
gewabhrleistet ware. An die Kantle wurde eine mit PBS geflillte Spritze angeschlossen und
das Blut vorsichtig aus dem Herzen gespiilt. Uber die Kaniile wurde das Herz dann an ein
Schlauchsystem angeschlossen, das mit Ca®-freiem Puffer Il befiillt war, um das

verbliebene Blut aus dem Herzen zu spulen.
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Abbildung 13: Kaniiliertes Herz
Das Herz ist an der Aorta mit dem schwarzen Faden an der Kanile befestigt. Der blaue Faden mit dem PE-
Ring wurde zur Ischamieinduktion an der Ligaturstelle angebracht

Danach folgte eine sechsminttige Perfusion (2,8 ml/min) mit einer Kollagenaselésung, die
konstant auf einer Temperatur von 37 °C gehalten wurde. AnschlieRend wurde das Herz in
eine mit Wasch-puffer | gefiilite Petrischale gelegt. Die Vorhdfe wurden wie die infarzierte

Herzspitze abgetrennt und verworfen.

Das Abtrennen des infarzierten Apex wurde deutlich oberhalb der Einstichstelle der Faden-
schlinge, die durch den Polyethylenring und den Faden noch sichtbar war, gewahlt. Damit
war sichergestellt, dass spater nur Kardiomyozyten aus dem nicht infarzierten Herzgewebe
isoliert wurden. Das remote Myokard kam zusammen mit dem Waschpuffer | in ein 50 ml
Reaktionsgefall und wurde 10 Minuten lang bei 37 °C inkubiert. Danach wurde das Herz-
gewebe wieder in eine Petrischale Uberfuhrt. Mithilfe einer feinen Schere wurde das
verdaute Gewebe zerkleinert. Die Gewebestlickchen wurden dann mit einer Plastikpasteur-
pipette aufgesaugt und vorsichtig wieder herausgeblasen. Dabei wurden die Kardio-
myozyten aus dem Gewebe geldst und in Losung gebracht. Das Gewebslysat wurde durch
ein Nylonnetz (150 um PorengréRe) filtriert und die Ubriggebliebenen Gewebestiicke
wurden von den geldsten Zellen getrennt. Um eine reinere Kardiomyozytenfraktion zu
erhalten, wurde die filtrierte Loésung dreimal gewaschen. Nach zehnminitigem
Sedimentieren der Zellen bildete sich ein Pellet. Der Uberstand wurde abgenommen und
Waschpuffer auf das sedimentierte Zellpellet gegeben. Dabei wurden die Zellen zuerst mit
Waschpuffer |, dann mit Waschpuffer Il und schliellich mit Waschpuffer Il gewaschen. Bei
jedem Waschschritt wurden die Zellen durch Invertieren vorsichtig resuspendiert. Die in

2.2.1 verwendeten Puffer sind in Tabelle 2 zusammengestellt.
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2.2.2 Messung des myozytaren Ca*-Kreislaufes

2.2.2.1 Fluoreszenzindikator Fura-2 Acetoxymethylester

Ca?* ist ein dynamischer sekundarer Botenstoff [112]. Er fluktuiert so schnell wie kein
anderer intrazellularer Signalstoff. Um den intrazellularen Ca”*-Kreislauf darzustellen,
wurde der von Tsien et al. entwickelte Fluoreszenzindikator Fura-2 Acetoxymethylester
(Fura-2 AM; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) verwendet [113]. Durch die
vier Acetoxymethylestergruppen ist er membranpermeabel und gelangt ungehindert Gber
die Zellmembran in das Zellinnere der intakten Kardiomyozyte [112-114]. Innerhalb dieser
wird Fura-2 AM von Esterasen zu Fura-2 gespalten. An die frei gewordenen Carboxylgrup-

pen bindet Ca?".

Fura-2 ist ein ratiometrischer Indikator [112]. Je nachdem, wieviel Ca* an Fura-2
gebunden ist, verschiebt sich die Wellenlédnge, bei der anregendes Licht eine maximale
Fluoreszenzantwort induziert. Bei hoher Ca®*-Konzentration liegt das Fluoreszenz-
maximum bei einer Anregungswellenlange von 340 bis 350 nm. Wird die
Ca?*-Konzentration so weit reduziert, bis kein Ca* mehr in der Lésung vorhanden ist,
verschiebt sich das Fluoreszenzmaximum von Fura-2 zu héheren Wellenlangen und liegt
dann bei 380 bis 390 nm (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Fluoreszenzanregungsspektren von Fura-2 bei verschiedenen Ca®*-Konzentrationen
Rechts oben Strukturformel von Fura-2

2.2.2.2 Probenvorbereitung

Zur Messung des myozytdren Ca?-Kreislaufs wurden die isolierten und mit Fura-2
beladenen Kardiomyozyten in eine kleine Messkammer mit Perfusionspuffer pipettiert. Pro
Messung wurden jeweils circa 3 Tropfen der Zellsuspension mit einer Pasteurpipette
vorsichtig in dieses Bad Uberfiihrt. Dort wurden die Kardiomyozyten standig mit frischem,
auf 37 °C erwarmtem Puffer umsplilt. Der frische Puffer wurde mithilfe einer Rollerpumpe
(Ismatec Reglo Digital Peristaltic Pump; 4-Channels, Cole-Parmer GmbH, Wertheim,
Deutschland) in das Bad gepumpt. Im Zulauf der Pufferlésungen regelte ein Heizer (micro-
Temperature Controller (mTCII, lonOptix, Milton, MA, USA) die Puffertemperatur und hielt
sie konstant auf dem eingestellten Wert. Die Pufferldsung wurde an einem Uberlauf mit
einer weiteren Rollerpumpe wieder abgesaugt. Zu- und Ablauf erfolgten jeweils bei

konstantem Druck und konstanter FlieRgeschwindigkeit (1 ml/min).
Folgende Perfusionspuffer wurden verwendet:

¢ bei basaler Stimulation: Perfusionspuffer, sieche Tabelle 2;
¢ bei BR-adrenerger Stimulation: Isoproterenol Hydrochloride (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) geldst in Perfusionspuffer (107 M):

¢ Dbei Koffein-Stimulation: Caffeine, Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA gel6st
in Perfusionspuffer (10 mM).
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2.2.2.3 Versuchsaufbau

An den Seiten des Kardiomyozytenbads befanden sich rechts und links Elektroden
(MyoPacer EP Field Stimulator, lonOptix, Milton, MA, USA). Nach Aktivierung der
elektrischen Stimulation mit 10 V bei 0,5 Hz kontrahierten die Kardiomyozyten im Takt. Die
Kontraktion der Zellen wurde mit einem Mikroskop (Myocyte Fluorescence Microscope,
MoticAE31 & Olympus UApo/340 Obijective, lonOptix, Milton, MA, USA) verfolgt.

Bei aktivierter elektrischer Stimulation wurde Uber das Mikroskop eine geeignete Zelle
ausgewahlt. Mit einer Mikroskopkamera (MyoCam-S™, lonOptix, Milton, MA, USA) wurde
Uber einen Monitor eine Feinjustierung durchgefiihrt, sodass die ausgewahlte
Kardiomyozyte den Messbereich voll ausfiillte. Nachdem die ausgewahlte Kardiomyozyte
in dem Fenster richtig platziert war, wurde die Messung gestartet und bei aktivierter
elektrischer Stimulation die zytosolischen Ca?*-Konzentrationen sowie die Verkiirzung der
Sarkomere parallel erfasst. Die Messung der Sarkomerfunktion wird in Kapitel 2.2.3

beschrieben.

2.2.2.4 Messung der zytosolischen Ca**-Konzentrationen

Die Anderung der zytosolischen Ca?-Konzentration wurde iiber Fluoreszenzaufnahmen
detektiert (HyperSwitch Myocyte System, lonOptix, Corporation, Milton, MA, USA). Wenn
Fura-2 an Ca** gebunden ist, liegt das Fluoreszenzmaximum bei einer Anregungswellen-
lange von 340 nm. Ungebundenes Fura-2 hat das Fluoreszenzmaximum bei 380 nm
(Abbildung 14). Durch diese ratiometrische Messung wird der Einfluss von Photobleichung,
von Ungleichheiten in der Beladung der Kardiomyozyten mit Fura-2 sowie von

Unterschieden in den Zelldicken auf die Messwerte minimiert.

Wahrend der Messung wurde mit einer Frequenz von 500 Hz zwischen den Anregungs-
wellenlangen 340 nm und 380 nm gewechselt. Pro Sekunde wurden somit an je 250
Messpunkten F4 bei 340 nm und F, bei 380 nm erfasst und das Verhaltnis F4/Fy berechnet,

um eine hohe zeitliche Auflésung der Ca**-Kinetik zu gewéhrleisten.

Mit der elektrischen Stimulation werden spannungsabhangige L-Typ-Ca?-Kanile der
ventrikularen Kardiomyozyte stimuliert, es kommt zur Depolarisation der Sarkolemma und
Ca®* stromt in die Zelle ein, wobei der RyR2 angeregt wird und sich fiir wenige
Millisekunden 6ffnet [36, 40]. Ca®* wird nun zusatzlich aus dem SR ins Zytosol freigesetzt
und bindet dort an Fura-2. Nach elektrischer Stimulation zum Zeitpunkt t kommt es im
Ca®*-Transienten (Abbildung 15) zu einem steilen Anstieg von F./F,. Dieser Anstieg
reprasentiert die Geschwindigkeit, mit der Ca®* aus dem SR (iber den RyR2 freigesetzt

wird. Seine Amplitude ist proportional zu der freigesetzten Ca**-Menge.
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Geschwindigkeit der Ca**-Freisetzung

A Amplitude

s Geschwindigkeit der Ca**-Elimination

to Zeit

Abbildung 15: Reprasentativer Ca**-Transient
Ca = Kalziumion; to = Zeitpunkt der elektrischen Stimulation

Nach dem schnellen Ca®-Anstieg im Zytosol wird die Diastole eingeleitet und das
zytosolische Ca*" wird liber die SERCA2a wieder in das SR zuriick gepumpt. Ein kleiner
Teil verlasst die Zelle Uber den Natrium-Kalzium-Austauscher (NCX), den PMCA und den
mitochondrialen Uniporter. Die zytosolische Ca**-Konzentration nimmt ab, Fura-2 liegt nun
vermehrt ungebunden vor. Aus der Abnahme von F4/Fyim Ca?*-Transienten kann bestimmt
werden, wie schnell Ca®" aus dem Zytosol in das SR (iber die SERCA2a aufgenommen
wird. Ab Beginn der elektrischen Stimulation dauert die Messung an den isolierten Kardio-
myozyten hdchstens 15 Minuten. Danach wurden die Kardiomyozyten aus dem Bad

abgesaugt und frische resuspendierte Kardiomyozyten in die Messkammer pipettiert.

2.2.2.5 Messung der Gesamtmenge Ca?* im SR durch Stimulation mit Koffein

Nach elektrischer Stimulation der Kardiomyozyten oder nach B-adrenerger Stimulation mit
Isoproterenol wird nie das gesamte im SR vorhandene Ca®* freigesetzt. Nach einem
Koffeinbolus wird jedoch die gesamte Menge an Ca** aus dem SR ins Zytosol freigesetzt
[43]. Er eignet sich daher zur Messung der Gesamtmenge an Ca?*, die sich im SR der

isolierten Kardiomyozyte befindet.

Dazu wurde die Kardiomyozyte zunachst flr einige Sekunden elektrisch stimuliert und
anschliellend die elektrische Stimulation flr circa 5 Sekunden ausgeschaltet. Die Zelle
wurde in dieser Zeit weiter mit Perfusionspuffer perfundiert. Nach 5 Sekunden erfolgte die
Stimulation der Kardiomyozyte durch schnellen Zulauf eines Koffeinbolus. Es kam zu einer
einmaligen langen Kontraktion der Zelle, wahrend der das im SR gespeicherte Ca**
ausgeschiittet wurde. Gemessen wurde ein einzelner groRer Ca?-Transient, dessen
Amplitude als MaR fiir die Menge des im SR gespeicherten Ca®* verwendet wurde
(Abbildung 16).
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elektrische Stimulation Koffeinbolus

Abbildung 16: Reprasentativer Ca®*-Transient nach Stimulation mit Koffein

2.2.2.6 Messung des SR-Ca** leaks

Es ist bekannt, dass selbst gesunde Kardiomyozyten im Ruhezustand Ca?* (iber den RyR2
aus dem SR spontan ins Zytosol freisetzen, das sogenannte Ca** leak. Dabei handelt es
sich jedoch um vernachlassigbar geringe Mengen an Ca?, die in der Regel keine
Kontraktion auslésen [115]. Um zu prifen, ob nach I/R die remote Kardiomyozyten im
Ruhezustand spontan mehr Ca?* iiber den RyR2 verlieren als die Kontroll-Kardiomyozyten,
wurden diese jeweils mit bzw. ohne 1 mmol/l Tetracain Hydrochlorid (Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, MO, USA) einer natrium- und Ca®'-freien Lésung ausgesetzt.

Tetracain blockiert den RyR2, sodass spontan kein Ca** mehr freigesetzt werden kann.

Hierzu wurden die Kardiomyozyten, wie unter Kapitel 2.2.1 beschrieben, isoliert und mit
Fura 2 beladen (Kapitel 2.2.2.2). Im ersten Schritt wurden die Zellen zunachst etwa 20-mal
in Perfusionspuffer | (Tabelle 3) bei 0,5 Hz elektrisch stimuliert, um den Ca**-Gehalt der

Kardiomyozyten in ein Gleichgewicht zu bringen.

Es wurden zwei Versuchsreihen mit je 10 Zellen pro Herz durchgefiihrt. Bei einer der
Versuchsreihen wurden die Kardiomyozyten nach Abschalten der elektrischen Stimulation
mit tetracainversetztem Perfusionspuffer I 3 Minuten lang perfundiert und anschliellend
1 Minute mit tetracainfreiem Perfusionspuffer Il perfundiert. Der Perfusionspuffer Il war
dabei natrium- und Ca®*-frei. Damit blieb der NCX inaktiv und Ca®* konnte weder aus der
noch in die Zelle gelangen. Darauf folgte, wie in Kapitel 2.2.2.5 beschrieben, die
Stimulation mit einem Koffeinbolus.

Bei der zweiten Versuchsreihe wurden die Kardiomyozyten nach Abschalten der

elektrischen Stimulation 3 Minuten lang mit tetracainfreiem Perfusionspuffer Il perfundiert
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und anschlieend mit einem Koffeinbolus stimuliert. Ausgewertet wurden jeweils die basale
Ca*"-Konzentration, der Koffein-induzierte zytosolische Ca®-Anstieg und die Koffein-
induzierte zytosolische Ca**-Elimination von:

e remote Kardiomyozyten mit bzw. ohne tetracainversetztem Perfusionspuffer Il

o Kontroll-Kardiomyozyten mit bzw. ohne tetracainversetztem Perfusionspuffer Il.

My

1,5 m—

1,0 m— % & \4 - Tetracain

Fi/Fo

)

+ Tetracain
— 2 trai
Perfusionspuffer Il natrlurp und Ca*-freier . Perfusionspuffer Il
0,5 = Perfusionspuffer Il +/- Tetracain f
0 5 10 15 /0 45 50
natrium- und Ca?*-freier natrium- und Ca?*-freier
Perfusionspuffer Il Perfusionspuffer Il mit Koffein

Abbildung 17: Messung des SR Ca®" leaks

2.2.3 Messung der Sarkomerlange

Wie bereits bei der Messung des myozytdren Ca**-Kreislaufes (Kapitel 2.2.2) beschrieben,
misst das lonOptix-Programm (HyperSwitch Myocyte System, lonOptix, Milton, MA, USA)
bei jeder elektrischen Stimulation parallel den Ca*-Kreislauf und die Sarkomerfunktion
[116]. Die Veranderungen der zytosolischen Ca*-Konzentration werden hierbei (ber
Fluoreszenzaufnahmen erfasst. Die kontraktilie Amplitude sowie die Kontraktion und
Relaxation der Sarkomere wird (iber Videoaufnahmen analysiert (MyoCam-S™, lonOptix
Corporation, Milton, MA, USA). Zu Beginn muss ein kleiner Ausschnitt der Sarkomere auf
dem Bildschirm ausgewahlt werden, in dem eine region of interest (ROI) definiert wird
(Abbildung 18). Ideal ist ein Bereich, in dem das gestreifte Muster der Sarkomere gut und
klar erkennbar ist. Die ROl wird bei jeder Zelle neu platziert und kann in der GroRe

verandert werden.
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Abbildung 18: Auswahl der Kardiomyozyte und der Sarkomere fiir die Messung der Ca**-Transienten
und der Sarkomerfunktion

Das Programm erkennt das Streifenmuster, das sich in der ROl befindet und die
Sarkomere darstellt (Abbildung 18). Es misst die Abstande zwischen den Streifen, wobei
1000 Datenpunkte pro Sekunde erfasst werden. Mittels schneller Fouriertransformation
wird die Sarkomerfunktion berechnet (Abbildung 19). Die Verklrzung der kontraktilen
Amplitude beginnt zum Zeitpunkt t,, wenn die basale Ruhephase endet und die elektrische
Stimulation erfolgt. Sie wird maximal am Kurvenminimum. Die Kontraktionsgeschwindigkeit
bestimmt, wie schnell das Minimum der Funktion nach der Stimulation erreicht wird. Die
Relaxationsgeschwindigkeit dagegen ist ein Mal} dafir, wie schnell die vor der elektrischen

Stimulation vorliegende Sarkomerlange wieder erreicht wird.

Kontraktionsgeschwindigkeit

wmch

_I

i
p J,,M.M“*—“"‘“*
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Relaxationsgeschwindigkeit

Sarkomerlange

Kontraktile Amplitude

! >

to Zeit

@'——-_——-——-

—

Abbildung 19: Reprasentative Sarkomerfunktion
to = Zeitpunkt an dem die elektrische Stimulation erfolgt

2.2.4 Auswertung der Ca®*-Transienten und der Sarkomerfunktion

Die von jeder Kardiomyozyte aufgenommenen Ca®*-Transienten sowie die parallel dazu
berechneten Sarkomerfunktionen wurden dahingehend beurteilt, ob sie fir eine
weitergehende Auswertung geeignet waren. Auswahlkriterien waren: Die Amplitude des
Ca?-Transienten und der Sarkomerfunktion musste groRer als 0,03 ym sein und der
Anstieg des Ca®*-Transienten musste ohne Nebenmaxima in das Maximum (ibergehen.
Zur Bestimmung der Sarkomerfunktion einer Kardiomyozyte musste ein deutliches

Streifenmuster erkennbar und eine Kontraktion der Zelle vorhanden sein. Von jeder
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gemessenen Kardiomyozyte wurden mindestens zehn Ca®*-Transienten und mindestens

zehn Sarkomerfunktionen fur die weitere Auswertung ausgewahit.

Ausgewertet wurden die Ca?-Transienten und Sarkomerfunktionen mit der lonWizard
Software (Version 6.4, lonOptix, Milton, MA, USA). Dabei wurden die 10 Transienten bzw.
Sarkomerfunktionen einer Kardiomyozyte aufaddiert und gemittelt. Aus diesem gemittelten
Transienten bzw. aus der gemittelten Sarkomerfunktion wurden dann KenngroRRen
berechnet, z. B. Amplitude, Anstieg und Abfall der Ca®*-Konzentration. Aus den jeweils 10
gemittelten KenngroRen der 10 Kardiomyozyten eines Mauseherzens wurde der
arithmetische Mittelwert berechnet. Damit lagen dann fir jedes Mauseherz gemittelte

KenngréfRen vor.

2.2.4.1 Ermittlung der Geschwindigkeit des Ca**-Anstiegs im Zytosol

Wie schnell Ca®* aus dem SR ins Zytosol freigesetzt wird, l&sst sich dem Anstieg des
Ca*-Transienten nach der Stimulation entnehmen. Der Ca*-Transient steigt direkt nach
der Stimulation nahezu linear an, weshalb zur Ermittlung der Geschwindigkeit des
Caz"-Anstiegs (Vanstieg) die Zeit Tprsy, ausgewertet wurde, nach der 75 % der maximalen

Amplitude erreicht waren (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Bestimmung der Geschwindigkeit des Ca2+-Anstiegs

2.2.4.2 Ermittlung der Geschwindigkeit der Ca®*-Elimination aus dem Zytosol

Wie schnell Ca?* aus dem Zytosol eliminiert und wieder in das SR aufgenommen wird,
lasst sich dem Abfall des Ca?*-Transienten nach Durchlaufen des Maximums entnehmen.

Nach Erreichen des Maximums fallt der Ca®-Transient nahezu linear ab. Die
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Geschwindigkeit der Ca?-Elimination (VEiminaton) Wurde deshalb anhand der Zeit Ty7s

berechnet, nach der die Amplitude um 75 % abgefallen war (Abbildung 21).

F1/F,
75% des Abfalls der Amplitude

> Amplitude

AF] Amplitude 75
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Abbildung 21: Bestimmung der Geschwindigkeit der Ca**-Elimination

2.2.4.3 Ermittlung der Kontraktionsgeschwindigkeit der Sarkomere

Die Sarkomerfunktion fallt direkt nach der Stimulation nahezu linear ab. Zur Ermittlung der
Kontraktionsgeschwindigkeit (Vkontraktion) WUrde deshalb die Zeit Tk7s¢, ausgewertet, nach der
die kontraktile Amplitude um 75 % verkdrzt war (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Bestimmung der Kontraktionsgeschwindigkeit aus der Sarkomerfunktion
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2.2.4.4 Ermittlung der Relaxationsgeschwindigkeit der Sarkomere

Nachdem die Sarkomerfunktion das Minimum durchlaufen hat, steigt sie in der ersten
Phase wieder nahezu linear an. Um die Relaxationsgeschwindigkeit (Vreiaxation) ZU €rmitteln,
wurde deshalb die Zeit Trrs, ausgewertet, nach der die Sarkomerfunktion wieder auf 75 %

angestiegen war (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Bestimmung der Relaxationsgeschwindigkeit aus der Sarkomerfunktion
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2.3 Proteinanalyse

2.3.1 Western blotting: Arbeitsschritte

Western blot ist ein Verfahren, mit dem Proteine auf eine Tragermembran Ubertragen
werden und anschlielend ein Protein der Wahl identifiziert und quantitativ ausgewertet
werden kann. Die dazu erforderlichen Praparationsschritte werden in den folgenden

Unterkapiteln beschrieben.

Die Western-blot-Analysen 24 Stunden nach I/R wurden von dem Kollegen Florian Funk
durchgefuhrt. Die Western-blot-Analysen 10 Tage nach I/R wurden anfangs gemeinsam

und nach Einarbeitung, selbststandig von der Promovendin durchgefiihrt.

2.3.1.1 Herstellung der Herzlysate

Die Mause wurden mittels zervikaler Dislokation getotet und das Herz entnommen. Die
Vorhéfe wurden abgetrennt und verworfen. Ebenso wurde die infarzierte Herzspitze vom
nicht-infarzierten Gewebe abgetrennt. Zwischen dem Infarktgebiet und dem nicht-
ischamischen Gewebe wurde der mittlere Teil gro3ziigig verworfen, um sicherzustellen,
dass im remote Gewebe weder infarziertes Gewebe noch Gewebe der Randzonen des
Infarkts vorhanden war. Die remote Gewebeproben wurden zum Ausspulen von Blut kurz
in 0,9%ige NaCl-Lésung gelegt. Danach wurden sie sofort in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80 °C gelagert.

Zur Herstellung der Herzlysate wurden die gefrorenen Herzgewebe in jeweils 600 pl
Praparationspuffer gegeben und auf Eis gekihlt. Zur Homogenisierung der Herzgewebe-
proben wurde ein Ultra Turrax IKA®T10 basic (IKA® Works, Inc., Wilmington USA)
verwendet. Jede Gewebeprobe wurde in drei aufeinanderfolgenden Intervallen
10 Sekunden unter Kiihlung mit Eis homogenisiert, wobei zwischen den Intervallen jeweils
10 Sekunden gewartet wurde. Die Herzlysate wurden anschlieRend aliquotiert und einige

der Aliquotes 1:2 mit Lammlipuffer (Tabelle 4) versetzt.

2.3.1.2 Membranpréaparationen

Zur Praparation der Membranen wurde das Herz wie bei der Herstellung der Herzlysate
entnommen, die Vorhofe entfernt, das remote Myokard isoliert, in flissigem Stickstoff
eingefroren und pulverisiert. Danach wurde es in 800 ul kalten Praparationspuffer (Tabelle
5) aufgenommen und 3 x 30 Sekunden mit einem Ultra Turrax IKA®T10 basic (IKA® Works,
Inc., Wilmington USA) homogenisiert.
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Das Homogenat wurde in einem ersten Schritt durch 20-minditige Zentrifugation bei 4 °C
mit einer Beschleunigung von 8000 g aufgetrennt, der Uberstand anschlieBend in ein
Reaktionsgefal® Uberflihrt und bei 4 °C mit 100000 g 30 Minuten lang zentrifugiert. Das

entstandene Pellet wurde danach in 150 pl Aufbewahrungspuffer aufgenommen.

Fir die Proteinbestimmung mittels BCA-Methode wurde ein Teil der gewonnenen Probe
1:10 mit DdH,O verdinnt und bei -80 °C eingefroren. Der Rest wurde mit Lammlipuffer

versetzt und in Aliquotes bei -80 °C aufbewahrt.

2.3.1.3 Quantitative Erfassung der Proteinmenge mit der BCA-Methode

Zur Bestimmung der Proteinmenge der Herzlysate sowie der Membranen wurden diese 1:5
mit destilliertem Wasser verdinnt und mit einem Reagenz, bestehend aus Pierec™ BCA
Protein Assay Reagent B und Pierec® BCA Protein Assay Reagent A (Thermo Scientific,
Rockford, USA) (Zusammensetzung 1:50) im Verhaltnis 1:8 vermischt. Als Standard diente
eine  BSA-Verdinnungsreihe (Bovine-Serum-Albumin). Die Proteinmenge wurde
anschlieend photometrisch bei einer Wellenlange von 562 nm mit dem Synergy™ Mx

Microplate reader (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) ausgewertet.

2.3.1.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Proteine wurden durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) getrennt. Dazu

wurde ein aus einem Sammelgel und einem 15%igen Trenngel bestehendes
Polyacrylamidgel (Tabelle 6) gegossen. Es wurde darauf geachtet, dass jede Geltasche mit
der gleichen Proteinmenge beladen wurde. Zusatzlich wurde ein Marker (Prestained
Protein Molecular Weight Marker, Fermentas, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) aufgetragen. Bis zum Erreichen des Trenngels wurden die Proteine fur circa
20 Minuten bei einer elektrischen Spannung von 80 V (PowerPac™ Basic Power Supply,
Bio Rad Laboratories GmbH, Muinchen, Deutschland) aufgetrennt. Danach wurde die

Spannung eine Stunde lang auf 150 V erhoht.

Zur Ermittlung der RyR2-Expression und der Phosphorylierungsstellen pRyR2(Ser2808)
und pRyR2(Ser2814), sowie der HAX-1 Expression wurden Membranen anstelle von Herz-
lysaten verwendet. Dabei wurde ein 6 %iges Trenngel gegossen. Die Proteinauftrennung
wurde zunachst 20 Minuten lang bei 80V und danach 40 Minuten lang bei 150V
durchgeflhrt.

2.3.1.5 Western blot
Der Transferstapel wurde als Schichtstruktur aufgebaut (Abbildung 24). Gel und Transfer-

membran (Immobilon®-P Transfer Membrane, Millipore, Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland) wurden direkt aufeinander gelegt und zwischen je drei Lagen Whatman®
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Chromatographie-Papier (Whatman® 3 mm Chr Chromatography Paper, GE Healthcare
Life Sciences, Buckinghamshire, Grof3britannien) gepackt. Bevor die Membran auf das Gel
gelegt wurde, wurde sie 30 Sekunden mit 100 % Methanol aktiviert und anschlieRend mit

Western-blot-Puffer gespuilt.

| | Anode

blot-Schwamm

3 Lagen Filterpapier

70770707777 Transfermembran

| ] Gel
[ e —r———————————————————————————————— 3 Lagen Filterpapier
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T Kathode

R blot-Schwamm

Abbildung 24: Schematischer Aufbau des Transferstapels

Abgeschlossen wurde der Stapel auf beiden Seiten mit einem blot-Schwamm. Der Trans-
ferstapel wurde daraufhin so in die blot-Kammer gesetzt, dass die Membran gegentber der
Anode und das Gel gegeniber der Kathode lagen. Nach Anlegen der Spannung war das
elektrische Feld senkrecht zu Membran und Gel gerichtet. Die Kammer wurde mit Western-

blot-Puffer nahezu vollstandig aufgefiillt.

Bei den Herzlysaten wurde 1 Stunde mit einer Spannung von 100V gearbeitet. Zur
Detektion der Expression des RyR2 sowie dessen Phosphorylierung wurde das Blotting
15 Stunden bei 30 V durchgefihrt.

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran im SNAP i.d.® 2.0 Protein Detection System
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) zweimal mit 0,5%iger Blockmilch (siehe Tabelle 8)
blockiert und danach Utber Nacht in einer gekuhlten Petrischale aus Glas mit einem der
Primarantikbrper aus Tabelle 8, der in einer 5%igen Blockmilch geldst war, geschwenkt
und inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die Losung aus Blockmilch und Primarantikor-
per aus der Petrischale abgezogen und bei -20°C eingefroren. Insgesamt wurden die Pri-
marantikérper héchstens flinfmal verwendet. Die Gber Nacht im Primarantikorper inkubierte
Membran wurde viermal mit je 30 ml TBST-Puffer im SNAP i.d.® 2.0 Protein Detection Sys-
tem gewaschen. Dann wurde flr 10 Minuten der entsprechende Sekundarantikérper aus
Tabelle 9 auf die Membran gegeben. Danach erfolgte erneut ein viermaliger Waschschritt
mit TBST-Puffer und schliel3lich wurde die Membran in eine mit TBST-Puffer geflillte
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Petrischale Uberfuhrt. Die Sekundarantikdrper wurden in einer 0,5%igen Blockmilch geldst
und ebenfalls bei -20 °C aufbewabhrt.

2.3.1.6 Film

Nach Entfernen der Uberschissigen Antikérper wurde die Western-blot-Membran in der
Dunkelkammer in 6 ml Luminata™ Forte Western HRP Substrate (Millipore Corporation,
Billerica, MA, USA) circa 5 Minuten geschwenkt und dadurch aktiviert. Anschlieliend wurde
sie, geschutzt durch zwei Klarsichtfolien, in die Entwicklungskassette gelegt und der
Roéntgenfilm (Fuji medical X-Ray Film 100NIF 18x24, Fuijifilm Corporation, Tokyo, Japan)
wurde durch Chemilumineszenz belichtet. Nach der Belichtung wurde der Film mit
Carestream®Kodak® autoradiography GBX developer/replenisher (Sigma-Aldrich, NY, US)
entwickelt und mit Carestream® Kodak® autoradiography GBX fixer/replenisher (Sigma-
Aldrich, NY, USA) fixiert. Zur Auswertung wurden die Western-blot-Bilder eingescannt und
mit der Software Image Studio™ (Lite LI-Core® Biotechnology, Nebraska, USA)

ausgewertet.

2.3.2 PKA-Aktivitatsbestimmung

2.3.2.1 Herstellung der Herzlysate

Die Herzgewebestucke fur die Bestimmung der PKA-Aktivitdt wurden auf dieselbe Weise
gewonnen wie bei Herstellung der Herzlysate (Kapitel 2.3.1.1). Die in Stickstoff
eingefrorenen Herzgewebe aus dem remote Gebiet mit und ohne I/R wurden in Lysepuffer
(Tabelle 10) berfiihrt und mithilfe eines Ultra Turrax IKA®T10 basic (IKA® Works, Inc.,
Wilmington USA) bei 10 000 rpm dreimal nacheinander 20 Sekunden homogenisiert.
Danach wurden die Homogenate bei 30 000 rpm 30 Minuten bei 4 °C zentrifugiert.

2.3.2.2 Quantitative Erfassung der Proteinmenge mit der BCA-Methode

Fir die Bestimmung der PKA-Aktivitdt wurde die Proteinmenge wie in Kapitel 2.3.1.3

beschrieben erfasst.

2.3.2.3 ELISA

Die globale PKA-Aktivitat des remote Gebietes wurde mithilfe eines Enzymimmunoassays
(ELISA; ADI-EKS-390A, Enzo-Life Science, Farmingdale, NY, USA) bestimmt [117]. Die

einzelnen Verfahrensschritte sind in Abbildung 25 skizziert.
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Abbildung 25: ELISA Verfahrensschritte

Schritt 1: Zugabe der Kinase und des ATPs; Kinasereaktion

Schritt 2: Zugabe des phosphatspezifischen Antikdrpers (P-Ab)

Schritt 3: Zugabe des Peroxidase-konjugierten Sekundarantikérpers (HRP)
Schritt 4: Zugabe des Tetramethylbenzidin (TMB) Substrates

Schritt 5: Absorptionsmessung bei 450 nm

Die wells der zur Bestimmung der PKA-Aktivitat verwendeten Mikrotiterplatte waren bereits
mit einem Substrat vorbeschichtet. Dieses Substrat wurde durch Zugabe von 50 pl Kinase-
pufferldsung pro well befeuchtet und bei Raumtemperatur 10 Minuten eingeweicht. Danach
wurde die Pufferlésung wieder vorsichtig aus den wells abgesaugt. Die entsprechend
Kapitel 2.3.2.1 praparierten Homogenate wurden 1:100 verdinnt und davon jeweils 30 pl

als Dubletten in die wells pipettiert.

Zusatzlich wurde eine Standardreihe aufgetragen. Die Kinasereaktion wurde durch Zugabe
von 10 ul geléstem ATP pro Probe ausgeldst. Die Inkubation dauerte 90 Minuten bei 30 °C.
Danach wurde die Lésung aus den wells abgesaugt, wodurch die Reaktion gestoppt
wurde. Mit der ATP-Zugabe wurden die vorliegenden Substrate durch die aktive - in der
Probe vorhandene PKA - phosphoryliert. Zur Bindung der phosphatspezifischen Antikérper
an die phosphorylierten Substrate wurden 40 ul des phosphatspezifischen Antikérpers
(1 pl/ml) zu jeder Probe gegeben und bei Raumtemperatur 60 Minuten lang inkubiert.

Darauf folgten vier Waschschritte mit je 100 ul Waschpuffer.

Die Bindung des Peroxidase-konjugierten Sekundarantikorpers an den bereits gebundenen
Primarantikérper erfolgte durch Zugabe von 40 ul Meerrettichperoxidase konjugiertes
Ziege-anti-Kaninchen-Immunglobulin G (1 mg/ml) zu jeder Probe. Nach 30-minutiger
Inkubation folgten wiederum vier Waschschritte mit je 100 yl Waschpuffer. Jedem well
wurden 60 pl des Farbstoffes Tetramethylbenzidin hinzugefiigt. Tetramethylbenzidin ist ein

Chromogen und dient als Nachweis fir die Meerrettichperoxidase. Nach der Aktivierung
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durch die Peroxidase verfarbte sich Tetramethylbenzidin blau. Nach 90 Minuten bei Raum-
temperatur wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 20 pl saurer Lésung gestoppt. Es
erfolgte ein Farbumschlag und das nicht umgesetzte, blaue Tetramethylbenzidin verfarbte

sich gelb.

Die Intensitat der jetzt noch vorhandenen Blaufarbung war proportional zur vorliegenden
PKA-Aktivitat und wurde bei 450 nm mit dem Synergy™ Mx Microplate reader (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) ausgewertet. Durch Vergleich mit der Standardreihe

und unter Berlicksichtigung des entsprechenden Leerwertes wurde die jeweilige PKA-

Aktivitat der Proben quantitativ bestimmt. 3

2.4 Statistik

Die statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Programm GraphPad Prism 7.0 (Graph-
Pad Software, Inc., La Jolla—San Diego, CA, USA). Fur Vergleiche von zwei Datensatzen
wurde der ungepaarte Student’s-t-Test genutzt. Als statistisch signifikant wurde ein
Signifikanzniveau von P <0,05 betrachtet. Die Daten wurden als Mittelwert
+ Standardfehler (SEM) aus n unabhangigen Experimenten angezeigt. Ausreil3er wurden

Uber den Grubbs-Test identifiziert.

3 Die Bestimmung der PKA-Aktivitdt wurde zusammen mit Frau Irmhild Riter durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

Zu Beginn der Untersuchungen wurden die Ca*-Kinetik und die mechanischen
Eigenschaften im nicht-ischadmischen Teil des Herzens in der frihen Phase 24 Stunden
nach I/R analysiert. In dieser friihen Phase ist die Mortalitdt besonders hoch [108].
Vergleichend wurde zudem der Zeitpunkt 10 Tage nach I/R untersucht. In beiden Fallen
war das remote Myokard von besonderem Interesse, da es nach Myokardinfarkt durch den
Verlust des ischamischen Myokards erhohten mechanischen Belastungen ausgesetzt ist
und den Funktionsverlust des Herzens kompensieren muss, um den Organismus noch

ausreichend zu durchbluten.

Bisher ist bekannt, dass das remote Myokard in der akuten Phase nach I/R eine kontraktile
Dysfunktion aufweist [21]. Ob dabei Stérungen im myozytaren Ca*-Kreislauf eine Rolle
spielen, ist bislang nicht bekannt. Die Kenntnis der ursachlichen Mechanismen stellt eine
Voraussetzung dar, um durch gezielte therapeutische Interventionen den Funktionsverlust

nach I/R zu minimieren und den Kreislauf stabil zu halten.

3.1 24 Stunden nach I/R

Zunachst wurde die Frihphase 24 Stunden nach I/R betrachtet und untersucht, ob im
nicht-ischdmischen Gewebe Veranderungen am Ca**-Kreislauf auftreten. Die Western-blot-
Daten (siehe Kapitel 3.1.3 — 3.1.5) flr die Analyse der Proteinexpression 24 Stunden nach

I/R wurden von Florian Funk erhoben.
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3.1.1 GroRe und Geschwindigkeit intrazelluldrer Ca®*-Stréome

Die Messung der Ca**-Kinetik (Kapitel 2.2.2.4) wurde an Kardiomyozyten durchgefiihrt, die
aus dem remote Myokard von 10 operierten Herzen und 11 scheinoperierten Herzen
(Kontrollgruppe) isoliert wurden. Von den urspriinglich 11 operierten Herzen wurde ein
Herz verworfen, das im EKG keine signifikante ST-Hebung aufwies und daher eine
einstindige Ischamie nicht sichergestellt werden konnte. Die Auswertung der

Ca?*-Transienten erfolgte entsprechend dem in Kapitel 2.2.4 beschriebenen Vorgehen.
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Abbildung 26: Reprasentative Darstellung fiir die Ca*-Transienten einer Kontroll-Kardiomyozyte
(schwarz) und einer remote Kardiomyozyte (rot) 24 Stunden nach I/R wahrend eines kontraktilen Zyklus
nach elektrischer Stimulation (to)
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3.1.1.1 Amplitude

Abbildung 27 stellt die Amplitude der gemessenen Ca?**-Transienten dar. Firr jedes Herz
wurden 10 Zellen gemessen, wobei jeweils die Amplitude aus 10 Ca*-Transienten
gemittelt worden war. Die Amplitude ist proportional zu der Menge an Ca®, die nach
elektrischem Stimulus zum Zeitpunkt t, aus dem SR ins Zytosol freigesetzt wird. Die
24 Stunden nach I/R mit jeder elektrischen Stimulation ins Zytosol freigesetzte Menge an
Ca*" war signifikant (P < 0,01) um 19 + 4 % geringer als in Kardiomyozyten ohne Ischamie
IReperfusionsschaden. Nach Stimulation mit Isoproterenol (107 M) war die Amplitude der
remote Kardiomyozyten wieder genauso hoch wie in den Kontroll-Kardiomyozyten
(P=0,92; Abbildung 27). Durch B-adrenerge Stimulation war es somit mdglich, die

Erhdhung der Ca®-Konzentration im Zytosol vor jeder Zellkontraktion wieder zu
normalisieren.
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Abbildung 27: Amplitude der Ca®*-Transienten nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation
24 Stunden nach I/R

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Amplituden von Ca®*-Transienten + SEM. Gemessen wurden
isolierte Kardiomyozyten aus N = 10/11 Herzen. ** P < 0,01; ca® = Kalziumion; iso = Isoproterenol;
K = Kontroll-Kardiomyozyte; NS = nicht signifikant; RM = remote Kardiomyozyte. Die Amplituden sind normiert
auf die gemittelte Amplitude der Kontrollgruppe nach basaler Stimulation.
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3.1.1.2 Koffein-induzierte Amplitude

Aufgrund der geringeren Menge an Ca?*, die mit jeder Stimulation unter Basalbedingungen
aus dem SR ins Zytosol freigesetzt wurde, stellte sich die Frage, ob in den remote Kardio-
myozyten generell weniger Ca** im SR gespeichert war. Daher erfolgte zusétzlich die

Messung der Gesamtmenge Ca?* im SR (Kapitel 2.2.2.5) durch Koffeinstimulation.

Die Stimulation der Kardiomyozyten mit einem Koffeinbolus zeigte, dass die Amplitude der
Ca**-Transienten von remote Kardiomyozyten nach I/R signifikant (P < 0,05) um 12 +7 %
geringer war als die der Kardiomyozyten aus scheinoperiertem Myokard. Daraus |asst sich

schlieRen, dass in den remote Kardiomyozyten nach I/R weniger Ca®* im SR gespeichert
war (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Amplitude der Ca®*-Transienten nach Koffeinstimulation 24 Stunden nach I/IR
Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Amplituden von Ca?*-Transienten + SEM. Gemessen wurden N = 12
Kontroll-Kardiomyozyten und 15 remote Kardiomyozyten aus insgesamt 3 verschiedenen Herzen. * P < 0,05;

K = Kontroll-Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte. Die Werte sind normiert auf die gemittelte Amplitude
der Kontrollgruppe.
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3.1.1.3 Untersuchungen des Ca* leaks

Zur Untersuchung des Ca?* leaks wurden die Kardiomyozyten in natrium- und Ca?**-freiem
Milieu ohne elektrischen Stimulus sowohl mit als auch ohne Tetracain perfundiert und
schlieRlich mit Koffein stimuliert (siehe 2.2.2.6). Durch das natrium- und Ca?**-freie Milieu
bleibt der NCX inaktiv und es findet kein Ca?*-Austausch statt [118]. Anhand der basalen
Ca”*-Konzentration wurden remote Kardiomyozyten und Kontroll-Kardiomyozyten
verglichen. Im Ruhezustand ohne elektrische Stimulation tritt Ca®* spontan und in geringen
Mengen (iber den RyR2 aus dem SR in das Zytosol aus. Dabei ist die Ca*-Menge so
gering, dass es nicht zur Kontraktion der Sarkomere kommt. Tetracain jedoch unterdrtickt
die spontane Freisetzung von Ca?* (iber den RyR2. Wahrend der Perfusion der
Kardiomyozyten mit dem Perfusionspuffer Il, der mit 1 mmol/l Tetracain versetzt war, sank
die basale Ca*-Konzentration im Vergleich zur basalen Ca”*-Konzentration, die bei der
Perfusion der Kardiomyozyten mit Perfusionspuffer Il ohne Tetracain gemessen wurde. Im
Vergleich der remote Kardiomyozyten und der Kontroll-Kardiomyozyten ergab sich bei der
basalen Ca?-Konzentration mit bzw. ohne Tetracain kein signifikanter Unterschied
(P=0,57). In den remote Kardiomyozyten liegt demzufolge kein erhéhter Ausstrom von
Ca?* im Ruhezustand vor (Abbildung 29).

A Basale Ca2*-Konzentration nach Tetracain

K RM

Abbildung 29: Differenz basale Ca?*-Konzentration mit und ohne Tetracain

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der basalen Ca®"-Konzentration nach Tetracain + SEM. Gemessen
wurden N = 15 Kontroll-Kardiomyozyten und N = 12 remote Kardiomyozyten aus insgesamt 3 verschiedenen
Herzen. K = Kontroll-Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte
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3.1.1.4 Koffein-induzierte Amplitude mit und ohne Tetracain

Bei der Koffein-induzierten Amplitude zeigte sich sowohl mit (P = 0,22) als auch ohne Tet-
racainperfusion (P = 0,11) kein Unterschied zwischen den remote Kardiomyozyten und den
Kontroll-Kardiomyozyten (Abbildung 30). Dies bestatigt die vorherige Aussage, dass die
spontane Ca**-Freisetzung in den remote Kardiomyozyten im Vergleich zu den Kontroll-

Kardiomyozyten nicht erhéht ist (Abbildung 29).
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Abbildung 30: Koffein-induzierte Amplitude, mit und ohne Tetracain

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Koffein-induzierten Amplitude links ohne Tetracain und rechts mit
Tetracain £+ SEM. Gemessen wurden N = 9 Kontroll-Kardiomyozyten und N = 16 remote Kardiomyozyten aus
insgesamt 3 verschiedenen Herzen. K = Kontroll-Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte
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3.1.1.5 Geschwindigkeit des Ca**-Anstiegs

Die Geschwindigkeit des Caz"-Anstiegs (Vanstieg) iIM Zytosol war nach basaler Stimulation in
den remote Kardiomyozyten verglichen mit den Kardiomyozyten, die keinem Ischa-
mie-/Reperfusionsschaden unterlagen, um 17 +6 % verlangsamt (P <0,05). Nach
Stimulation der Kardiomyozyten mit dem B-Sympathomimetikum Isoproterenol zeigte sich

in der Freisetzungsgeschwindigkeit kein signifikanter Unterschied mehr (P=0,17;
Abbildung 31).
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Abbildung 31: Geschwindigkeit des Ca2+-Anstiegs nach basaler Stimulation bzw. g-adrenerger
Stimulation 24 Stunden nach I/R

Das Sé&ulendiagramm zeigt Mittelwerte der Ca2+-Geschwindigkeit + SEM. Gemessen wurden isolierte
Kardiomyozyten aus N = 10/11 Herzen. * P < 0,05; ca® = Kalziumion; iso = Isoproterenol; K = Kontroll-
Kardiomyozyte; NS = nicht signifikant; RM = remote Kardiomyozyte. Die Geschwindigkeiten sind normiert auf

die gemittelte Geschwindigkeit der Kontrollgruppe nach basaler Stimulation.
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3.1.1.6 Geschwindigkeit der Ca®*-Elimination

Die Geschwindigkeit der Ca?*-Elimination (VEimination) War in den remote Kardiomyozyten
24 Stunden nach I/R signifikant (P < 0,05) um 24 + 9 % verlangsamt.

Die unveranderte NCX-Aktivitat deutet auf eine verminderte SERCA2a-Aktivitat hin. Nach
Stimulation mit Isoproterenol war die Geschwindigkeit der Ca*-Elimination bei den remote
Kardiomyozyten wieder genauso hoch wie bei den Kontroll-Kardiomyozyten (P = 0,92;
Abbildung 32).
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Abbildung 32: Geschwindigkeit der Ca®-Elimination nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger
Stimulation 24 Stunden nach I/IR

Das Saulendiagram zeigt Mittelwerte der Ca2+-Geschwindigkeit + SEM. Gemessen wurden isolierte
Kardiomyozyten aus N = 10/11 Herzen. * P < 0,05; ca® = Kalziumion; iso = Isoproterenol; K = Kontroll-
Kardiomyozyte; NS = nicht signifikant; RM = remote Kardiomyozyte. Die Geschwindigkeiten sind normiert auf
die gemittelte Geschwindigkeit der Kontrollgruppe nach basaler Stimulation.

In remote Kardiomyozyten wird Ca®* verlangsamt aus dem Zytosol eliminiert. Zytosolisches
Ca?" wird in Mauskardiomyozyten zu 92 % von der SERCA2a in das SR gepumpt und zu
7 % Uber den NCX aus der Zelle eliminiert [41]. Um zu Uberprifen, ob die verlangsamte
Ca?-Elimination ausschlieRlich durch eine verminderte SERCA2a-Aktivitat verursacht
wurde und nicht auch eine verminderte NCX-Aktivitat vorlag, wurde die Geschwindigkeit
der Ca*-Elimination nach Koffeinstimulation bestimmt. Die Geschwindigkeit des Koffein-
induzierten Abfalls des Ca®*-Transienten in der natrium- und Ca®*-freien Lésung spiegelt
die Aktivitat des NCX wider. Koffein 6ffnet die RyR2 und die SERCA2a kann unabhangig

von ihrer Aktivitat kein zytosolisches Ca®* mehr eliminieren.
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3.1.1.7 Koffein-induzierte Ca**-Elimination

Die NCX-Aktivitdst wurde aus der Geschwindigkeit der Ca*-Elimination der Koffein-
Transienten bestimmt. Durch den Koffeinbolus wird der RyR2 offen gehalten und die
zytosolische Ca®*-Elimination geschieht unabhangig von der SERCA2a-Aktivitat. Es zeigte
sich, dass die Geschwindigkeit der Ca?*-Elimination nach Koffeinstimulation in den remote
Kardiomyozyten im Vergleich mit den Kontroll-Kardiomyozyten nicht verandert war
(Abbildung 33). Folglich ist die basal gemessene verlangsamte Ca?*-Elimination der remote

Kardiomyozyten (Abbildung 32) auf eine reduzierte SERCA2a-Aktivitat zurtickzufihren.

Koffein-induzierte
Ca?*-Elimination

K RM

Abbildung 33: Koffein-induzierte Ca?*-Elimination 24 Stunden nach IIR

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der basalen Ca**-Konzentration nach Koffeinstimulation * SEM.
Gemessen wurden N = 9 Kontroll-Kardiomyozyten und N = 16 remote Kardiomyozyten aus insgesamt 3
verschiedenen Herzen. K = Kontroll-Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Ca®*-Kinetik 24 Stunden nach I/R bei den
remote Kardiomyozyten langsamer verlief als bei den Kardiomyozyten aus dem
scheinoperierten Myokard. Wie in Abbildung 26 dargestellt, war die Amplitude der remote
Kardiomyozyten kleiner, die zytosolische Ca®-Freisetzung sowie die Ca®*-Wieder-
aufnahme in das SR waren verlangsamt. Nach [(-adrenerger Stimulation war die
Ca?-Kinetik der remote Kardiomyozyten nach I/R auf dem gleichen Stand wie bei den

Kardiomyozyten aus dem scheinoperierten Gewebe ohne I/R.
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3.1.2 Sarkomerfunktion

Die Messung der Sarkomerfunktion (2.2.3) erfolgte parallel zu der in Kapitel 3.1.1
beschriebenen Messung der myozytdren Ca?*-Kinetik. Die Sarkomerfunktion wurde

entsprechend dem in Kapitel 2.2.4 beschriebenen Vorgehen ausgewertet.

Die Sarkomerfunktion wurde nur bei solchen Herzen ausgewertet, bei denen sie eindeutig
erfasst worden war. Die kontraktile Amplitude der Sarkomerfunktion musste groRer als
0,03 um sein. An der Kardiomyozyte musste sowohl ein deutliches Streifenmuster
erkennbar als auch eine Kontraktion der Zelle vorhanden sein. Dadurch verkleinerte sich
die Anzahl der gemessenen Herzen in der Kontrollgruppe auf 9 und nach B-adrenerger
Stimulation mit Isoproterenol in den remote Herzen auf 8. Das B-Sympathomimetikum Isop-
renalin beschleunigte Kontraktion und Relaxation der Zellen. Es sollte hiermit die Frage
beantwortet werden, ob nach B-adrenerger Stimulation die remote Kardiomyozyten genau-
so schnell wie die Kontroll-Kardiomyozyten kontrahieren und relaxieren (Methode siehe
2.2.3).
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Abbildung 34: Reprasentative Aufzeichnung fiir die Sarkomerldnge einer remote Kardiomyozyte 24
Stunden nach I/R (rot) und einer Kontroll-Kardiomyozyte (schwarz) unter Basalbedingungen wéahrend
eines kontraktilen Zyklus nach elektrischer Stimulation (to)
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3.1.2.1 Kontraktile Amplitude

Die kontraktile Amplitude war bei den remote Kardiomyozyten nach einer Stunde Ischamie
und 24 Stunden Reperfusion um 22 + 6 % signifikant (P < 0,05) kurzer als in den Kardio-
myozyten ohne Ischamie und Reperfusion. Nach B-adrenerger Stimulation war ein Trend
zu einer kleineren kontraktilen Amplitude zu erkennen, der Unterschied war jedoch nicht
signifikant (P = 0,09; Abbildung 35).
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Abbildung 35: Kontraktile Amplitude nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation 24
Stunden nach I/IR

Das Séaulendiagramm zeigt Mittelwerte der kontraktilen Amplitude + SEM. Nach basaler Stimulation wurden
Kardiomyozyten aus N = 9 Kontroll-Herzen und N = 10 remote Herzen ausgewertet, nach Isoproterenol
Stimulation wurden N = 9 Kontroll-Herzen und N = 8 remote Herzen ausgewertet; * P < 0,05;
iso = Isoproterenol; K = Kontroll-Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte.
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3.1.2.2 Kontraktionsgeschwindigkeit

Die Kontraktionsgeschwindigkeit Vgonrakion War nach [/R nicht signifikant verandert
(P=0,40). Auch nach Stimulation der B-adrenergen Rezeptoren zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in den remote Kardiomyozyten (P = 0,61; Abbildung 36). Es war

jedoch ein Trend zu einer verminderten Kontraktionsgeschwindigkeit erkennbar.
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Abbildung 36: Kontraktionsgeschwindigkeit nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation
24 Stunden nach I/R

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Kontraktionsgeschwindigkeit + SEM. Nach basaler Stimulation

wurden Kardiomyozyten aus N = 9 Kontroll-Herzen und N = 10 remote Herzen ausgewertet, nach Isoproterenol

Stimulation wurden N = 9 Kontroll-Herzen und N = 8 remote Herzen ausgewertet. iso = Isoproterenol;

K = Kontroll-Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte. Die Geschwindigkeiten sind normiert auf die
gemittelte Geschwindigkeit der Kontrollgruppe nach basaler Stimulation.
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3.1.2.3 Relaxationsgeschwindigkeit

Wie die Kontraktionsgeschwindigkeit anderte sich auch die Relaxationsgeschwindigkeit
VRelaxation P€I den remote Kardiomyozyten sowohl nach basaler Stimulation (P = 0,24) als
auch nach B-adrenerger Rezeptor Aktivierung nicht signifikant (P < 0,47; Abbildung 37).

Ein Trend zu einer langsameren Relaxationsgeschwindigkeit war jedoch zu erkennen.
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Abbildung 37: Relaxationsgeschwindigkeit nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation
24 Stunden nach I/R

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Relaxationsgeschwindigkeit + SEM. Nach basaler Stimulation
wurden Kardiomyozyten aus N = 9 Kontroll-Herzen und N = 10 remote Herzen ausgewertet, nach Isoproterenol
Stimulation wurden N = 9 Kontroll-Herzen und N = 8 remote Herzen ausgewertet. iso = Isoproterenol;
K = Kontroll-Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte. Die Geschwindigkeiten sind normiert auf die
gemittelte Geschwindigkeit der Kontrollgruppe nach basaler Stimulation.

Die mechanischen Eigenschaften der Sarkomere lassen sich folgendermalRen zusammen-
fassen: Kardiomyozyten des remote Myokards nach I/R zeigten im Vergleich mit den
Kontroll-Kardiomyozyten eine verminderte kontraktile Amplitude (Abbildung 34). Nach I/R
tendierten sie zu verminderter, jedoch nicht signifikant veranderter Kontraktions- und
Relaxationsgeschwindigkeit. Nach B-adrenerger Stimulation bleibt ein Trend bestehen, der
jedoch flr keinen der untersuchten Parameter signifikant ist.
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3.1.3 Proteinexpression von Regulatoren des myozytdren Ca**-Kreis-
laufes

Bei den unter 3.1.3 und 3.1.4 beschriebenen Experimenten wurde die Ischdmieinduktion
von der Promovendin und die Western blot-Analysen von Herrn Florian Funk (aus der Ar-
beitsgruppe von Prof. Dr. J.P. Schmitt) durchgefuhrt. Aufgrund der verlangsamten intrazel-
lularen Ca®*-Kinetik und der verminderten Ca**-Beladung des SR im remote Myokard nach
einstuindiger Ischamie und 24-stindiger Reperfusion (siehe Kapitel 3.1.1) wurde die Protei-
nexpression wichtiger Ca®**-Regulatoren untersucht. Die Expression der SERCA2a, des
RyR2 und der PLN-Monomere wurde mit der Western-blot-Methode gemessen. Um glei-
che Proteinmengen im Gel aufzutragen, wurden diese mittels der BCA-Methode (siehe
Kapitel 2.3.1.2) ermittelt. Die ermittelten SERCA2a-, RyR2- und Phospholamban (PLN)-
Monomer-Expressionen wurden auf die Expressionsstarke des kardialen Troponin | (cTnl)
normalisiert. Es wurden zunachst Expressionsanalysen von PLN-Monomeren, SERCA2a
und RyR2 durchgefihrt.
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Abbildung 38: Expressionen von Regulatoren des Ca”**-Kreislaufes 24 Stunden nach IIR
Reprasentative Gelbilder und Saulendiagramme (Mittelwerte der Expression + SEM) aus N = 7 — 12 Kontroll-
bzw. remote Myokard. cTnl = kardiales Troponin |; K = Kontroll-Myokard; PLN = Phospholamban; RM = remote
Myokard; RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2; SERCA2a = sarco/endoplasmatic calcium ATPase 2a

Die Expressionsanalyse der PLN-Monomere (P = 0,086), der SERCA2a (P = 0,98) und des
RyR2 (P = 0,99) zeigten 24 Stunden nach I/R keine Unterschiede im remote Myokard im
Vergleich zum Kontroll-Myokard (Abbildung 38). Des Weiteren wurde Uberprift, ob sich
24 Stunden nach I/R im remote Myokard die Expression von Proteinen, insbesondere von
HS1 assoziierten Protein X-1 (HAX-1) und S100A1, die mit SERCA2a und PLN

interagieren und diese regulieren, veranderte [67, 70, 71].
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Die Expression beider Proteine unterschied sich 24 Stunden nach I/R in ihrer Proteinex-
pression nicht von den analogen Gewebearealen aus scheinoperierten Kontrollherzen
(P =0,98 bzw. P = 0,75; Abbildung 39).
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Abbildung 39: Proteinexpression von HAX-1 und S100A1 24 Stunden nach I/R

Reprasentative Gelbilder und Saulendiagramme (Mittelwerte der Proteinexpression + SEM) aus N = 6 Kontroll-
bzw. remote Herzen. cTnl = kardiales Troponin |; HAX-1 = HS assoziiertes Protein X-1; K = Kontroll-Myokard;
RM = remote Myokard.

3.1.4 Aktivititsmessung von Regulatoren des myozytdren Ca**-Kreis-
laufes

Aufgrund der Beobachtung, dass die Ca?-Kinetik nach basaler Stimulation verlangsamt
war und nach B-adrenerger Stimulation wieder normalisiert werden konnte (siehe
Kapitel 3.1.1), liegt die Vermutung nahe, dass 24 Stunden nach I/R im remote Myokard
eine basal verminderte Aktivitit der Ca?-regulatorischen Proteine vorliegt, weil deren
Expression unverandert ist und durch B-adrenerge Stimulation ihre Aktivitat auf das
Aktivitatsniveau von wt-Tieren nach I/R angehoben werden kann. Da [(-adrenerge
Agonisten die Funktion der Ca*-Regulatoren durch PKA-abhéngige Phosphorylierung
erhdhen, wurde in dieser Arbeit der Phosphorylierungszustand dieser Phosphorylierungs-
stellen ermittelt. Deshalb wurden zunachst die PKA-abhangigen Phosphorylierungsstellen,
PLN an Ser16, RyR2 an Ser(2808) und cTnl an Ser(23/24) untersucht. Da bekannt ist,
dass das PLN Uberwiegend als Pentamer vorliegt, aber nur das PLN-Monomer mit der
SERCAZ2a durch direkte Interaktoren inhibiert und diese Inhibition dann besonders stark ist,
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wenn das PLN-Monomer unphosphoryliert vorliegt, wurde zundchst der
Phosphorylierungsstatus von PLN an Serin16 mittels Western blot im remote bzw. Kontroll-

Myokard analysiert [55].

Ausgewertet wurden jeweils 8 Herzen pro Gruppe. Die in jeder Probe ermittelte
Phosphorylierung wurde auf die jeweilige Gesamtmenge von PLN normiert. Die Phospho-
rylierung der PLN-Monomere an Ser16 war im remote Myokard gegentiber dem Kontroll-
Myokard um das 2,9+ 0,4-Fache signifikant vermindert (P < 0,001; Abbildung 40).
Zusatzlich wurde die PKA-abhangige Phosphorylierungsstelle des RyR2 an Ser2808
untersucht. Bei der Phosphorylierung des RyR2 an Ser2808 (P = 0,82) im remote Myokard

zeigten sich keine Veranderungen (Abbildung 41).
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Abbildung 40: Phosphorylierung der PLN Monomere an Ser16 24 Stunden nach I/R

Reprasentative Gelbilder und Saulendiagramme (Mittelwerte der Phosphorylierung des PLN (Ser16) + SEM)
aus N = 8 Kontroll- bzw. N = 7 remote Herzen. ** P < 0,01; K = Kontroll-Myokard; m = PLN-Monomer;
p = PLN-Pentamer; PLN = Phospholamban; RM = remote Myokard; Ser16 = Serin 16.

Das kardiale Troponin | (cTnl) wird Uber die PKA an seiner Phosphorylierungsstelle
Serin23/24 phosphoryliert [119]. Es ist kein direkter Ca?*-Regulator, jedoch wurde wegen
seiner Funktion als Ca**-Sensitizer an den Myofilamenten und die verminderte kontraktile
Amplitude, die 24 Stunden nach I/R an den isolierten remote Kardiomyozyten vorlag, der
Phosphorylierungszustand von cTnl untersucht. Die Phosphorylierung des kardialen Tro-
ponin | (cTnl) an Ser23/24 wurde auf die Gesamtmenge des cTnl normalisiert. Die Phos-
phorylierung von ¢Tnl an Ser23/24 war im nicht-ischamischen Myokard verglichen mit dem
Kontroll-Myokard unverandert (P = 0,81; Abbildung 41).
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Abbildung 41: Phosphorylierung des RyR2 an Ser2808 und Phosphorylierung des cTnl an Ser23/24
24 Stunden nach I/R

Reprasentative Gelbilder und Saulendiagramme (Mittelwerte der Phosphorylierung von c¢Tnl £ SEM) aus
insgesamt N = 8 Kontroll- bzw. remote Herzen. cTnl = kardiales Troponin |; K = Kontroll-Myokard; pRyR2
(Ser2808) = phospho Ryanodin-Rezeptor 2 (Serin2808); pTnl (Ser23/24) = phospho Troponin | (Serin23/24);
RM = remote Myokard; RyR2 = Ryanodin Rezeptor 2; Ser23/24 = Serin23/24

Da die PKA-abhangige Phosphorylierungsstelle der PLN-Monomere an Ser16 eine Veran-
derung zeigte, wurden im nachsten Schritt zusatzlich noch die CaMKIl-spezifischen
Phosphorylierungsstellen von PLN an Threonin17 (Thr17) und von dem RyR2 an
Serin2814 Uberprift. Die Phosphorylierung der PLN-Monomere an Thr17 wurde auf die
Gesamtmenge von PLN und die Phosphorylierung des RyR2 an Ser2814 auf die

Gesamtmenge von RyR2 normiert.

Nach I/R war im remote Myokard die CaMKIl-abhangige Phosphorylierung der PLN-
Monomere an Thr17 (P = 0,50) und die des RyR2 an Ser2814 (P = 0,48) im Vergleich zum
Kontroll-Myokard unverandert (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Phosphorylierung des PLN an Thr17 und Phosphorylierung des RyR2 an Ser2814
24 Stunden nach I/R

Repréasentative Gelbilder und Saulendiagramme (Mittelwerte der Phosphorylierung des RyR2 + SEM) aus
N=6 - 7 Kontroll- bzw. N = 8 remote Herzen. K = Kontroll-Myokard; PLN = Phospholamban; pPLN
(Thr17) = phospho Phospholamban (Threonin 17); pRyR2 (Ser2814) = phospho Ryanodin-Rezeptor 2
(Serin2814); RM = remote Myokard; RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2; Thr17 = Threonin17

3.1.5 PKA-Aktivitat und Expression

Die Aktivititsmessungen an Regulatoren des myozytiren Ca®*-Kreislaufes zeigten, dass
im remote Myokard nur die PKA-abhangige Phosphorylierungsstelle der PLN-Monomere
an Ser16 signifikant verringert phosphoryliert war. Als mdgliche Ursache kam eine
verminderte  PKA-Aktivitat, beispielsweise aufgrund einer verringerten PKA-
Proteinexpression, infrage. Es wurde deshalb die Aktivitadt der PKA im remote Myokard an
5 Herzen pro Gruppe in einem ELISA assay gemessen. Hierflir wurden die Lysate - wie in
Kapitel 2.3.2.1 beschrieben - gewonnen. Mithilfe des ELISA assay wurde die Menge an
aktiver PKA, die in den Herzlysaten vorhanden war, bestimmt. Dabei wurde die
Enzymaktivitdt photometrisch registriert und mittels einer Standardkurve ermittelt. Alle
Messungen wurden in Duplikaten durchgeflihrt und jeweils der Mittelwert errechnet. Die
Messungen ergaben, dass die globale PKA-Aktivitdt im remote Myokard unverandert ist
(P =0,62; Abbildung 43).
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Abbildung 43: PKA-Aktivitat und Expression (PKA katalytische Untereinheit a) 24 Stunden nach I/R
Reprasentative Gelbilder und Saulendiagramme (Mittelwerte der PKA-Aktivitdt und Expression £+ SEM) aus
N=5 -7 Kontroll- bzw. remote Herzen. K = Kontroll-Myokard; RM = remote Myokard; RyR2 = Ryanodin-
Rezeptor 2; PKA = Proteinkinase A

Um auszuschlieRen, dass die PKA im remote Myokard generell vermindert exprimiert
vorlag, und dies der Grund fir eine verminderte Ser16-Phosphorylierung der
PLN-Monomere war, wurde zusatzlich die Expression der katalytischen Untereinheit der
PKA ermittelt. Zur Bestimmung der PKA-Expression wurden Western-blot-Analysen mit 7
Herzen pro Gruppe durchgefihrt. Die Expression der PKA katalytischen Untereinheit a war

im remote Myokard unverandert (P = 0,96).

3.1.6 Phosphatase-Aktivitat im remote Myokard

Im remote Myokard wurde 24 Stunden nach I/R eine verlangsamte Geschwindigkeit der
intrazelluldren Ca®*-Strdme sowie eine verminderte Ca®-Menge festgestellt, die nach
B-adrenerger Stimulation wieder normalisiert werden konnte. Zudem wurde im remote
Myokard eine verringerte PKA-abhangige Phosphorylierung der PLN-Monomere an Ser16
beobachtet. Da die PKA-Expression und die PKA-Aktivitat im remote Myokard jedoch
unverandert waren, konnte eine erhéhte Aktivitat der Proteinphosphatasen die Ursache fir
die verringerte PLN-Monomer-Phosphorylierung sein. PLN wird an Ser16 Uber die
Proteinphosphatase 1 (PP1) und Proteinphosphatase 2a (PP2a) dephosphoryliert.

In Kooperation mit PD Dr. Boknik aus dem Institut fir Pharmakologie und Toxikologie der
Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster wurde die Phosphataseaktivitdt gemessen. Im

remote Myokard wurde 24 Stunden nach I/R eine signifikant erhéhte Phosphataseaktivitat
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festgestellt (P < 0,05). Insbesondere die PP2a zeigte eine um das 1,3-Fache erhéhte
Aktivitat im nicht-ischadmischen Myokard verglichen mit dem Kontroll-Myokard (P < 0,005).
Dieser Befund stellt eine mdégliche Erklarung fir die im remote Myokard vermindert

vorliegende Phosphorylierung des PLN an Ser16 dar.

Die bisher beschriebenen Ergebnisse 24 Stunden nach I/R (Kapitel 3.1) wurden 2018 im
Journal of Molecular and Cellular Cardiology verdffentlicht unter dem Titel: ,/mpaired Ca**
cycling of nonischemic myocytes contributes to sarcomere dysfunction early after myocar-
dial infarction.“ (J. Mol. Cell. Cardiol, 2018. 119: p. 28-39)

DOI: https://doi.org/10.1016/j.yjmcc.2018.04.004

3.2 10 Tage nach I/R

Das remote Myokard wurde auch 10 Tage nach I/R wahrend der proliferativen Phase der
Infarktheilung analysiert. Es wurde untersucht, ob und gegebenenfalls welche
Veranderungen gegenuber der frihen Phase 24 Stunden nach I/R aufgetreten sind. 10
Tage nach I/R kommt es zum ventrikuldren remodeling des Herzgewebes. Im Vergleich zur
frithen Phase 24 Stunden nach |I/R ist die Infarktgrole klar definiert, die
Entzindungsprozesse sind weitgehend abgeklungen. Das remote Myokard kompensiert
den Funktionsverlust des ischadmischen Myokards. GréRe und Geschwindigkeit

intrazellularer Ca®*-Strdme waren daher auch 10 Tage nach I/R von groRem Interesse.
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3.2.1 GroéRe und Geschwindigkeiten intrazellulérer Ca?*-Stréme

Die Messung der Ca**-Kinetik (Kapitel 2.2.2.4) wurde an Kardiomyozyten durchgefiihrt, die
10 Tage nach einstlindiger Ischamie aus dem remote Myokard von 11 operierten Herzen
und 11 scheinoperierten Herzen (Kontrollgruppe) isoliert wurden. Die Ca?**-Transienten

wurden wie in Kapitel 2.2.4 erlautert, ermittelt und ausgewertet.
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Abbildung 44: Reprasentative Aufzeichnung eines Ca®*-Transienten einer remote Kardiomyozyte
10 Tage nach I/R (rot) und einer Kontroll-Kardiomyozyte (schwarz) unter Basalbedingungen wahrend
eines kontraktilen Zyklus nach elektrischer Stimulation (to)
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3.2.1.1 Amplitude

10 Tage nach I/R war der zytosolische Ca®*-Anstieg 26 +9 % signifikant (P < 0,01)
geringer als in den Kardiomyozyten ohne Ischamie-/Reperfusionsschaden. Nach
B-adrenerger Stimulation war die Amplitude weiterhin verringert, jedoch nicht signifikant
(P =0,16; Abbildung 45). Durch PKA-Stimulation wurde die Menge des nach elektrischer
Stimulation freigesetzten Ca®* deshalb nicht vollstandig normalisiert. Aufgrund der
reduzierten Amplitude der remote Kardiomyozyten nach basaler Stimulation stellte sich
wieder die Frage, ob das sarkoplasmatische Retikulum der remote Kardiomyozyten
generell weniger Ca®* gespeichert hatte. Daher erfolgte die Abschatzung der
Gesamtmenge Ca” im SR (Kapitel 2.2.2.5) durch Koffeinstimulation. Abbildung 45 zeigt,
dass 10 Tage nach I/R bei den remote Kardiomyozyten im Vergleich mit den Kontroll-

Kardiomyozyten kein Unterschied in der Beladung des SR zu sehen war (P = 0,17).
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Abbildung 45: Amplitude der Ca®*-Transienten nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation
sowie nach Koffeinstimulation, 10 Tage nach I/R

Die Saulendiagramme zeigen Mittelwerte der Amplituden von Ca®"-Transienten + SEM. Fiir die Amplitude der
Ca?*-Transienten nach basaler Stimulation und nach Stimulation mit Isoproterenol wurden N = 11 Herzen
gemessen Zur Messung der Amplitude nach Koffeinbolus wurden N = 16 Kontroll-Kardiomyozyten und N = 18
remote Kardiomyozyten aus N = 2 Herzen gemessen. ** P < 0,01; Ca®* = Kalzium; iso = Isoproterenol;

K = Kontroll-Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte. Die Amplituden sind normiert auf die gemittelte
Amplitude der Kontrollgruppe.
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3.2.1.2 Geschwindigkeit des Ca**-Anstiegs

Wie die Amplitude war auch die Geschwindigkeit des Caz"-Anstiegs im Zytosol (Vanstieg) iN
den nicht-ischdmischen Kardiomyozyten um 36 +2 % verringert (P <0,001). Nach
Isoproterenol Stimulation zeigte sich ein deutlicher Trend hin zu einem verlangsamten

Ca?-Anstieg im remote Myokard (P = 0,089; Abbildung 46), der jedoch nicht signifikant
war.
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Abbildung 46: Geschwindigkeit des Ca2+-Anstiegs nach basaler Stimulation bzw. g-adrenerger
Stimulation 10 Tage nach I/R

Das Saulendiagram zeigt Mittelwerte der Ca2+-Geschwindigkeit + SEM. Gemessen wurden isolierte
Kardiomyozyten aus jeweils N = 11 Herzen. *** P < 0,001; Ca* = Kalziumion; iso = Isoproterenol; K = Kontroll-
Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte. Die Geschwindigkeiten sind normiert auf die gemittelte
Geschwindigkeit nach basaler Stimulation der Kontrollgruppe.
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3.2.1.3 Geschwindigkeit der Ca®*-Elimination

Die Geschwindigkeit der zytosolischen Ca?*-Elimination (VEiminaton) War in den remote
Kardiomyozyten 10 Tage nach I/R um 19 + 5 % signifikant verlangsamt (P < 0,01). Nach
B-adrenerger Stimulation zeigte sich ein Trend, jedoch kein signifikanter Unterschied, hin

zu einer verlangsamten zytosolischen Ca®*-Elimination im remote Myokard (P = 0,20;
Abbildung 47).
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Abbildung 47: Geschwindigkeit des Ca®*-Abfalls nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger
Stimulation 10 Tage nach I/R

Das Saulendiagram beschreibt Mittelwerte der Ca2+-Geschwindigkeit + SEM. Gemessen wurden isolierte
Kardiomyozyten aus jeweils N = 11 Herzen. ** P < 0,01; ca® = Kalziumion; iso = Isoproterenol; K = Kontroll-
Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte. Die Geschwindigkeiten sind normiert auf die gemittelte
Geschwindigkeit nach basaler Stimulation der Kontrollgruppe.

Festzuhalten bleibt, dass 10 Tage nach I/R im Vergleich zum Kontroll-Myokard eine
signifikant verlangsamte Ca®*-Kinetik im remote Myokard gemessen wurde (Abbildung 44).
Im Gegensatz zur frithen Phase 24 Stunden nach I/R konnte weder die reduzierte
Geschwindigkeit der intrazelluldren Ca?*-Stréme noch die Ca®*-Menge durch B-adrenerge
Stimulation vollstandig normalisiert werden.
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3.2.2 Sarkomerfunktion

Die Sarkomerfunktion (Kapitel 2.2.3) wurde parallel zur Ca**-Kinetik an isolierten Kardio-
myozyten 10 Tage nach I/R gemessen. Die Auswertung der Sarkomerfunktion erfolgte wie
auch schon 24 Stunden nach I/R gemal dem in Kapitel 2.2.4 beschriebenen Vorgehen.

Die Auswahl der analysierten bzw. ausgewerteten Zellen erfolgte nach folgenden Kriterien:
Die Sarkomerfunktion einer Kardiomyozyte wurde gemessen, wenn ein eindeutiges
Streifenmuster erkennbar war und sich die Kardiomyozyte elektrisch stimulieren liel
(0,5 Hz). Kriterien fir eine ausreichende elektrische Stimulation war eine kontraktile
Amplitude grofRer 0,03 ym. Die Rohwerte ergaben sich fir jede Zelle als Mittel von

mindestens 10 kontraktilen Zyklen. Insgesamt wurden 10 remote Herzen und 11 Kontroll-
Herzen ausgewertet.
3.2.2.1 Kontraktile Amplitude

Die kontraktile Amplitude war 10 Tage nach I/R sowohl nach basaler Stimulation (P = 0,46)
als auch nach B-adrenerger Stimulation in Kardiomyozyten des remote Myokards nicht
signifikant gegenliber Kontroll-Zellen verandert (P = 0,71; Abbildung 48).

Kontraktile Amplitude
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Abbildung 48: Kontraktile Amplitude nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation 10 Tage
nach I/R

Das Saulendiagram zeigt Mittelwerte der kontraktilen Amplitude + SEM. Nach basaler Stimulation und nach
Stimulation mit Isoproterenol wurden Kardiomyozyten von N = 10/11 Herzen pro Gruppe ausgewertet.
Ca®' = Kalziumion; iso = Isoproterenol; K = Kontroll-Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte
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3.2.2.2 Kontraktionsgeschwindigkeit

Die Kontraktionsgeschwindigkeit (Viontraktion) z€igte nach basaler Stimulation keinen
Unterschied zwischen Kontroll-Kardiomyozyten und remote Kardiomyozyten (P = 0,79). Bei
den remote Kardiomyozyten wurde nach Isoproterenol-Stimulation ein leichter Trend ohne

Signifikanz zu einer héheren Kontraktionsgeschwindigkeit beobachtet (P = 0,38; Abbildung
49).
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Abbildung 49: Kontraktionsgeschwindigkeit nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation
10 Tage nach IIR

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Kontraktionsgeschwindigkeit + SEM. Nach basaler Stimulation,
sowie nach Stimulation mit Isoproterenol wurden Kardiomyozyten aus N = 10/11 Kontroll-Herzen bzw. remote

Herzen ausgewertet. iso = Isoproterenol; K = Kontroll-Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte. Die

Geschwindigkeiten sind normiert auf die gemittelte Geschwindigkeit nach basaler Stimulation der
Kontrollgruppe.
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3.2.2.3 Relaxationsgeschwindigkeit

Wie bei der Kontraktionsgeschwindigkeit zeigten sich in remote Kardiomyozyten 10 Tage
nach I/R auch bei der Relaxationsgeschwindigkeit (Vreaxation) k€ine Unterschiede zu den
Kontroll-Kardiomyozyten, weder nach basaler Stimulation (P =0,67) noch nach -
adrenerger Stimulation (P = 0,50; Abbildung 50).
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Abbildung 50: Relaxationsgeschwindigkeit nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation 10
Tage nach I/R

Das Sé&ulendiagramm zeigt Mittelwerte der Relaxationsgeschwindigkeit + SEM. Nach basaler Stimulation,
sowie nach Stimulation mit Isoproterenol wurden Kardiomyozyten aus N = 10/11 Kontroll-Herzen bzw. remote
Herzen ausgewertet. iso = Isoproterenol; K = Kontroll-Kardiomyozyte; RM = remote Kardiomyozyte. Die

Geschwindigkeiten sind normiert auf die gemittelte Geschwindigkeit nach basaler Stimulation der
Kontrollgruppe.

Die Messungen der Sarkomerlangen an intakten isolierten Primarzellen mit und ohne I/R
zeigten, dass sowohl 24 Stunden als auch 10 Tage nach I/R die Geschwindigkeit des
Ca**-Anstiegs und des Ca**-Abfalls in remote Kardiomyozyten signifikant verlangsamt ist.
Wahrend 24 Stunden nach I/R eine kontraktile Dysfunktion der Sarkomerfunktion
festgestellt wurde, war dies 10 Tage nach I/R nicht der Fall. Die Sarkomerfunktion war in

den remote Kardiomyozyten 10 Tage nach I/R nicht beeintrachtigt.
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3.2.3 Proteinexpression von Regulatoren des myozytdren Ca**-Kreis-
laufes

Alle Daten zur Proteinexpression 10 Tage nach I/R wurden von der Promovendin
eigenstandig erhoben. Die Geschwindigkeit des Ca?-Anstiegs und des Ca®*-Abfalls im
Zytosol sowie die zytosolische Ca”’-Menge war 10 Tage nach I/R vermindert (siehe
Kapitel 3.2.1). Diese konnte durch Stimulation mit Isoproterenol nicht normalisiert werden.
Zur Ursachenanalyse wurden am remote Myokard die Proteinexpressionen wichtiger
Ca?*-Regulatoren untersucht. Western-blot-Analysen wurden zundchst von SERCA2a,
RyR2 und von PLN-Monomeren durchgefiihrt. Dabei wurden gleiche Proteinmengen
eingesetzt gemall der vorher mit der BCA-Methode (Kapitel 2.3.1.3) ermittelten
Ergebnisse. Die Bandenintensitaten wurden mit Hilfe der Software Image Studio™ quanti-
fiziert und auf die Expression der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)

normalisiert.

Bei den Expressionsanalysen der PLN-Monomere, der SERCA2a und des RyR2 wurden
pro Gruppe 8 Herzen untersucht. Die Analyse der Proteinexpression wichtiger
Ca?*-Regulatoren im nicht-ischdmischen Gewebe 10 Tage nach I/R ergab keine
Unterschiede bei der Expression von SERCA2a (P = 0,14) und bei den PLN-Monomeren
(P =0,29). Die Expression des RyR2 im remote Myokard zeigte im Vergleich mit dem
Kontroll-Myokard ebenfalls keine Anderung (P = 0,71; Abbildung 51).
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Abbildung 51: Expressionen von Regulatoren des myozytiren Ca®*-Kreislaufes 10 Tage nach I/IR
Reprasentative Gelbilder und S&ulendiagramme (Mittelwerte der Expression + SEM) aus N = 8 Kontroll- bzw.
remote Herzen. * P < 0,05; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; K = Kontroll-Myokard;
PLN = Phospholamban; RM = remote Myokard; RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2; SERCA2a = sarco/endoplasmic
reticulum calcium ATPase 2a. Die RyR2-Expression wurde auf die Gesamtproteinmenge normalisiert.



Ergebnisse 74

Im remote Myokard war das Verhaltnis der exprimiert vorliegenden SERCA2a zu den
exprimierten  PLN-Monomeren  gegeniber dem  Kontroll-Myokard  unverandert
(Abbildung 52).
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Abbildung 52: Das Verhaltnis SERCA2a zu PLN-Monomeren 10 Tage nach I/R

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte des Verhaltnisses SERCA2a zu PLN-Monomeren + SEM aus N = 8
Kontroll- bzw. remote Herzen. K = Kontroll-Myokard; PLN = Phospholamban; RM = remote Myokard;
SERCAZ2a = sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2a
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Des Weiteren wurde uUberprift, ob sich die Proteinexpression von Interaktoren der
SERCAZ2a und des PLN, z. B. das HS1-assoziierte Protein X-1 (HAX-1) und das S100A1,
im remote Myokard 10 Tage nach I/R veranderte [67, 70, 71].

Die Expression der S100A1 wurde hierbei an 8 Herzlysaten pro Gruppe untersucht und auf
GAPDH normalisiert. Die des HAX-1 wurde an 4 Membranpraparationen pro Gruppe auf
RyR2 normalisiert. Das HS1-assoziierte Protein X-1 (HAX-1; P=0,67) und S100A1
(P =0,31) waren 10 Tage nach I/R in ihrer Proteinexpression unverandert (Abbildung 53).
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Abbildung 53: Proteinexpression von HAX-1 und S100A1 10 Tage nach I/R

Repréasentative Gelbilder und Saulendiagramme (Mittelwerte der Proteinexpression + SEM) aus N = 4/8
Kontroll- bzw. remote Herzen. GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase HAX-1 = HS1 assoziier-
tes Protein X-1; K = Kontroll-Myokard; RM = remote Myokard

3.2.4 Aktivitatsmessung von Regulatoren des myozytdren Ca**-Kreis-
laufes

AuRer der Proteinexpression der Ca®*-Regulatoren wurde auch deren Phosphorylierungs-
status und somit deren Aktivitdt gemessen. Damit sollte Uberprift werden, ob die
24 Stunden nach I/R beobachteten Veranderungen auch noch 10 Tage nach I/R
nachweisbar sind. Hierzu wurde zunachst der Phosphorylierungszustand der
PLN-Monomere untersucht, die im remote Myokard 24 Stunden nach I/R an der
PKA-abhangigen Phosphorylierungsstelle Ser16 signifikant vermindert phosphoryliert
waren. AuBRerdem wurde die CaMKIl-abhangige Phosphorylierungsstelle an Threonin17

untersucht.
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Zum Zeitpunkt 24 Stunden nach I/R waren im remote Myokard die PLN-Monomere an der
Phosphorylierungsstelle Ser16 verstarkt dephosphoryliert. Auch 10 Tage nach I/R war
diese Dephosphorylierung im remote Myokard nicht signifikant verandert (P = 0,18). Die
CaMKIlI-abhangige Phosphorylierung an Thr17 der PLN-Monomere anderte sich 10 Tage
nach I/R im Vergleich mit dem Kontroll-Myokard ebenfalls nicht (P = 0,22; Abbildung 54).
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Abbildung 54: Phosphorylierung der PLN-Monomere an Ser16 und Thr17 10 Tage nach I/IR
Reprasentative Gelbilder und Sdulendiagramme (Mittelwerte der Phosphorylierung der PLN-Monomere + SEM)
aus N = 8 Kontroll- bzw. remote Herzen pro Gruppe. K = Kontroll-Myokard; PLN = Phospholamban;
pPLN (Ser16) = phospho-Phospholamban (Serin16); pPLN (Thr17) = phospho-Phospholamban (Thr17);
RM = remote Myokard
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Zusatzlich wurde die Phosphorylierung des RyR2 an den Phosphorylierungsstellen
Ser2808 und Ser2814 untersucht. Dabei wurden die Membranpraparationen von
insgesamt 8 Herzen pro Gruppe analysiert. Die Phosphorylierung des RyR2 an Ser2808
(P=0,16) und Ser2814 (P = 0,58) war im remote Myokard 10 Tage nach I/R im Vergleich
mit dem Kontroll-Myokard unverandert (Abbildung 55).
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Abbildung 55: Phosphorylierung des RyR2 an Ser2808 und an Ser2814 10 Tage nach I/IR

Reprasentative Gelbilder und Saulendiagramme (Mittelwerte der Phosphorylierung des RyR2 + SEM) aus
N = 8 Kontroll- bzw. remote Herzen pro Gruppe. K = Kontroll-Myokard; pRyR2 (Ser2808) = phospho-Ryanodin-
Rezeptor 2 (Serin2808); pRyR2 (Ser2814) = phospho-Ryanodin-Rezeptor 2  (Serin2814);
RM = remote Myokard; RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2.

Insgesamt wurde 10 Tage nach I/R unter Basalbedingungen eine verlangsamte
Ca?-Kinetik im remote Myokard festgestellt, die im Gegensatz zum 1-Tages-Zeitpunkt
nach B-adrenerger Stimulation bestehen blieb. In Ubereinstimmung mit diesen
funktionellen Daten war die PKA-abhéngige Phosphorylierung Ca**-regulierender Proteine

unter Basalbedingungen unverandert.



Ergebnisse 78

3.2.5 Phosphorylierung von Troponin |

10 Tage nach I/R war die Sarkomerfunktion nicht verandert, obwohl der intrazellulare
Ca?*-Transport beeintrachtigt und verlangsamt war. Eine mégliche Erklarung fiir die konti-
nuierlich hohe kontraktile Funktion wére eine hthere Ca®*-Empfindlichkeit der Myofilamen-
te, so dass sie trotz reduziertem und verzégertem Ca®*-Transport innerhalb der Zelle inten-
siv stimuliert wirden. Zur Abklarung dieser Hypothese wurde die Phosphorylierung des
kardialen Troponin | (cTnl) an Ser23/24 bestimmt. Das cTnl ist eine wichtige Komponente
der Myofilamente und beeinflusst die Ca*-Sensitivitat [119]. Eine Reduktion der PKA-
abhangigen Phosphorylierung von cTnl an Ser23/24 erhdht die Ca*-Sensitivitat der
Sarkomere. Es wurden insgesamt 8 Herzen pro Gruppe analysiert. Die Phosphorylierung
von pTnl der jeweiligen Probe wurde auf die vorgefundene cTnl Proteinmenge der Probe
normiert. Die cTnl-Expression (P = 0,92) sowie die Phosphorylierung war 10 Tage nach I/R
im remote Myokard unverandert (Abbildung 56), fir die Phosphorylierung von Ser23/24

zeigte sich ebenfalls keine signifikante Veranderung, es wurde aber ein Trend hin zu einer

verminderten Tnl(Ser23/24) - Phosphorylierung festgestellt. 4
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Abbildung 56: Expression von cTnl und Phosphorylierung des cTnl an Ser23/24 10 Tage nach I/R
Reprasentative Gelbilder und Saulendiagramme (Mittelwerte der Expression und Phosphorylierung von
c¢Tnl £ SEM) aus N = 8 Kontroll- bzw. remote Herzen. GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase;
c¢Tnl = kardiales Troponin |, K = Kontroll-Myokard; pTnl (Ser23/24) = phospho-Troponin | (Serin23/24);
RM = remote Myokard

4 Alle Proteinanalysen 10 Tage nach I/R wurden nach Einarbeitung durch Florian Funk
selbststandig von der Promovendin erhoben.
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3.3 Diabetes mellitus Typ I

Menschen, die an Diabetes mellitus Typ Il erkrankt sind, haben ein erhohtes Risiko, einen
akuten Myokardinfarkt zu erleiden, aulRerdem ist die Mortalitat bei Diabetikern nach Ml im
Vergleich zu Nicht-Diabetikern nach MI erhéht [111]. Im Folgenden wurde die Hypothese
untersucht, ob T2DM Veranderungen im myozytidren Ca*-Haushalt nach I/R eventuell
verscharft. Als Modellorganismus wurden Leptinrezeptor-defiziente db/db-Mause
verwendet, die ab einem Alter von 10 Wochen typische Charakteristika eines Diabetes

mellitus Typ Il aufweisen (ndheres hierzu unter Kapitel 1.7.2) [106].

Zunachst wurde untersucht, ob und gegebenenfalls wie sich in Kardiomyozyten aus
Mausen mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) die Geschwindigkeit der intrazellularen
Ca?*-Stréme, die Ca**-Menge sowie die Sarkomerfunktion im Vergleich zu Kardiomyozyten
ohne diabetische Stoffwechsellage (db/+) verandert. Im Alter von 11 bis 13 Wochen wurde
sowohl das Gewicht als auch die Blutzuckerkonzentration der db/db-Mause und deren
db/+-Wurfgeschwister bestimmt. Das Gewicht und die Blutzuckerwerte der db/db-Mause
waren um das 1,7-Fache bzw. das 3,8-Fache signifikant hoher, als bei den
db/+-Wurfgeschwistertieren (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Blutzuckerkonzentration und Gewicht der (db/db) Mause mit diabetischer
Stoffwechsellage im Vergleich mit (db/+) Wurfgeschwistertieren ohne diabetische Stoffwechsellage
Saulendiagramme stellen Mittelwerte der Blutzuckerkonzentration und des Gewichts £+ SEM aus N = 5 db/db,
sowie db/+ Tieren dar. **** P < 0,0001; db/db = homozygote Leptinrezeptor defiziente Mause mit diabetischer
Stoffwechsellage; db/+ = heterozygote Wurfgeschwistertiere ohne diabetische Stoffwechsellage



Ergebnisse 80

3.3.1 GroRe und Geschwindigkeit intrazellularer Ca®*-Stréome

Zur Analyse des Ca*-Kreislaufes wurden aus 7 homozygoten (db/db) Herzen und 6
heterozygoten (db/+) Herzen die ventrikularen Kardiomyozyten isoliert und daran die

Ca?*-Kinetik gemessen.

\

m ohne diabetische Stoffwechsellage
0.5 -

F./Fq

e

{
f
, i WW oy

t, 0,3 Zeit [s]

v

Abbildung 58: Reprasentative Aufzeichnung fiir die Ca®*-Transienten einer Kardiomyozyte mit
diabetischer Stoffwechsellage (rot) und einer Kardiomyozyte ohne diabetische Stoffwechsellage
(schwarz) unter Basalbedingungen wiahrend eines kontraktilen Zyklus nach elektrischer Stimulation (to)
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3.3.1.1 Amplitude

Die in das Zytosol freigesetzte Menge an Ca®* war in Kardiomyozyten mit diabetischer
Stoffwechsellage um 29 + 1 % signifikant (P = 0,01) geringer als in den Kardiomyozyten
ohne diabetische Stoffwechsellage. Nach Stimulation mit Isoproterenol war die Amplitude
der Kardiomyozyten mit und ohne diabetischer Stoffwechsellage nicht signifikant verandert
(P=0,21).

Aufgrund der geringeren Menge an Ca?**, die mit jedem Herzschlag aus dem SR ins
Zytosol freigesetzt wurde, stellte sich die Frage, ob in den Kardiomyozyten mit diabetischer
Stoffwechsellage generell weniger Ca®* im SR gespeichert war. Daher erfolgte die
Messung der Gesamtmenge Ca?" im SR (Kapitel 2.2.2.5) durch Koffeinstimulation. Nach
Stimulation der Kardiomyozyten mit einem Koffeinbolus zeigte sich in der Amplitude des
Ca?*-Transienten allerdings kein Unterschied zwischen den Kardiomyozyten mit und ohne
diabetischer Stoffwechsellage (P = 0,50; Abbildung 59), sodass die reduzierte Amplitude
der Transienten moglicherweise auf eine beeintrachtigte Freisetzung des Ca®* aus dem SR

zuruckzufuhren ist.
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Abbildung 59: Amplitude der Ca?**-Transienten nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation
der Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) im Vergleich zu Kardiomyozyten ohne
diabetische Stoffwechsellage (db/+)

Das Saulendiagramm (links) zeigt Mittelwerte der Amplitude von Ca®'-Transienten + SEM. Gemessen wurden
isolierte Kardiomyozyten aus N = 7 Herzen mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und N = 6 Herzen ohne
diabetische Stoffwechsellage (db/+) nach basaler Stimulation und nach Stimulation mit Isoproterenol. Das
Saulendiagramm (rechts) zeigt Mittelwerte der Amplitude nach Koffeinbolus + SEM. Gemessen wurden 6
Kardiomyozyten aus insgesamt 4 Herzen pro Gruppe. ** P < 0,01; Ca®" = Kalziumion; db/db = Kardiomyozyten
mit diabetischer Stoffwechsellage; db/+ = Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage;
iso = Isoproterenol. Die Amplituden sind normiert auf die gemittelte Amplitude der db/+ Gruppe nach basaler
Stimulation



Ergebnisse 82

3.3.1.2 Geschwindigkeit des Ca**-Anstiegs

Die Geschwindigkeit des Caz"-Anstiegs (Vanstieg) iIM Zytosol war nach basaler Stimulation in
den Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage verglichen mit den Kardiomyozyten
ohne diabetische Stoffwechsellage signifikant um 37 + 3 % verlangsamt (P < 0,05). Nach
Stimulation der Kardiomyozyten mit dem B-Sympathomimetikum Isoproterenol war die
Geschwindigkeit des Ca**-Anstiegs in Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage
weiter tendenziell, jedoch nicht signifikant verandert (P = 0,077; Abbildung 60).
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Abbildung 60: Geschwindigkeit des Ca2+-Anstiegs nach basaler Stimulation bzw. p-adrenerger
Stimulation von Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und von Kardiomyozyten
ohne diabetische Stoffwechsellage (db/+)

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Geschwindigkeit des Ca2+-Anstiegs + SEM. Gemessen wurden
isolierte Kardiomyozyten aus N = 6 Herzen mit diabetischer Stoffwechsellage (db/+) und N = 7 Herzen ohne
diabetische  Stoffwechsellage (db/db) nach basaler Stimulation und nach Stimulation mit
Isoproterenol. P <0,05; ca® = Kalziumion; db/db = Kardiomyozyte mit diabetischer Stoffwechsellage;
db/+ = Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage; iso = Isoproterenol. Die Geschwindigkeiten sind
normiert auf die gemittelte Geschwindigkeit der db/+ Gruppe nach basaler Stimulation.
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3.3.1.3 Geschwindigkeit der Ca®*-Elimination

Die Geschwindigkeit der Ca?*-Elimination (VEiminaton) War in den Kardiomyozyten mit
diabetischer Stoffwechsellage verglichen mit den Kardiomyozyten ohne diabetische
Stoffwechsellage signifikant um 39 + 5 % verlangsamt (P = 0,001). Dies deutet darauf hin,
dass die SERCA2a-Aktivitat vermindert war. Nach Stimulation mit Isoproterenol zeigte sich

weiterhin ein Trend, aber kein signifikanter Unterschied mehr (P = 0,17; Abbildung 61).
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Abbildung 61: Geschwindigkeit des Ca”-Abfalls nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger
Stimulation von Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und von Kardiomyozyten
ohne diabetische Stoffwechsellage (db/+)

Das Saulendiagram zeigt Mittelwerte der Ca2+-Geschwindigkeit + SEM- Gemessen wurden Kardiomyozyten
aus N = 6 Herzen ohne diabetische Stoffwechsellage (db/+) und N = 7 Herzen mit diabetischer
Stoffwechsellage (db/db) nach basaler Stimulation und nach Stimulation mit Isoproterenol. * P < 0,05;
Ca®" = Kalziumion; db/db = Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage; db/+ = Kardiomyozyten ohne
diabetische Stoffwechsellage; iso = Isoproterenol. Die Geschwindigkeiten sind normiert auf die gemittelte
Geschwindigkeit der db/+ Gruppe nach basaler Stimulation.

Damit konnten an dem in dieser Arbeit verwendeten db/db-Mausmodell die von Belke et al.
publizierten Ergebnisse bestitigt werden, dass die Ca®-Kinetik in diabetischen
db/db-Herzen unter Basalbedingungen im Vergleich mit den db/+-Wurfgeschwistertieren
verlangsamt ist (Abbildung 58) [104].
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3.3.2 Sarkomerfunktion

Die Messung der Sarkomerfunktion (2.2.3) erfolgte parallel zur in Kapitel 3.3.1
beschriebenen Messung der myozytidren Ca**-Kinetik. Die Auswertung der Sarkomer-
funktion erfolgte entsprechend dem in Kapitel 2.2.4 skizzierten Vorgehen. Ausgewertet
wurden 7 (db/db) Herzen mit diabetischer Stoffwechsellage und 6 (db/+) Herzen ohne dia-

betische Stoffwechsellage im Alter von 11 bis 13 Wochen.

3.3.2.1 Kontraktile Amplitude

Bei der Analyse der kontraktilen Amplitude wurden weder nach basaler Stimulation noch
nach [(-adrenerger Stimulation Unterschiede zwischen Kardiomyozyten mit und ohne
diabetischer Stoffwechsellage beobachtet (Abbildung 62).
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Abbildung 62: Kontraktile Amplitude nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation von
Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und ohne diabetische Stoffwechsellage
(db/+)

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der kontraktilen Amplitude + SEM. Gemessen wurden Kardiomyozyten
aus N = 6 Herzen ohne diabetische Stoffwechsellage und N = 7 Herzen mit diabetischer Stoffwechsellage nach
basaler Stimulation und nach Stimulation mit Isoproterenol. db/db = Kardiomyozyten mit diabetischer
Stoffwechsellage; db/+ = Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage; iso = Isoproterenol
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3.3.2.2 Kontraktionsgeschwindigkeit

Die Kontraktionsgeschwindigkeit (Viontraktion) z€igte nach basaler Stimulation keinen
Unterschied zwischen Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage und
Kardiomyozyten = ohne  diabetische  Stoffwechsellage (P = 0,93). Bei den
db/db-Kardiomyozyten war nach Isoproterenol-Stimulation ein marginaler Trend zu einer
héheren Kontraktionsgeschwindigkeit zu erkennen (P = 0,82; Abbildung 63).
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Abbildung 63: Kontraktionsgeschwindigkeit nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation
von Kardiomyozyten mit diabetischer (db/db) und nicht diabetischer (db/+) Kardiomyozyten

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Kontraktionsgeschwindigkeit + SEM. Gemessen wurden
Kardiomyozyten aus insgesamt N = 6 nicht diabetischen und N = 7 diabetischen Herzen nach basaler
Stimulation und nach Stimulation mit Isoproterenol. db/db = diabetische Kardiomyozyte; db/+ = nicht
diabetische Kardiomyozyte; iso = Isoproterenol. Die Geschwindigkeiten sind normiert auf die gemittelte
Geschwindigkeit der db/+ Gruppe nach basaler Stimulation.
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3.3.2.3 Relaxationsgeschwindigkeit

Wie bei der Kontraktionsgeschwindigkeit zeigten sich auch bei der Relaxations-
geschwindigkeit (Vreaxaton) der Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage keine
Unterschiede im Vergleich zu den Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage, und
zwar weder nach basaler Stimulation (P=0,83) noch nach B-adrenerger Stimulation
(P = 0,62; Abbildung 64).
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Abbildung 64: Relaxationsgeschwindigkeit nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation von
Kardiomyozyten mit diabetischer (db/db) und Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage
(db/+)

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Relaxationsgeschwindigkeit *+ SEM. Gemessen wurden
Kardiomyozyten aus insgesamt N = 6 Herzen ohne diabetische Stoffwechsellage und N = 7 Herzen mit
diabetischer Stoffwechsellage nach basaler Stimulation und nach Stimulation mit Isoproterenol.
db/db = Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage; db/+ = Kardiomyozyten ohne diabetische
Stoffwechsellage; iso = Isoproterenol. Die Geschwindigkeiten sind normiert auf die gemittelte Geschwindigkeit
der db/+ Gruppe nach basaler Stimulation.

Die Ca*-Kinetik war in den Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage gegeniiber
den Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage signifikant verlangsamt. Wider
Erwarten war jedoch die Sarkomerfunktion der Kardiomyozyten mit diabetischer Stoff-
wechsellage nicht verandert. Warum dies so ist, konnte bis jetzt noch nicht weiter
untersucht werden, da unter anderem zu wenige geeignete Mause zur Verfigung standen.
Die homozygoten (db/db) Mause sind infertil und nur jede achte Maus, die geboren wurde,

war gleichzeitig homozygot und mannlich.
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3.4 I/R und Diabetes mellitus Typ Il

Die Mortalitadt von Diabetikern ist direkt nach MI am hdchsten [111]. Daher ist es wichtig,
die in diesem frilhen Zeitraum ablaufenden Mechanismen einer fehlgeleiteten Adaption des
diabetischen Herzens besser zu verstehen. Fir die Untersuchung des remote Myokards
wurde deshalb der Zeitpunkt 24 Stunden nach I/R gewahlt.

In der vorliegenden Arbeit wurden nur mannliche Mause verwendet, damit war etwa nur
jede achte Maus zur Analyse geeignet. Zudem Uberlebten nur 50 % der homozygoten
diabetischen (db/db) Mause den Zeitpunkt 24 Stunden nach I/R. Die meisten verstarben
bereits wahrend der Operation zur Anlage der Ligatur (Kapitel 2.1.2.1). Diese niedrige
Uberlebensrate ist nicht ungewdhnlich und deckt sich mit Daten aus der Literatur [120]. Die

Gruppengréfle wurde deshalb auf N = 7 untersuchte Mause pro Gruppe beschrankt.

Die Mause wurden im Alter von 11 bis 13 Wochen analysiert, da in diesem Alter das
Gewicht und die Blutzuckerwerte bereits signifikant erhéht waren, die Herzfunktion jedoch
noch intakt war. Die db/db-Mause entwickeln in diesem Alter noch keine Herzinsuffizienz,
sie sind jedoch insulinresistent [106, 107, 120]. Auch 24 Stunden nach I/R wurde das
Gewicht und die Blutzuckerkonzentration der db/db-Mause und ihrer db/+-Wurfgeschwister

nach erfolgter I/R bestimmt.
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Abbildung 65: Blutzuckerkonzentration und Gewicht der Tiere mit diabetischer Stoffwechsellage
(db/db) im Vergleich mit den Wurfgeschwistertieren ohne diabetische Stoffwechsellage (db/+) 24
Stunden nach IIR

Die Saulendiagramme zeigen Mittelwerte der Blutzuckerkonzentration und des Gewichts + SEM von N = 7
untersuchten Tieren pro Gruppe. **** P < 0,0001; db/db = homozygote Leptinrezeptor defiziente Maus;
db/+ = heterozygotes Wurfgeschwistertier
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Es zeigte sich, dass auch 24 Stunden nach I/R das Gewicht der homozygoten (db/db)
Mause im Vergleich mit den heterozygoten (db/+) Mausen um das 1,8-Fache signifikant

erhoht war und die Blutzuckerwerte um das 4,6-Fache hoher waren (Abbildung 65).

Zur Analyse der Komorbiditat Ml und Diabetes mellitus Typ Il wurden beide Gruppen, also
sowohl die db/db-Mause als auch die db/+-Mause, einer einstiindigen Ischamie und
danach einer 24-stiindigen Reperfusion der LAD unterzogen (Durchfiihrung siehe Kapitel
2.1.2). Analysiert wurden an isolierten Kardiomyozyten aus dem remote Myokard die

GroRe und Geschwindigkeit der intrazellularen Ca?*-Stréme sowie die Sarkomerfunktion.

3.4.1 GroRe und Geschwindigkeit intrazellulérer Ca**-Strome

Nachdem in den Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage eine signifikant
verlangsamte Geschwindigkeit intrazellularer Ca®*-Stréme und eine reduzierte Ca®*-Menge
gegenuber den Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage zu sehen war (siehe
Kapitel 3.3), wurden die Ca*-Kinetik und die intrazelluldare Ca®*-Menge der
Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage 24 Stunden nach I/R analysiert. Die
Messung der Ca®*-Kinetik und der Ca®-Menge (Kapitel 2.2.2.4) wurde an Kardiomyozyten
durchgefiihrt, die aus dem remote Myokard von 7 operierten db/db-Herzen und 7
scheinoperierten db/+-Herzen isoliert wurden. Die Ca**-Transienten wurden wie in Kapi-

tel 2.2.4 beschrieben ausgewertet.

AN
0,75 —
ohne diabetische Stoffwechsellage
° 0,5 — 24 Stunden nach I/R
e \
LLv_ ,n)
0,25 —
f
o WU WNWV WWM
V
I | i
t 0,3 Zeit [s]

Abbildung 66: Reprasentative Darstellung eines Ca*-Transienten einer remote Kardiomyozyte mit
diabetischer Stoffwechsellage 24 Stunden nach I/R (rot) und einer remote Kardiomyozyte ohne
diabetische Stoffwechsellage (schwarz) unter Basalbedingungen wahrend eines kontraktilen Zyklus
nach elektrischer Stimulation (to)
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3.4.1.1 Amplitude

Die Menge an Ca?*, die nach jeder elektrischen Stimulation aus dem SR ins Zytosol
freigesetzt wurde, war in den remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage
reduziert. Erstaunlicherweise war auch die freigesetzte Menge an Ca** nach B-adrenerger
Stimulation signifikant vermindert (Abbildung 67). Daher stellte sich die Frage, ob auch die
Gesamtmenge Ca®*, die im SR gespeichert war, in den remote Kardiomyozyten mit

diabetischer Stoffwechsellage geringer war.

Die Messung der Gesamtmenge Ca®* im SR (Kapitel 2.2.2.5) erfolgte durch
Koffeinstimulation. Nach Stimulation der Kardiomyozyten mit einem Koffeinbolus zeigte
sich jedoch bei der Gesamtmenge Ca®* im SR kein Unterschied zwischen den remote

Kardiomyozyten mit bzw. ohne diabetischer Stoffwechsellage (P = 0,82; Abbildung 67).
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Abbildung 67: Amplitude der Ca”**-Transienten nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation
von remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und ohne diabetische Stoff-
wechsellage (db/+) 24 Stunden nach I/R

Das linke Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Amplituden von Ca*-Transienten + SEM. Gemessen wurden
remote Kardiomyozyten aus N = 7 Herzen ohne diabetische Stoffwechsellage (db/+) und mit diabetischer
Stoffwechsellage (db/db) nach basaler Stimulation und nach Stimulation mit Isoproterenol. Das rechte Saulen-
diagramm zeigt Mittelwerte der Amplituden von Ca?*-Transienten nach Koffeinbolus + SEM Gemessen wurden
6 remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage und ohne diabetische Stoffwechsellage aus N = 3
Herzen pro Gruppe. * P < 0,05; Ca®" = Kalzium; db/db = remote Kardiomyozyte mit diabetischer Stoffwechsel-
lage; db/+ = remote Kardiomyozyte ohne diabetische Stoffwechsellage, I/R = Ischamie/Reperfusion;
iso = Isoproterenol. Die Amplituden sind normiert auf die gemittelte Amplitude der db/+ Gruppe nach basaler
Stimulation.
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3.4.1.2 Geschwindigkeit des Ca**-Anstiegs

Die Geschwindigkeit des Ca®*-Anstiegs nach basaler Stimulation war in den remote
Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage im Vergleich mit den nicht diabetischen
remote Kardiomyozyten signifikant um 17 + 8 % verlangsamt (P < 0,05). Nach Stimulation
mit dem B-Sympathomimetikum Isoproterenol zeigte sich kein signifikanter Unterschied
mehr. Bei den remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage war jedoch ein
deutlicher Trend zu einer verlangsamten Ca*-Freisetzung erkennbar (P < 0,021;
Abbildung 68).
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Abbildung 68: Geschwindigkeit des Ca”-Anstiegs nach basaler Stimulation bzw. g-adrenerger
Stimulation von remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und von remote
Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage (db/+) 24 Stunden nach I/R

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der ca® Geschwindigkeit + SEM. Gemessen wurden remote
Kardiomyozyten aus insgesamt N = 7 Herzen mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und ohne diabetische
Stoffwechsellage (db/+) nach basaler Stimulation und nach Stimulation mit Isoproterenol. * P < 0,05;
Ca®* = Kalziumion; db/db = remote Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage; db/+ = remote
Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage; I/R = Ischamie/Reperfusion; iso = Isoproterenol. Die
Geschwindigkeiten sind normiert auf die gemittelte Geschwindigkeit der db/+ Gruppe nach basaler Stimulation.
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3.4.1.3 Geschwindigkeit der Ca®*-Elimination

Der Hauptanteil des zytosolischen Ca** wird wahrend der Diastole (iber die SERCA2a in
das SR zurlckgepumpt. Die Geschwindigkeit der Ca?*-Elimination (VEiimination) War in den
remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage im Vergleich zu denen ohne
diabetische Stoffwechsellage um 41 +9 % verlangsamt (P < 0,05). Dies lasst auf eine
verminderte ~ SERCAZ2a-Aktivitdt  schlielen. Auch die  Geschwindigkeit  der
Ca*-Wiederaufnahme in das SR nach Stimulation mit Isoproterenol in remote
Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage war um 26 + 3 % langsamer als bei den

remote Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage (P < 0,05; Abbildung 69).
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Abbildung 69: Geschwindigkeit des Ca®*-Abfalls nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger
Stimulation von Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und von remote
Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage (db/+) 24 Stunden nach I/R

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Ca2+-Geschwindigkeit + SEM. Gemessen wurden remote
Kardiomyozyten aus insgesamt N = 7 Herzen mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und ohne diabetischer
Stoffwechsellage (db/+) nach basaler Stimulation und nach Stimulation mit Isoproterenol. * P < 0,05;
Ca”* = Kalziumion; db/db = remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage; db/+ = remote
Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage; I/R = Ischamie/Reperfusion; iso = Isoproterenol. Die
Geschwindigkeiten sind normiert auf die gemittelte Geschwindigkeit der db/+ Gruppe nach basaler Stimulation.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ca®*-Kinetik der remote Kardiomyozyten mit
diabetischer Stoffwechsellage im Vergleich mit denen ohne diabetische Stoffwechsellage
langsamer verlief. Die Amplitude war kleiner, die zytosolische Ca?*-Freisetzung sowie die
Ca**-Wiederaufnahme in das SR waren verlangsamt (Abbildung 66). Im Gegensatz zu
nicht-diabetischen Herzen war nach B-adrenerger Stimulation die Ca**-Kinetik der remote
Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage im Vergleich zu den remote

Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage immer noch signifikant vermindert.
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3.4.2 Sarkomerfunktion

Die Messung der Sarkomerfunktion (2.2.3) erfolgte parallel zur in Kapitel 3.4.1
beschriebenen Messung der myozytdren Ca*-Kinetik. Die Auswertung der

Sarkomerfunktion erfolgte entsprechend dem in Kapitel 2.2.4 skizzierten Vorgehen.
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Abbildung 70: Reprasentative Darstellung fiir die Sarkomerlange einer remote Kardiomyozyte mit
diabetischer Stoffwechsellage 24 Stunden nach I/R (rot) und einer remote Kardiomyozyte ohne
diabetische Stoffwechsellage 24 Stunden nach I/R (schwarz) wahrend eines kontraktilen Zyklus nach
elektrischer Stimulation (to)
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3.4.2.1 Kontraktile Amplitude

Nach einstlindiger Ischamie und nach 24 Stunden Reperfusion war die kontraktile
Amplitude der remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage um 21+ 1 %
kleiner als die der remote Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsellage (P < 0,05).
Nach B-adrenerger Stimulation war kein signifikanter Unterschied mehr vorhanden
(P =0,22) (Abbildung 71).
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Abbildung 71: Kontraktile Amplitude nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation von
remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und von remote Kardiomyozyten
ohne diabetische Stoffwechsellage (db/+) 24 Stunden nach I/R

Das Sé&ulendiagramm zeigt Mittelwerte der kontraktilen Amplitude + SEM. Gemessen wurden remote
Kardiomyozyten aus insgesamt N = 7 Herzen mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und ohne diabetische
Stoffwechsellage (db/+) nach basaler Stimulation und nach Stimulation mit Isoproterenol. * P < 0,05;
db/db = remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage; db/+ = remote Kardiomyozyten ohne
diabetische Stoffwechsellage; I/R = Ischdmie/Reperfusion; iso = Isoproterenol.
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3.4.2.2 Kontraktionsgeschwindigkeit

Die Kontraktionsgeschwindigkeit (Vkontrakion) War nach I/R nicht signifikant verandert
(P=0,49). Auch nach Stimulation der B-adrenergen Rezeptoren zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in den remote Kardiomyozyten (P = 0,37; Abbildung 72). Es war

lediglich ein Trend zu einer verminderten Kontraktionsgeschwindigkeit erkennbar.
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Abbildung 72: Kontraktionsgeschwindigkeit nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation
von remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und von remote Kardiomyozyten
ohne diabetische Stoffwechsellage (db/+) 24 Stunden nach I/R

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Kontraktionsgeschwindigkeit + SEM. Gemessen wurden remote
Kardiomyozyten aus insgesamt N = 7 Herzen mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und ohne diabetische
Stoffwechsellage (db/+) nach basaler Stimulation und nach Stimulation mit Isoproterenol. * P < 0,05;
db/db = remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage; db/+ = remote Kardiomyozyte ohne
diabetische Stoffwechsellage; I/R = Ischamie/Reperfusion; iso = Isoproterenol. Die Geschwindigkeiten sind
normiert auf die gemittelte Geschwindigkeit der db/+ Gruppe nach basaler Stimulation.
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3.4.2.3 Relaxationsgeschwindigkeit

Im Gegensatz zur Kontraktionsgeschwindigkeit war die Relaxationsgeschwindigkeit
(Vrelaxation) der remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage nach basaler
Stimulation um 21+5% verlangsamt (P <0,05). Auch nach Stimulation der
Kardiomyozyten mit Isoproterenol war kein signifikanter Unterschied, jedoch ein Trend zu
einer verlangsamten Relaxationsgeschwindigkeit der remote Kardiomyozyten mit
diabetischer Stoffwechsellage zu sehen (P = 0,17; Abbildung 73).
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Abbildung 73: Relaxationsgeschwindigkeit nach basaler Stimulation bzw. B-adrenerger Stimulation von
remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage (db/db) und von remote Kardiomyozyten
ohne diabetische Stoffwechsellage (db/+) 24 Stunden nach I/R

Das Saulendiagramm zeigt Mittelwerte der Relaxationsgeschwindigkeit + SEM. Gemessen wurden remote
Kardiomyozyten aus insgesamt N = 7 Herzen mit diabetische Stoffwechsellage (db/db) und ohne diabetische
Stoffwechsellage (db/+) nach basaler Stimulation und nach Stimulation mit Isoproterenol. * P < 0,05;
db/db = remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage; db/+ = remote Kardiomyozyten ohne
diabetische Stoffwechsellage; I/R = Ischéamie/Reperfusion; iso = Isoproterenol. Die Geschwindigkeiten sind
normiert auf die gemittelte Geschwindigkeit der db/+ Gruppe nach basaler Stimulation.

Insgesamt war die Ca®*-Kinetik nach basaler Stimulation in remote Kardiomyozyten mit
diabetischer Stoffwechsellage im Vergleich mit denen ohne diabetische Stoffwechsellage
nach I/R verlangsamt (Abbildung 66). Durch p-adrenerge Stimulation konnte der
verlangsamte Ca”*'-Kreislauf nicht normalisiert werden, er war in den remote
Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage sogar signifikant verlangsamt.
Aullerdem war die Sarkomerfunktion in den remote Kardiomyozyten mit diabetischer
Stoffwechsellage beeintrachtigt. Die kontraktile Amplitude war verkirzt (Abbildung 70).
Ohne I/R war die Sarkomerfunktion dagegen in den Kardiomyozyten mit diabetischer

Stoffwechsellage nicht signifikant verandert (Kapitel 3.3.2). Diese Befunde zeigen, dass



Ergebnisse 96

sowohl im myozytdren Ca®*-Transport als auch in der Sarkomerfunktion db/db-Herzen
durch I/R starker beeintrachtigt werden als db/+-Herzen. I/R und T2DM scheinen hier also

additive Effekte auszuliben.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Versuchsergebnisse

Im Mausmodell in der friihen Phase 24 Stunden nach I/R war in remote Kardiomyozyten
der intrazelluldre Ca®*-Transport im Vergleich zu Kontroll-Kardiomyozyten verlangsamt, die
sarkoplasmatische Ca**-Konzentration reduziert und die kontraktile Amplitude verkleinert.
Remote Kardiomyozyten tendierten zu verminderter, jedoch nicht signifikant veranderter
Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit. Als Ursache wurde eine verminderte
Phosphorylierung der PLN-Monomere an Ser16 im remote Myokard identifiziert. Dadurch
wurde die Aktivitat der Ca®*-ATPase SERCA2a gehemmt. Passend zu diesem Befund war
es durch B-adrenerge Stimulation mdglich, die PLN-Phosphorylierung und dadurch die
Menge und die Kinetik des Ca?*-Transports zu normalisieren. Das remote Myokard zeigte
auBerdem eine erhOhte Phosphatase-Aktivitat. Dies stellt eine mdgliche Ursache flr die

verminderte PLN-Phosphorylierung dar.

In der proliferativen Phase 10 Tage nach I/R waren die intrazelluldren Ca*-Stréme in
remote Kardiomyozyten ebenfalls verlangsamt. Die B-adrenerge Stimulation konnte in
dieser Phase die verlangsamte Ca**-Kinetik, im Gegensatz zur frlhen Phase, nicht
normalisieren. Die Sarkomerfunktion zeigte keine Veranderungen. Die Proteinexpression
sowie der Phosphorylierungszustand wichtiger Ca®*-Regulatoren war unverandert. Ein Tag
und 10 Tage nach I/R wurden somit deutliche Unterschiede in der myozytaren

Ca?*-Homdostase festgestellt.

Aulerdem wurden Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage in Leptin-Rezeptor
defizienten Mausen (db/db) untersucht. Wahrend diese Zellen basal eine normale
Sarkomerfunktion aufwiesen, zeigten sich deutliche additive Effekte von I/R und T2DM
hinsichtlich einer Reduktion und Verlangsamung der gemessenen Ca?*-Transienten sowie
der Sarkomerfunktion. Diese Beeintrachtigungen blieben auch nach (-adrenerger

Stimulation bestehen.

4.2 24 Stunden nach I/R

Wahrend der frihen Phase nach MI ereignen sich in den ersten Stunden bis Tagen die
meisten Todesfalle [108]. Nach einem MI sterben 60 % der Patienten in Deutschland
bereits im Krankenhaus [121]. Obwohl die infarzierten Areale des Myokards gut untersucht
sind, ist bislang jedoch wenig Uber die Veranderungen in den nicht-ischdmischen Arealen
des Herzens, dem remote Myokard, nach M| bekannt. Eine genaue Kenntnis der

Bedingungen flr die Kontraktion und die Relaxation des remote Myokards in der
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Frihphase des Infarkts ist jedoch von grofsem klinischem Interesse, da diese Herzteile den
Funktionsverlust des infarzierten Myokards kompensieren miissen, um ein ausreichendes

Herzzeitvolumen zu gewahrleisten.

4.2.1 Bedeutung und Funktion Ca**-regulierender Proteine nach Ml

In der vorliegenden Arbeit wurde 24 Stunden nach I/R in den nicht-ischamischen
Kardiomyozyten eine verlangsamte Ca”**-Kinetik nachgewiesen. Der Ca®*-Anstieg im
Zytosol, reprasentiert durch die Amplitude des Ca*-Transienten, war reduziert und die
Geschwindigkeit des Anstiegs und des Abfalls der zytosolischen Ca*-Konzentration war
verlangsamt.

In der Vergangenheit wurden mehrere Studien mit dem Ziel durchgefiihrt, nach MI den
intrazelluldren Ca?*-Kreislauf zu beschleunigen, insbesondere durch Uberexpression der
SERCA2a. An Ratten wurde eine SERCA2a-Uberexpression mittels eines adenoviralen
Vektors erzeugt [122]. Nach 30-mindtiger Ischamie und 48-stiindiger Reperfusion wurde in
den ventrikularen Kardiomyozyten, die die SERCA2a Uberexprimierten, ein beschleunigter
Ca**-Kreislauf beobachtet. Zudem war die Wandbeweglichkeit der Herzen erhoht.

Des Weiteren wurden SERCA1a-Uberexprimierende transgene Mause entwickelt und
deren Ca**-Kinetik nach MI untersucht [123]. Die Isoform SERCA1a ist normalerweise nur
im Skelettmuskel exprimiert, weist aber eine erhéhte Immunitat gegen oxidativen Stress
auf. Die Ca®**-Konzentrationen waren bei den SERCA1-iiberexprimierenden Herzen nach
24-stiindiger Reperfusion héher als in Infarktherzen ohne SERCA1a-Uberexpression.
Diese Studien zeigten die Bedeutung der myozytaren Ca*-Homdostase, insbesondere von
SERCAZ2a, flr das outcome nach Ml und den potentiellen therapeutischen Nutzen einer

beschleunigten zytosolischen Ca?*-Elimination.

In der vorliegenden Arbeit war im remote Myokard 24 Stunden nach I/R die Expression von
SERCA2a und PLN unverdndert. Auch indirekte Ca®*-Regulatoren, wie beispielsweise
HAX-1 sowie S100A1, die mit der SERCA2a und den PLN-Monomeren interagieren und
dadurch deren Funktion beeinflussen, waren unverandert exprimiert [67, 70].

Es mussten daher andere Ursachen fiir die beobachtete Depression des Ca®*-Kreislaufs im
remote Myokard vorliegen. Wie die vorliegende Arbeit gezeigt hat, spielt eine verminderte

PLN-Phosphorylierung dabei eine entscheidende Rolle.

Die SERCA2a pumpt wahrend der Diastole zytosolisches Ca®* wieder zuriick in das SR.
Zytosolisches Ca®* wird jedoch nicht nur in das SR transportiert. Uber den NCX und die
sarkolemmale Kalzium ATPase (PMCA) wird Ca®* aus der Zelle hinaustransportiert. Zudem

wird Ca?* iber den Kalzium-Uniporter in Mitochondrien aufgenommen. Der Ca**-Transport
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mittels der PMCA und durch den mitochondrialen Kalzium-Uniporter betragt zusammen nur

2 %. Bedeutsamer ist der NCX, der Ca** im Austausch gegen Na* aus der Zelle beférdert.

Der Na*-Gehalt ist nach Ml im Zytosol erhéht [22]. Es ist bekannt, dass wahrend der
Ischamie im ischamischen Myokard durch anhaltenden Sauerstoffmangel und
zunehmende Azidose die anaerobe ATP-Produktion unterbunden wird. Durch den dadurch
verursachten ATP-Mangel kénnen Na*-lonen, die iber die Zellmembran einstromen, nicht
mehr aktiv aus der Zelle heraustransportiert werden. Die erhdhte zytosolische
Na’-Konzentration aktiviert den NCX in umgekehrter Richtung, sodass Na'-lonen die
Kardiomyozyte verlassen, wobei im Gegenzug Ca*" einstrémt [22, 44]. Wahrend der
Reperfusion wird das ischamische Myokard wieder mit Sauerstoff versorgt. Die
ATP-abhéngigen Prozesse kommen wieder in Gang [109]. Ca®*-Oszillationen sind die
Folge, was zu irreversiblen Schadigungen der Kardiomyozyte flihren kann [109, 124].

Als eine der Hauptursachen fiir die Anreicherung von zytosolischem Ca®* wurde die
Aktivierung des NCX in die umgekehrte Richtung angesehen [110, 125]. Deshalb wurde zu
Beginn der Reperfusion die Aktivitat des NCX durch einen Inhibitor zu blockieren versucht.
Der Einsatz des NCX-Inhibitors Cariporide wurde in Phase 2 und 3 einer grof3en klinischen
Studie getestet [125]. Es wurden drei verschiedene Dosen (20 mg, 80 mg, 120 mg)
verabreicht. Bei 20 mg und 80 mg Cariporide zeigte sich keine Wirkung. Bei 120 mg hatten
die Patienten einer Subgruppe ein 10 % geringeres Mortalitatsrisiko. Cariporide zeigte
tatsachlich auch eine verminderte Nekrose im ischamischen Myokard. Wenn jedoch die
generelle Mortalitdt betrachtet wird, dann gab es keinen Unterschied zwischen der
Placebo- und der Cariporideeinnahme. Die Inhibierung des NCX nach einem MI scheint die

Anreicherung von zytosolischem Ca®* nur wenig zu beeinflussen.

Dies kénnte daran liegen, dass (iber den NCX nur ein geringer Teil des myozytaren Ca**
transportiert wird. Denn beim Menschen werden nur etwa 28 % Uber den NCX-Transporter
aus der Kardiomyozyte transportiert [41]. Der grofdte Teil wird Gber die SERCA2a in das
SR gepumpt. Bei Mausen ist die Leistung der SERCA2a sogar noch héher, es werden tber
90 % des zytosolischen Ca®* iiber die SERCA2a wieder in das SR zuriick beférdert [42].

Bei der Messung der NCX-Aktivitat in der vorliegenden Arbeit wurden die Kardiomyozyten
mit Koffein stimuliert. Koffein &ffnet die RyR2, sodass Ca®* aus dem SR ausstrémt. Die
Elimination des Ca®* aus dem Zytosol kann daher in dieser Situation nur durch
Ca*-Transport aus der Zelle heraus, also SERCA2a unabhingig, erfolgen. Die
Geschwindigkeit der Ca?-Elimination ist dann ein MaR fiir die NCX-Aktivitat und die
PMCA-Aktivitat. Die SERCA2a transportiert zwar zytosolisches Ca®" in das SR, dieses wird
aber sofort wieder Uber den RyR2 freigesetzt. Im Vergleich zu den Kontroll-

Kardiomyozyten war in den remote Kardiomyozyten nach Koffeinbolus die Geschwindigkeit
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der Ca*-Elimination und damit die NCX-Aktivitdt und PMCA unverandert (Kapitel 3.1.1).
Daraus ist zu schlieen, dass 24 Stunden nach I/R die verlangsamte Ca?*-Elimination und
die reduzierte Ca2+-Menge im SR nicht durch die NCX-Aktivitat, sondern durch eine

beeintrachtigte SERCA2a-Aktivitat verursacht wurden.

Des Weiteren wurde eine geringere Ca**-Konzentration im SR der remote Kardiomyozyten
beobachtet. Zudem war die Geschwindigkeit des zytosolischen Ca?**-Anstiegs in den
remote Kardiomyozyten verlangsamt. Ca®* wird nach jedem Stimulus aus dem SR {iber
den RyR2 in das Zytosol freigesetzt. Die Analyse der Expression des RyR2 ergab keine
Unterschiede im Vergleich mit den Kontroll-Kardiomyozyten und auch sein
Phosphorylierungszustand, der seine Offen-Wahrscheinlichkeit bestimmt, war 24 Stunden
nach I/R im remote Myokard unverandert (Daten von Florian Funk). Es ist daher
wahrscheinlich, dass die verminderte Fiillung des SR mit Ca?* durch die SERCA2a in der
Frihphase nach I/R auch fir den verminderten und verlangsamten zytosolischen
Ca?-Anstieg verantwortlich ist, zumal die Ca®'-Konzentration im luminalen SR die
treibende Kraft fiir die SR Ca?*-Freisetzung darstellt [126] .

Bekannt ist, dass der RyR2 im Ruhezustand, ohne dass er stimuliert wird, geringe Mengen
Ca? in das Zytosol freisetzt und damit undicht ist (diastolisches Ca* leak) [127].
Physiologisch betrachtet sind diese spontanen Ca?*-Stréme jedoch so gering, dass es nicht
zur Kontraktion der Sarkomere kommt. Zugleich kénnte ein standiger Ca®*- Verlust aus
dem SR infolge eines hohen Ca?* leaks in Kardiomyozyten des remote Myokards auch
dafiir mitverantwortlich sein, dass auf Stimulation weniger Ca®* aus dem SR freigesetzt
wird.

Zur Messung des Ca®* leaks im remote Myokard wurden remote und Kontroll-
Kardiomyozyten einer natrium- und Ca*-freien Lésung ausgesetzt und mit bzw. ohne
Tetracain behandelt. Das natrium- und Ca®-freie Milieu der Kardiomyozyten war
notwendig, da in diesem Fall der NCX nicht aktiv wird. Ca** konnte weder in die Zelle
einflieRen noch die Zelle verlassen. Ein Anstieg der diastolischen Ca®*-Konzentration im
Zytosol ware daher unter diesen Bedingungen vorrangig auf ein erhdhtes Ca?* leak
zurickzufiihren. Wenn durch Tetracain zusatzlich der RyR2 blockiert wurde, konnte durch
Messung der diastolischen Ca**-Konzentrationen mit und ohne Tetracain das Ca®* leak
abgeschatzt werden. Die basale Ca”-Konzentration im Zytosol sank nach einer
Behandlung mit Tetracain sowohl in remote Kardiomyozyten als auch in Kontroll-
Kardiomyozyten um das gleiche Maf% (Abbildung 29). Daraus lasst sich schlieRen, dass in

den remote Kardiomyozyten keine erhéhte Durchlassigkeit des RyR2 vorlag (Kapitel 3.1.1).
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Die Veranderung in der Ca*-Freisetzung des remote Myokards wurde daher primar auf die
eingeschrankte SERCA2a-Aktivitat und die damit verbundene reduzierte Ca®*-Fiillung des
SR zurlickgefuhrt.

4.2.2 Normalisierung der verlangsamten intrazellularen Ca?**-Stréme
durch B-adrenerge Stimulation

In der frithen Phase 24 Stunden nach I/R konnte an remote Kardiomyozyten durch
Stimulation mit Isoproterenol die verlangsamte Ca?**-Freisetzung aus dem SR und die
verlangsamte zytosolische Ca*-Wiederaufnahme in das SR normalisiert werden. Nach
B-adrenerger Stimulation waren die Geschwindigkeit der intrazelluldren Ca®*-Stréme und
die Ca?*-Menge der remote Kardiomyozyten gegeniiber den Kontroll-Kardiomyozyten nicht

mehr vermindert (3.1.1).

Isoproterenol ist ein B-Sympathomimetikum, das den Gs-Protein-gekoppelten Rezeptor
stimuliert. Uber mehrere Zwischenschritte wird die Proteinkinase A (PKA) aktiv [128]. Die
PKA phosphoryliert den RyR2 an Ser2808, wodurch vermehrt Ca** aus dem SR in das
Zytosol freigesetzt wird. Zudem phosphoryliert die PKA PLN an Ser16. Dadurch sinkt die
inhibitorische Wirkung, die PLN im unphosphorylierten Zustand auf die SERCA2a hat und
mehr zytosolisches Ca®* wird (iber die SERCA2a in das SR transportiert. In der friihen
Phase nach I/R konnte die verlangsamte Ca*-Kinetik und die zytosolische Ca®*-Menge
durch B-adrenerge Stimulation in den remote Kardiomyozyten normalisiert werden. Daraus
wird geschlossen, dass im remote Myokard nach I/R ein regulatorisches, PKA-abhangiges

Problem wichtiger Ca**-Regulatoren vorliegt.

Ob Ca*-Regulatoren in ihrer Aktivitit eingeschrankt sind, l&sst sich anhand des
Phosphorylierungsstatus des RyR2 und der PLN-Monomere feststellen. Bisher ist bekannt,
dass es wahrend der Ischamie im ischamischen Gewebe 2zu einer erhdhten
Phosphorylierung von PLN an Th17 kommt [129]. Die Kardiomyozyten werden nicht mehr
mit Sauerstoff versorgt und befinden sich in einem anaeroben Zustand.
Phosphatkonzentration und pH-Wert fallen ab. Verschiedene Kinasen werden aktiv und
fuhren vermutlich zu dieser erhéhten Phosphorylierung [130]. Mit Einleiten der Reperfusion
normalisieren sich der pH-Wert, die Phosphatkonzentration und die erhdhte PLN
Phosphorylierung wieder. Uber die Kinase-Aktivitat und die PLN-Phosphorylierung im

remote Myokard war dagegen bis zur vorliegenden Arbeit nichts bekannt.

Das remote Gebiet, auf das sich die vorliegende Arbeit konzentriert, wird wahrend der
Ischamie weiterhin durchblutet und ist deshalb von diesem Sauerstoffmangel nicht
betroffen. Daher erscheint eine starkere Beschleunigung des Ca?*-Kreislaufes der remote

Kardiomyozyten nach [-adrenerger Stimulation durch einen reduzierten pH-Wert und
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dadurch aktivierte Kinasen als unwahrscheinlich. AuRerdem konnte in dieser Arbeit keine

erhdhte PKA-Aktivitat im remote Myokard nachgewiesen werden (3.1.5).

Eine logische Erklarung fir die starkere Beschleunigung und nach Stimulation mit
Isoproterenol normalisierte Ca**-Kinetik und die normalisierte zytosolische Ca®*-Menge
ergibt dagegen die im remote Myokard unter Basalbedingungen vorliegende verminderte
PLN-Phosphorylierung (4.2.5). PLN-Monomere inhibieren im unphosphorylierten Zustand
die SERCA2a stérker. Somit wird weniger zytosolisches Ca** in das SR aufgenommen.
Durch die Stimulation der Kardiomyozyten mit Isoproterenol phosphoryliert die PKA die
PLN-Monomere. Dieser Vorgang hebt die verminderte PLN-Phosphorylierung, die in den
remote Kardiomyozyten im Vergleich zu den Kontroll-Kardiomyozyten vorlag, auf
(Abbildung 74). Die verlangsamten intrazelluldren Ca®*-Stréme werden durch B-adrenerge

Stimulation normalisiert.

Ventrikuldre remote Kardiomyozyte

calo
Isoproterenol Ca?*
Extrazellularmatrix
Zytosol B-AR ‘
P

Ca?*

P
. RyR2
Ca?* Ca?

Abbildung 74: PKA-abhdngige Phosphorylierung des PLN an Ser16 durch Stimulation einer
ventrikuldren remote Kardiomyozyte mit Isoproterenol 24 Stunden nach I/R

AC = Adenylatzyklase; B-AR = B-adrenerger Rezeptor; Ca®" = Kalziumion; Gs = Gg-Protein gekoppelter
Rezeptor; P = Phosphat; PKA = Proteinkinase A; PLN = Phospholamban; PP = Proteinphosphatase;

RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2; SERCA2a = sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2a; SR = sarkoplas-
matisches Retikulum.
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4.2.3 Beeintrachtigte Sarkomerfunktion im remote Myokard

Neben einer verlangsamten Ca®-Kinetik wurde auch eine Beeintrachtigung der
Sarkomerfunktion in remote Kardiomyozyten nach I/R festgestellt. In nicht-ischdmischen
Kardiomyozyten war die kontraktile Amplitude nach einstiindiger Ischamie und 24 Stunden
Reperfusion reduziert. Eine plausible Erklarung dafirr ist, dass weniger Ca** an Troponin C

(TnC) binden kann, weil durch die geringere im SR gespeicherte Ca®*-Menge nach jedem
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Herzschlag weniger Ca** ins Zytosol entlassen wird. Bindet Ca** an Troponin C (TnC),
kommt es zu Konformationsdnderungen des Troponinkomplexes und die inhibitorische
Fahigkeit von cTnl wird gesenkt [131]. Durch den geringeren zytosolischen Ca®*-Anstieg im
remote Myokard fallt die Aktin-/Myosin-Interaktion geringer aus und die Sarkomere
verkirzen sich nicht mehr so stark. Die in der vorliegenden Arbeit festgestellten
Veranderungen in der myozytiren Ca®’-Homdostase des remote Myokards spielen
demnach fir die Beeintrachtigung der kontraktilen Funktion des Herzens nach I/R eine
bedeutende Rolle. Bisherige Untersuchungen zu den Ursachen der funktionellen Schaden
der kontraktilen Elemente nach MI fokussieren sich vor allem auf Verédnderungen der

Sarkomerproteine selbst.

So wurde als Ursache fur die Dysfunktion der Myosine eine erhéhte Carbonylierung der
terminalen Carboxylgruppe des Myosin-bindenden Protein C (MyBP C) und eine erhdhte
Phosphorylierung von Tropomyosin (Tm) festgestellt [132]. Die erhéhte Carbonylierung und
die erhéhte Phosphorylierung werden vermutlich durch oxidativen Stress wahrend des
kardialen Wiederaufbaus des Myokards ausgelést. Das MyBP C lag nach MI erhéht
carbonyliert vor. Die terminale Carboxylgruppe des MyBP C bindet an Myosin und Titin,
wodurch es zur Stabilisierung der dicken Filamente kommt. Eine erhéhte Carbonylierung
kénnte diese Interaktionen verandern und somit die Funktion beeintrachtigen. Die erhdhte
Tm Phosphorylierung kénnte kompensatorisch wirken. Die Ca**-Sensitivitat war nach 24
Stunden Reperfusion unverandert [133].

In dieser Arbeit wurde die Ca®-Sensitivitit des remote Myokards anhand des
Phosphorylierungszustandes von Tnl untersucht. Wie oben erwahnt, ist Tnl die
inhibitorische Einheit des Troponinkomplexes. cTnl wird Uber die PKA an Ser23/24
phosphoryliert [119]. Diese PKA-abhangige Phosphorylierung senkt die Wahrscheinlichkeit,
dass Ca** an TnC bindet. Es senkt zudem die Sensitivitit der Myofilamente fiir Ca®* [134].
cTnl beeinflusst dadurch die kardiale Kontraktion und Relaxation [119, 134].

Die Expression des kardialen Troponin | (cTnl) und die Phosphorylierung von Tnl (pTnl)

waren in remote Kardiomyozyten 24 Stunden nach I/R unverandert (siehe Kapitel 3.1.4).

Als weitere Ursache der kontraktilen Dysfunktion sind in der Literatur Veranderungen am
Sarkomerprotein Titin nach MI beschrieben [25]. Titin ist ein wichtiges Strukturprotein der
Sarkomere. Es verbindet die Z-Scheibe mit den Myosinfilamenten und Ubertragt die Kraft
der Myosine auf die Z-Scheibe. Es sorgt zudem fir die Elastizitdt und Stabilitat der
Sarkomere und der gesamten Zelle. Verschiedene Kinasen regeln durch Phosphorylierung
der einzelnen Regionen die Steifigkeit des Titins und somit der Sarkomere. Kotter et al.
zeigten, dass nach drei Tagen permanenter Ligatur die myozytare Steifigkeit im remote

Gebiet erhéht war [25]. Vor allem eine erhéhte PKC-Aktivitat fihrte durch Phosphorylierung
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des Titins zu dieser erhdhten Steifigkeit. Interessanterweise wurde in der vorliegenden
Arbeit 24 Stunden nach I/R im remote Myokard eine verminderte PLN-Phosphorylierung an
Ser16 beobachtet. Dies geht méglicherweise mit einer erhéhten PKC-Aktivitat einher, denn
die PKC phosphoryliert den Inhibitor-1 (I-1) [135]. Dieser wird daraufhin inaktiv. Somit kann
er die Proteinphosphatase 1 (PP1), welche unter anderem PLN dephosphoryliert, nicht
inhibieren. Durch die erhéhte PP1-Aktivitat und verminderte PLN-Phosphorylierung wiirde
die SERCA2a-Aktivitat vermindert und der myozytare Ca®*-Kreislauf verlangsamit.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass samtliche posttranslationalen Modifikationen, die
in der Frihphase nach Infarkt an den Sarkomerproteinen beobachtet wurden, in Richtung

einer verschlechterten Sarkomerfunktion wirken.

4.2.4 Unveranderte Proteinexpression von Regulatoren des myozyta-
ren Ca**-Kreislaufes

Bei der Suche nach den Ursachen fiir die verlangsamte Ca?-Kinetik wurde im remote
Myokard die Proteinexpression der Ca®*-regulierenden Proteine Uberpriift. Daflir wurden
Herzlysate mit Western-blot-Analysen untersucht (Kapitel 2.3.1.5), indem die Bandenstarke
des jeweils aufgetragenen Proteins quantifiziert wurde. Auf Proteinebene waren keine
veranderten Expressionen der wichtigsten Ca?*-Regulatoren zu finden. Sowohl die RyR2-
Expression, die SERCA2a-Expression und die Expression der PLN-Monomere als auch
das Verhéaltnis SERCA2a-/PLN-Monomere waren unverandert. Auch Interaktoren, wie
beispielsweise das HS1-assoziierte Protein X-1 (HAX-1) und S100A1, die mit der
SERCA2a, PLN oder dem RyR2 interagieren und somit indirekt die Ca®"-Kinetik
beeinflussen, zeigten in ihrer Proteinexpression keine Veranderung im remote Myokard
nach I/R [67, 70, 71]. Insofern wurden keine Hinweise darauf gefunden, dass verminderte
Expressionen der untersuchten Ca?-Regulatoren als Ursache fiir die verlangsamten intra-

zelluldren Ca**-Stréme infrage kommen.

4.2.5 Verminderte PLN-Phosphorylierung im remote Myokard

In der vorliegenden Arbeit wurde im remote Myokard nach einstiindiger Ischamie und 24
Stunden Reperfusion eine verringerte PLN-Phosphorylierung an der PKA-abhangigen
Phosphorylierungsstelle Ser16 beobachtet (3.1.4). Dies erklart die nach I/R im remote
Myokard verlangsamten intrazelluldren Ca?-Strdme und die verminderte zytosolische
Ca?*-Konzentration. PLN-Monomere interagieren mit der SERCA2a und inhibieren diese
[60]. Liegt das PLN-Monomer unphosphoryliert vor, ist diese Hemmung starker ausgepragt
und es wird weniger zytosolisches Ca®* in das SR zuriicktransportiert. Nach B-adrenerger
Stimulation war sowohl die Ca®*-Kinetik als auch die Menge an zytosolischem Ca®* im

remote Myokard im Vergleich zum Kontroll-Myokard wieder normalisiert (3.1.1). Durch
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B-adrenerge Stimulation wird die PKA aktiviert. Diese phosphoryliert PLN an Ser16. Die
verminderte PLN-Phosphorylierung, die nach basaler Stimulation vorlag, wurde somit
durch die B-adrenerge Stimulation aufgehoben. Verantwortlich fir die im remote Myokard
verminderte PLN-Phosphorylierung an Ser16 ist entweder eine verringerte PKA-Aktivitat,
die PKA PLN an Ser16 phosphoryliert, oder eine erhéhte Proteinphosphatase-Aktivitat,
welche PLN an Ser16 dephosphoryliert [62, 63].

Nach I/R wurden im remote Myokard bei der Aktivitditsmessung mittels ELISA keine
Anderungen der globalen PKA-Aktivitat festgestellt (Kapitel 3.1.5). Auch die Expression der
PKA an der katalytischen Untereinheit a wies keinen Unterschied im nicht-ischamischen
Gebiet nach I/R auf. Deshalb war es auch nicht Uberraschend, dass andere PKA-
abhangige Phosphorylierungsstellen, wie beispielsweise der RyR2 an Ser2808 oder das
kardiale Troponinl an Ser23/24, im remote Myokard keinen verminderten
Phosphorylierungszustand aufwiesen.

Interessanterweise zeigte sich, dass die Gesamt-Proteinphosphatase-Aktivitat im remote
Myokard 24 Stunden nach I/R erhdht war (Kooperation mit PD Dr. P. Boknik, Institut fir
Pharmakologie und Toxikologie der Westfalischen Wilhelms-Universitadt Minster). Die
Aktivitat der Proteinphosphatase 2a (PP2a) war dabei signifikant erhéht (Abbildung 75).
Die Aktivitat der Proteinphosphatase 1 (PP1) war nicht signifikant verandert, zeigte jedoch
einen starken Trend zu einer erhdhten Aktivitat (Kapitel 3.1.5).

PLN wird sowohl durch die PP1 als auch durch die PP2a an Ser16 dephosphoryliert [65].
Im Herzen finden sich verschiedene Phosphatasen mit zahlreichen Untergruppen. Im
Herzen wird PLN an Ser16 zu etwa 70 % durch die PP1 und zu etwa 30 % von der PP2a
dephosphoryliert [64]. Die Aktivitat der PP1 wird von der Proteinphosphatase 2a und 2b
beeinflusst [136]. Diese Serin-/Threonin-Proteinphosphatasen (PP2a/PP2b)
dephosphorylieren die PP1 an Ser48 und Ser67, wodurch die PP1 aktiv wird.

Die physiologische Bedeutung einer erhéhten PP2a-Aktivitat wurde an transgenen Mausen
untersucht, die PP2a kardial tiberexprimieren [137]. Die Uberexpression der PP2a fiihrte in
diesen Mausen zu einer verstarkten Dephosphorylierung des PLN und einer Reduktion der
kontraktilen Herzfunktion. Die Expression der SERCA2a und des PLN war hierbei
unverandert.

Auch der Einfluss einer erhdhten PP2a-Aktivitdt wurde in der frihen Phase nach MI
untersucht. Es zeigte sich, dass eine erhdhte PP2a-Aktivitat in der akuten Phase nach Ml
von Vorteil zu sein scheint, zwei Tage nach MI war die Uberlebensrate der Herzen mit
einer erhdhten PP2a-Aktivitat verbessert [137, 138]. Nachteilig war jedoch, dass die
transgenen Mause mit einer erhdhten PP2a-Expression vermehrt an einer dilatativen

Kardiomyopathie erkrankten.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die verringerte PLN-Phosphorylierung an Ser16
im remote Myokard am ehesten durch eine erhdhte Phosphatase-Aktivitat hervorgerufen
wird. Diese fuhrt durch Dephosphorylierung des PLN an Ser16 zu einer verminderten
SERCA2a-Aktivtat, zu einer verlangsamten Ca®-Kinetik und zu einer veranderten
Sarkomerfunktion (Abbildung 75).

Kontroll-Kardiomyozyte remote Kardiomyozyte 24 Stunden nach I/R
Caz+ Ca2+

I v

SERCA2a PLN SERCA2a

Zytosol Zytosol

A |
SR Ca?+ Ca?+ SR |
\ 4 v

Ca2+ C a2+ C a2+

Abbildung 75: SERCA2a/PLN-Komplex in einer Kontroll-Kardiomyozyte (links) und in einer remote
Kardiomyozyte 24 Stunden nach I/R (rechts). Im Vergleich zu der Kontroll-Kardiomyozyte ist in der
remote Kardiomyozyte die PLN-Phosphorylierung durch eine hohere PP-Aktivitit vermindert, die
SERCA2a-Aktivitat sinkt und weniger ca” gelangt in das SR

Ca?* = Kalziumion; P = Phosphat; PLN = Phospholamban; PP = Proteinphosphatase;
SERCAZ2a = sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2a; SR = sarkoplasmatisches Retikulum.

4.3 10 Tage nach I/R

Das remote Myokard wurde auch 10 Tage nach I/R analysiert und es wurde untersucht, ob
und gegebenenfalls welche Veranderungen gegeniiber der friihen Phase 24 Stunden nach
I/R aufgetreten sind. Untersuchungen zu diesem spateren Zeitpunkt sind deshalb von
Interesse, weil nach Ml das kardiale remodeling eingesetzt hat [7]. Im ischamischen
Myokard findet ein Heilungsprozess statt. Tote Kardiomyozyten werden durch Kollagen
ersetzt. Das remote Myokard muss den funktionellen Verlust des ischamischen Areals
kompensieren.

In der frihen Phase nach I/R wurde eine beeintrachtigte SERCA2a-Aktivitat in den remote
Kardiomyozyten festgestellt, die durch eine verminderte PLN-Phosphorylierung verursacht
wird. Es ist nicht ausgeschlossen, dass sich 10 Tage nach I/R der Phosphorylierungs-
zustand des PLN wieder normalisiert hat. Stattdessen koénnte es auch zu veranderten

Proteinexpressionen wichtiger Ca**-Regulatoren gekommen sein.
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Zunachst wurden die intrazelluldren Ca®*-Stréme in remote Kardiomyozyten 10 Tage nach

I/R analysiert, um potentielle Veranderungen im Ca®*-Kreislauf aufzudecken.

4.3.1 Verlangsamte intrazellulare Ca?-Strdme 10 Tage nach I/R in
remote Kardiomyozyten

Die Ca*-Kinetik war in remote Kardiomyozyten nach einstiindiger Ischamie und
darauffolgender 10-tagiger Reperfusion verlangsamt (Kapitel 3.2.1). Dies wurde auch in
der friihen Phase nach I/R beobachtet (Kapitel 3.1.1). Die Amplitude der Ca**-Transienten
sowie die Geschwindigkeit des zytosolischen Ca**-Anstiegs und des Ca*-Abfalls waren in
Kardiomyozyten des remote Myokards 10 Tage nach I/R reduziert. Dies deutet auf eine

eingeschrankte SERCA2a-Aktivtat oder auf eine verminderte SERCA2a-Expression hin.

Die Ursachen einer verminderten SERCA2a-Funktion sind am besten in insuffizienten
Herzen untersucht. Bei herzinsuffizienten Patienten liegen die SERCA2a-Aktivitat und die
SERCA2a-Expression reduziert vor [139]. Therapieansatze, die in der Vergangenheit
getestet wurden, um im insuffizienten Herzen die intrazelluldren Ca®*-Stréme zu
verbessern, wurden beispielsweise an PLN-defizienten Mausen untersucht [140]. Dabei
wurde analysiert, ob durch das Fehlen von PLN die Ca**-Kinetik verbessert werden kann.
PLN hemmt die SERCA2a durch Interaktion und bestimmt dadurch deren Aktivitat [60].
Cross et al. haben gezeigt, dass die PLN-defizienten Mause nach I/R zwar eine
verbesserte kontraktile Herzfunktion aufwiesen, aber auch empfindlicher gegenlber einem
Ischamieschaden waren [140].

Bei weiteren Untersuchungen wurde ein Antikdrper gegen PLN eingesetzt, um ein
komplettes Fehlen des SERCA2a-Regulators PLN zu vermeiden [141]. Dieser verhinderte
die Interaktion zwischen PLN und der SERCA2a. Tatsachlich konnten so der myozytare
Ca?*-Kreislauf und die Kontraktilitat der Sarkomere verbessert werden. Die Geschwindig-
keit der Ca*-Freisetzung und der zytosolischen Ca?*-Elimination war hoher als bei
unbehandelten Kardiomyozyten. Leider sind hierzu bisher weder Langzeitstudien am Tier
noch klinische Studien bekannt, um Aussagen Uber einen moglichen therapeutischen
Nutzen treffen zu kénnen.

Im Zusammenhang mit der Beschleunigung der Ca**-Kinetik wurde nicht nur PLN, sondern
auch SERCAZ2a getestet. In einer Studie wurde in humanen ventrikularen Kardiomyozyten
SERCAZ2a uberexprimiert [142]. Die Kardiomyozyten wurden aus Herzen gewonnen, die
bei Herztransplantationen enthommen wurden. Davon stammten 5 Herzen von Patienten,
die einen MI hatten und danach eine Herzinsuffizienz entwickelten, und 5 von Patienten mit
einer dilatativen Kardiomyopathie. Eine Uberexpression der SERCA2a verbesserte den

intrazelluldren Ca**-Kreislauf. Die Kardiomyozyten kontrahierten und relaxierten schneller
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als die Kardiomyozyten ohne SERCA2a-Uberexpression. Aufgrund dieser positiven
Ergebnisse wurden klinische Studien der Phasen 1 und 2 an Patienten mit Herzinsuffizienz
im Endstadium gestartet. Uber einen Gentransfer wurde die SERCAZ2a-Expression im
Herzen erhéht [143]. Wahrend Phase 1, die hauptsachlich dazu diente, die Sicherheit,
Wirkung und Dosierung zu untersuchen, konnten die Symptome der herzinsuffizienten
Patienten verbessert werden. Leider zeigte die Studie in Phase 2, die placebo-kontrolliert,
randomisiert und verblindet war, keine verbesserte Hospitalisierung nach der SERCA2a
Gentherapie bei herzinsuffizienten Patienten.

Ein moglicher Grund hierfir kdnnte sein, dass viele Patienten, die an dieser Studie
teilnahmen, erhohte Plasmalevel des natriuretischen Peptids vom Typ b (BNP) hatten
[144]. BNP wird bei der Dehnung des linken Ventrikels durch Kardiomyozyten und
Fibroblasten freigesetzt. Durch erhéhte BNP-Plasmalevel wird das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System angeregt. Es kommt zur Sympathikusaktivierung. Schlief3lich flhren
erhdhte BNP-Level Uber langere Zeit zur Hypertrophie und zu Fibrosebildung im Herzen.
Patienten mit einem hohen BNP-Spiegel zeigten verminderte SERCA2a-, S100A1- und
RyR2-Expressionen. Verminderte Ca®*-Transienten mit verlangsamter Geschwindigkeit
des Ca®*-Anstiegs und der Ca**-Elimination waren die Folge. Interessanterweise war die
SERCAZ2a-Expression bei Patienten, die in Phase 2 den Gentransfer erhielten, nur erhoht,
wenn ihre BNP-Plasmaspiegel niedrig waren [144]. Es wird vermutet, dass BNP die
SERCAZ2a-Expression inhibiert, indem es den ,Calcineurin nuclear factor of activated
T-cells (NFAT)“-Syntheseweg hemmt. Ob die Annahme stimmt, dass BNP die SERCA2a-
Expression inhibiert, werden weitere Studien insbesondere mit Patienten, die einen niedri-
gen BNP-Plasmaspiegel aufweisen und einen Gentransfer der SERCA2a erhalten, in

Zukunft zeigen.

Interessanterweise gibt es auch eine Studie, die im remote Myokard die SERCAZ2a-
Uberexpression nach MI untersuchte [145]. Eingesetzt wurden transgene Mause, die die
SERCAZ2a (iberexprimierten. Erwartet wurde, dass sich die Uberexpression der SERCA2a
positiv auf die Ca?-Kinetik nach Ml auswirkt. In den ersten 24 Stunden nach MI wurde
jedoch eine erhéhte Mortalitatsrate der transgenen Mause festgestellt. Als Ursache werden

Arrhythmien in der frihen Phase nach Infarkt vermutet.

In der vorliegenden Arbeit war jedoch weder die Expression der SERCA2a noch die der
PLN-Monomere verandert (Kapitel 3.2.3). Eine verminderte SERCAZ2a-Aktivitat wirde
erklaren, weshalb die intrazelluldren Ca*-Stréme verlangsamt sind und die
Ca*-Konzentration im Zytosol geringer ist. Die Phosphorylierung von PLN im remote
Myokard unterschied sich nicht von der des Kontroll-Myokards (3.2.4). Im Gegensatz zum

Zeitpunkt 24 Stunden nach I/R kann somit 10 Tage nach I/R eine verminderte Aktivitat der
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SERCA2a durch PLN als Ursache der reduzierten SERCA2a-Aktivitat ausgeschlossen
werden.

Eine weitere mogliche Ursache fir eine verminderte SERCAZ2a-Aktivitat stellen
posttranslationale Modifikationen der SERCA2a wie zum Beispiel eine verminderte
SUMOylierung dar. Die SUMOylierung geschieht durch das SUMO-Protein (small ubiquitin-
related modifier) [146]. Dieser Vorgang ist wichtig flir den Erhalt der Aktivitdt und der
Stabilitat der SERCAZ2a.

Kho et al. haben gezeigt, dass nach Uberexpression von SUMO1 in isolierten
Kardiomyozyten die Ca**-Kinetik und Kontraktilitat verbessert werden konnten [146]. Die
Kardiomyozyten stammten dabei sowohl aus humanen als auch aus murinen Herzen. Bei
den Mausen wurde die Herzinsuffizienz mit einem Bluthochdruckmodell ausgeldst [146,
147]. Posttranslationale Proteinmodifikationen wurden in der vorliegenden Arbeit nicht un-

tersucht. Dies ist jedoch fir nachfolgende Untersuchungen vorgesehen.

4.3.2 Keine Normalisierung der verlangsamten Ca®*-Strdme durch
B-adrenerge Stimulation

Nach einstundiger Ischamie und darauffolgender 10-tdgiger Reperfusion wurde die
verlangsamte Ca?*-Kinetik der remote Kardiomyozyten durch B-adrenerge Stimulation nicht
vollstandig wiederhergestellt. Die Ca”**-Kinetik wurde im remote Myokard nicht stérker
durch Isoproterenol beschleunigt als in Kontroll-Kardiomyozyten und es war noch ein
deutlicher Trend in Richtung eines verlangsamten zytosolischen Ca?*-Anstieg und zu einer
verlangsamten zytosolischen Ca?*-Elimination in das SR erkennbar (Kapitel 3.2.1). Dies
lasst darauf schlielien, dass hier kein regulatorisches Aktivitatsproblem vorlag, wie es
24 Stunden nach I/R der Fall war (Kapitel 4.2.2). Veranderungen auf Proteinebene kénnten

daflr verantwortlich sein. Naheres wird hierzu in Kapitel 4.3.4 diskutiert.

4.3.3 Unveranderte Sarkomerfunktion in remote Kardiomyozyten

In remote Kardiomyozyten war die Ca*-Kinetik 10 Tage nach I/R verlangsamt
(Kapitel 3.2.1). Die Sarkomerfunktion war jedoch nicht verandert (Kapitel 3.2.2). 24
Stunden nach I/R war die kontraktile Amplitude der Sarkomere in remote Kardiomyozyten
vermindert (Kapitel 3.1.2). Dies lieR sich durch die geringere Menge an zytosolischem Ca**
erklaren (Kapitel 3.1.1). Je mehr zytosolisches Ca®* vorliegt, desto starker fallt die
Kontraktion der Sarkomere aus. Allerdings war die zytosolische Ca®*-Konzentration in den
remote Kardiomyozyten 10 Tage nach I/R auch geringer. Weshalb die kontraktile
Amplitude 10 Tage nach I/R trotz verdnderter zytosolischer Ca®*-Konzentration nicht
eingeschrankt war, ist bis jetzt nicht geklart. Eine mogliche Erklarung ware eine erhdhte

Ca**-Sensitivitat der Myofilamente. Entsprechende Untersuchungen stehen noch aus. Es
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gibt aber Hinweise darauf, dass 10 Tage nach MI in den Sarkomeren adaptive
Veranderungen stattgefunden haben, um dem Funktionsverlust des Myokards

entgegenzutreten.

So wurden nach MI veranderte Proteinfunktionen an Sarkomeren beobachtet [25].
Untersuchungen des Sarkomerproteins Titin zeigten, dass die Steifigkeit des Titins 3 Tage
nach I/R erhéht war. 10 Tage nach I/R war diese erhohte Steifigkeit wieder herabgesetzt.

Eine weitere Moglichkeit kdnnte eine verbesserte Myosin-ATPase-Aktivitat darstellen, die
einer kontraktilen Dysfunktion entgegenwirkt [148]. Zur Kontraktion der Sarkomere wird
ATP bendtigt. An Myosin gebundenes ATP wird zu ADP und Phosphat gespalten. Durch
ADP wird Myosin an Aktin gebunden, wodurch es zur Kraftentwicklung kommt. Dazu ist es
ndtig, dass ATP zu ADP und Phosphat umgewandelt wird, was durch die Myosin-ATPase
erfolgt. Ob 10 Tage nach I/R die Myosin-ATPase-Aktivitat verbessert ist, musste ebenfalls

in weiteren Untersuchungen geklart werden.

4.3.4 Unveranderte Proteinexpressionen von Regulatoren des
Ca**-Kreislaufes

Zur Abklarung der Ursachen fiir die Beeintrachtigung der myozytaren Ca?-Homdostase 10
Tage nach I/R wurde die Proteinexpression der Ca®’-Regulatoren SERCA2a, PLN-
Monomer und RyR2 im remote Myokard untersucht. Western-blot-Analysen zeigten

keinerlei Hinweise auf Veranderungen (Kapitel 3.2.3).

In der Literatur finden sich nur zu spateren Zeitpunkten nach MI entsprechende
Expressionsdaten. Omura et al. haben an Ratten mittels mRNA-Analyse gezeigt, dass im
remote Myokard die Genexpression der SERCA drei Wochen nach MI vermindert war
[149]. Im weiteren Verlauf war nach zwei bzw. vier Monaten die Expression der SERCA im
insuffizienten Herzen weiter reduziert. Die Autoren vermuteten, dass es bereits in der
frihen Phase nach MI zu bisher unbekannten Veranderungen kommen muss, die diese

starke Verminderung der Genexpression auslosen.

In der vorliegenden Arbeit wurden auRerdem indirekte Ca?*-Regulatoren wie HAX-1 und
S100A1 untersucht, die mit der SERCA2a und/oder PLN interagieren. Bei den
Expressionsanalysen von HAX-1 und S100A1 wurden im remote Myokard 10 Tage nach
I/R keine Veranderungen beobachtet (Kapitel 3.2.3). Dieses Ergebnis ist wichtig, weil
vermutet wird, dass HAX-1 die Aktivitat von PLN kontrolliert [70]. Es konnte gezeigt
werden, dass HAX-1 an der Region der zwei wichtigsten Phosphorylierungsstellen Ser16
und Thr17 von PLN bindet. Zudem interagiert HAX-1 mit der SERCA2a, wobei es deren

Proteinexpression reguliert [71].
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Auch von S100A1 ist bekannt, dass es sowohl mit der SERCA2a als auch mit PLN in
Verbindung tritt [67]. Dariber hinaus sind Interaktionen mit dem RyR beobachtet worden
[150]. Im Endstadium von herzinsuffizienten Patienten wurde beispielsweise eine
verminderte S100A1-Proteinexpression festgestellt [151]. Es wird vermutet, dass die
verminderte S100A1-Expression zu einer verlangsamten Ca**-Kinetik fiihrt.

Interessanterweise wurde in einem Ischamie-/Reperfusionsmodell nach Behandlung mit
S100A1, bei der S100A1 dem remote Myokard Uber einen Adeno-assoziierten Vektor
zugefiihrt wurde, wieder eine normalisierte Ca?*-Kinetik beobachtet [152]. S100A1 konnte

dabei das Ca®*-Gleichgewicht in isolierten Kardiomyozyten wiederherstellen.

In dieser Arbeit wurden auch die Expression des kardialen Troponin | (cTnl) und die
Phosphorylierung von cTnl an Ser23/24 untersucht. In beiden Fallen zeigten sich im
remote Myokard 10 Tage nach I/R im Vergleich zum Kontroll-Myokard keine Anderungen
und somit gab es keinen Hinweis auf eine verdnderte Ca®'-Sensitivitdt der Sarkomere
(3.2.3).

Veranderungen der pTnl (Ser23/24) Phosphorylierung wurden bisher in insuffizienten
Herzen sowie nach Hypertrophie beschrieben [153]. Es wird vermutet, dass dies eine

diastolische Dysfunktion begunstigt [134].

10 Tage nach I/R konnte im remote Myokard keine Einschrankung der Sarkomerfunktion
festgestellt werden. Ob dies auch zu einem spateren Zeitpunkt, beispielsweise 28 Tage
nach I/R, so ist, konnte von Interesse sein, weil dann eine weitere Phase des Post-Infarkt-
remodeling, die sogenannte Reifephase, begonnen hat [7]. Es kommt zur Narbenbildung,
nekrotisches Gewebe wird komplett durch fibroses Gewebe ersetzt. Es wird vermutet, dass
in dieser spaten Phase nach MI durch das kardiale remodeling viele Signalkaskaden,
insbesondere die Signalweitergabe vieler Proteinkinasen und Proteinphosphatasen gestoért
werden [154]. Es kommt zur Hypertrophie und/oder Dilatation des Herzens und funktionell

haufig zu chronischer Herzinsuffizienz [12].

4.3.5 Unveranderte Aktivitat von Regulatoren des Ca**-Kreislaufes

In remote Kardiomyozyten waren die intrazelluldren Ca®*-Stréme 24 Stunden nach I/R
verlangsamt und die Menge an Ca®* war reduziert. Durch B-adrenerge Stimulation konnten
Ca?*-Stréme und Ca**-Menge wieder normalisiert werden. Dies lieR auf eine verminderte
SERCAZ2a-Aktivitat schlieRen, da PLN vermehrt dephosphoryliert vorlag (Abbildung 75).

Im remote Myokard waren 10 Tage nach I/R keine Unterschiede in der Phosphorylierung
des PLN vorhanden. Auch der RyR2 zeigte keine Unterschiede in der Phosphorylierung

(Kapitel 3.2.4). Es scheint sich 10 Tage nach I/R nicht mehr um ein regulatorisches
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Problem zu handeln, das die Ca*-Kinetik beeinflusst (Abbildung 76). Die genauen

Ursachen der verlangsamten Ca**-Strdme miissen noch geklart werden.

Ventrikulédre remote Kardiomyozyte 24 Stunden nach VR ldre remote K yozyte 10 Tage nach /R
Ca?* Ca?*
Extrazellulérmatrix Extrazellulédrmatrix
Zytosol ‘ Zytosol 8-AR ‘
PP
Ca?* Ca?*
Ca* '/ Ca?
P P
RyR2 RyR2
SERCA2a PLN SERCA2a PLN
ca? " ca? .
sn v = sn v =

Abbildung 76: Erhohte PP-Aktivitit 24 Stunden nach I/R und unverdnderte PKA-abhangige
PLN-Monomer-Phosphorylierung 10 Tage nach I/R im remote Myokard

AC = Adenylatzyklase; = B-AR = B-adrenerger Rezeptor; Ca®" = Kalziumion; Gs = Gg-Protein gekoppelter
Rezeptor; P =Phosphat; PKA = Proteinkinase A; PLN = Phospholamban; PP = Proteinphosphatase;
RyR2 = Ryanodin-Rezeptor 2; SERCA2a = sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2a;

SR = sarkoplasmatisches Retikulum.

4.4 Diabetes mellitus Typ Il

Die Mehrheit der bisher veroéffentlichten humanen Langzeitstudien zeigen, dass Typ-I- und
Typ-1I- Diabetiker ein héheres Risiko fur einen MI und durch den sich anschlieBenden
Ischamie-/Reperfusionsschaden eine geringere Uberlebenschance haben als Nicht-
Diabetiker [155].

4.4.1 Verlangsamte Ca*-Stréme in Kardiomyozyten mit diabetischer
Stoffwechsellage

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit war, welchen Einfluss Diabetes mellitus Typ Il auf
den Ca**-Haushalt und auf die Sarkomerfunktion des remote Myokards nach I/R hat. Daher
wurde zunachst der intrazelluldre Ca**-Kreislauf im Mausmodell des Diabetes Typ Il ohne
Einfluss eines I/R, gemessen. Hierzu wurden wie in Kapitel 1.7.2 beschrieben db/db-
Mauseherzen mit diabetischer Stoffwechsellage verwendet. In Kardiomyozyten mit
diabetischer Stoffwechsellage wurde eine verlangsamte Ca®*-Kinetik beobachtet. Die
Menge an Ca®", die mit jedem elektrischen Stimulus aus dem SR in das Zytosol freigesetzt
wurde, war in den Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage vermindert.
AuRerdem war die Geschwindigkeit des Ca®-Anstiegs im Zytosol und die der
zytosolischen Ca”"-Elimination in Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage
verlangsamt (3.3.1). Nach B-adrenerger Stimulation war der Ca®*-Kreislauf nicht mehr

signifikant beeintrachtigt, es zeigte sich aber noch ein deutlicher Trend. Die Sarkomerfunk-
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tion der Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage war jedoch nicht verandert. Die
Ergebnisse zur Ca**-Homdostase der db/db-Kardiomyozyten decken sich mit publizierten
Literaturdaten, Belke et al. beschrieben allerdings im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit
auch eine kontraktile Dysfunktion der db/db-Herzen [104]. Auch in anderen Diabetes-
Modellen sowohl fir Diabetes mellitus Typ | als auch fiur Diabetes mellitus Typ Il wurde
bereits gezeigt, dass der intrazelluldre Ca®*-Kreislauf beeintrachtigt ist und eine kontraktile
Dysfunktion vorliegt [103, 104, 148, 156-158]. Dies aulierte sich darin, dass die
Geschwindigkeit des zytosolischen Ca?*-Anstiegs und der zytosolischen Ca**-Elimination
verlangsamt und die zytosolische Ca**-Konzentration vermindert war. Kontraktion und die
Relaxation der Sarkomere waren dadurch eingeschrankt. An dieser Stelle ist zu erwahnen,
dass db/db-Mause in fortgeschrittenem Alter (> 14 Wochen) eine diabetische
Kardiomyopathie entwickeln [159]. Es wurden in der vorliegenden Arbeit deshalb
ausschlieBlich Tiere im Alter von 11 bis 13 Wochen verwendet, wenn sich Hyperglykamie

und Insulinresistenz bereits ausgebildet haben, aber noch keine Herzinsuffizienz besteht.

Um die Ursachen fir die Beeintrachtigung der kontraktilen Apparatur diabetischer Herzen
zu verstehen, wurden mehrere Studien mit verschiedenen Diabetes-mellitus-Modellen
durchgefiihrt. Bai et al. haben anhand eines durch Streptozotocin Injektionen induzierten
Diabetes mellitus und anschliel3ender fett- und zuckerreicher Ernahrung gezeigt, dass die
Herzen der behandelten Mause eine erhdhte Proteinkinase-C-alpha- und PLN-Expression
hatten und die SERCA- und RyR-Expression vermindert war [158]. Die Autoren
vermuteten, dass diese veranderten Proteinexpressionen wichtiger Ca?*-Regulatoren zur
Veranderung der intrazelluldren Ca®*-Stréme und schlieRlich zur kardialen Dysfunktion
fuhrten. Histologische Untersuchungen der Herzen zeigten zudem geschwollene

Mitochondrien und gebrochene Myofibrillen.

An db/db-Mausen untersuchten Belke et al. die Expressionen der wichtigsten
Ca?*-Regulatoren auf Proteinebene [104]. Dabei stellten sie fest, dass die Expression von
PLN signifikant erhdht war und die Expression der SERCAZ2a und die des RyR einen Trend
zu verminderter Proteinexpression aufwies. Das Verhaltnis der SERCA2a-/PLN-Expression
war in db/db-Herzen im Vergleich mit den Kontrollherzen um das 3-Fache erniedrigt. Das
vermehrte Vorliegen von PLN, welches die SERCA2a im unphosphorylierten Zustand
inhibiert, wirde zur verminderten SERCA2a-Aktivitat fihren, dadurch eine verminderte
Aufnahme von Ca?* in das SR und schlieRlich die verlangsamte Ca?*-Kinetik der db/db-
Mause erklaren.

Des Weiteren wurde eine verminderte FKBP-12.6-Expression in den db/db-Mausen
festgestellt. Die Koordination der Offnung und SchlieRung des RyR2 wird durch FKBP 12.6



Diskussion 114

beeinflusst. Eine geringere Expression von FKBP 12.6 stellt eine mdgliche Erklarung fur

ein erhdhtes Ca®* leak des SR dar.

Clark et al. haben gezeigt, dass in in vitro kultivierten Kardiomyozyten, die mit einer
erhdhten Glukosekonzentration behandelt worden waren, die Kontraktion eingeschrankt
war und zugleich der zelluldre Ca**-Kreislauf verlangsamt war [156]. Auch hier wurde eine
verminderte SERCAZ2a-Expression gemessen. Als weiterer Grund flr die verlangsamte
Ca?*-Wiederaufnahme in das SR wird eine erhéhte O-GlcNAcylierung diskutiert, durch die
die Aktivitat der SERCA2a reduziert wird. Vermehrte O-GIcNAcylierung von Proteinen ist
bei Diabetes mellitus Folge eines erhohten Austausches von Glukose im Hexosamin-
Stoffwechselweg [160]. Die intrazellulare Glukose wird zu Glukose-6-Phosphat und dann
zu Fruktose-6-Phosphat umgewandelt. Die Glutamin-Fruktose-6-Phosphat-Amino-
transferase wiederum katalysiert die Umwandlung von Letzterem zu Glukosamin-6-
Phosphat. Uber mehrere Zwischenschritte kommt es zur N-Acetylierung des Glukosamins.
N-Acetylglucosamin wiederum kann mit Serin-/Threoninresten von Proteinen interagieren,
wodurch es zur O-GIcNAcylierung dieser Proteine kommt. Dieser Vorgang kann zu

Instabilitdt und Funktionsdnderung von Proteinen fihren.

4.4.2 Normale Sarkomerfunktion in Kardiomyozyten mit diabetischer
Stoffwechsellage

Bei den Versuchen zu vorliegender Arbeit war die Sarkomerfunktion der db/db-Mause im
Alter von 11 bis 13 Wochen nicht signifikant verandert. Die kontraktile Amplitude sowie die
Kontraktions- und Relaxationsgeschwindigkeit der Kardiomyozyten mit diabetischer Stoff-
wechsellage waren im Vergleich zu den Kardiomyozyten ohne diabetische Stoffwechsel-
lage unverandert (3.3.2). Im Gegensatz dazu beschrieben Belke et al. anhand
linksventrikularer Druckmessungen eine verlangsamte Kontraktion und Relaxation der
db/db-Herzen im Vergleich zu den db/+-Herzen [104]. Belke et al. fihrten zudem ihre
kontraktilen Messungen an ex vivo perfundierten Herzen und nicht an isolierten
Kardiomyozyten durch, was eine isolierte Beurteilung der Sarkomerfunktion unmdglich
macht, weil weitere Einflussfaktoren wie z.B. eine veranderte extrazellulare Matrix, zu

bericksichtigen sind.

Eine weitere mdgliche Erklarung fir die Ergebnisse dieser Arbeit sind die metabolischen
Veranderungen bei der Energiegewinnung diabetischer Herzen. So zeigten db/db-Mause
unter Belastung durch eine operativ durchgefiihrte Aortenkonstriktion eine erhdhte
Kapazitat der Mitochondrien zur (B-Oxidation freier Fettsauren [161]. Zugleich war der

Energiestatus der db/db-Herzen besser als in nicht-diabetischen Herzen, weil der
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myokardiale Quotient aus phospho-Kreatin und ATP hoéher war und die Herzen eine

schnellere Kontraktion und Relaxation als db/+-Herzen hatten.

4.5 I/R in Kombination mit Diabetes mellitus Typ |l

Aufgrund der in Kapitel 3.3 beschriebenen und in Kapitel 4.4 diskutierten Ergebnisse wurde
die Ca®*-Kinetik und die Sarkomerfunktion auch in remote Kardiomyozyten mit diabetischer
Stoffwechsellage nach [I/R untersucht, um mdgliche additive Effekte auf die

Ca?*-Homdoostase der Kardiomyozyten zu beurteilen.

4.5.1 Verlangsamte intrazelluldre Ca®*-Stréme in remote Kardiomyo-
zyten mit diabetischer Stoffwechsellage 24 Stunden nach I/R

Untersucht wurden db/db-Mause und deren db/+-Geschwistertiere, bei denen im
Ischamiemodell bei geschlossenem Thorax eine einstiundige Ischamie und 24-stundige
Reperfusion induziert worden war. Die Ca*-Kinetik war in remote Kardiomyozyten mit
diabetischer Stoffwechsellage aus db/db-Mausen gegenuber den remote Kardiomyozyten
ohne diabetische Stoffwechsellage aus db/+-Mausen verlangsamt und die zytosolische
Ca*-Konzentration war reduziert. Dass Diabetiker nach Ml haufiger sterben als Patienten
ohne Diabetes Vorerkrankung, kdnnte deshalb daran liegen, dass die bereits verlangsamte
Ca?-Kinetik in Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage nach Ml noch starker

verringert wird [101].

Aulerdem bleibt die Frage offen, was die Ursachen fir die starkere Beeintrachtigung der
Ca?*-Homoostase von db/db-Herzen durch I/R sind. Ursache kdnnten, wie auch schon an
den wt-Tieren 24 Stunden nach I/R beobachtet (3.1.4), eine verminderte PLN-
Phosphorylierung an  Ser16 sein, oder Expressionsunterschiede  wichtiger
Ca?*-Regulatoren. Zudem kénnten posttranslationale Modifikationen, wie beispielsweise
Carbonylierungen, S-Glutathionylierungen sowie Oxidationen und Sumoylierungen in

db/db-Herzen nach I/R vorliegen, die diese Veranderungen herbeifihren [162, 163].

Nach B-adrenerger Stimulation war die Ca®-Kinetik in remote Kardiomyozyten mit
diabetischer Stoffwechsellage im Vergleich zu solchen ohne diabetische Stoffwechsellage
verlangsamt. Dies steht im Gegensatz zur friihen Phase 24 Stunden nach I/R (Kapitel 3.1),
in der die verlangsamte Ca*-Kinetik durch B-adrenerge Stimulation wieder normalisiert
werden konnte. In den remote Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage mussen
also andere Bedingungen vorliegen. Eine mogliche Ursache fir das verminderte
Ansprechen auf Isoproterenol kénnte eine verminderte 3-adrenerge Rezeptordichte sein.
Bekannt ist, dass bei Diabetes-Patienten ein erhdhter Sympathikotonus vorliegt [164].

Publiziert wurde, dass Leptin den Sympathikotonus aktiviert und das kardiovaskulare
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System beeinflusst. Ein chronisch erhéhter Sympathikus kdnnte somit zu einer
Desensitivierung der (-adrenergen Rezeptoren flihren. Dies ware ein Ansatzpunkt fur

weitere Untersuchungen.

4.5.2 Beeintrachtigte Sarkomerfunktion in remote Kardiomyozyten mit
diabetischer Stoffwechsellage 24 Stunden nach I/R

Im Gegensatz zur unveranderten Sarkomerfunktion in Kardiomyozyten mit diabetischer
Stoffwechsellage war die Sarkomerfunktion in remote Kardiomyozyten mit diabetischer
Stoffwechsellage nach I/R verandert. Die kontraktile Amplitude war 24 Stunden nach I/R
vermindert und die Relaxationsgeschwindigkeit war in remote Kardiomyozyten mit
diabetischer Stoffwechsellage im Vergleich zu remote Kardiomyozyten ohne diabetische
Stoffwechsellage verlangsamt. Diese Ergebnisse zeigen, dass in diabetischen db/db-
Mausen I/R die mechanischen Eigenschaften des remote Myokards starker beeintrachtigt
als in nicht-diabetischen db/+-Mausen. Das remote Myokard muss nach I/R den Funktions-
verlust des ischamischen Gebietes kompensieren. Liegt eine diabetische Stoffwechsellage
vor wie in db/db-Mausen kann dies eine kontraktile Dysfunktion zusatzlich verstarken. Die
genauen Mechanismen, die diese additiven Effekte von Diabetes mellitus verursachen,
sind noch unklar. Die Befunde in db/db-Tieren stimmen mit humanen Studien Uberein,
denn Diabetes-Patienten haben nach MI eine schlechtere Herzfunktion und eine héhere
Sterblichkeit als Nicht-Diabetiker [101]. Die Mortalitat liegt bei Diabetes Patienten nach
einem MI Uber 50 % [165]. Gemal der in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse konnten

Veranderungen im nicht-ischamischen remote Myokard dabei eine wichtige Rolle spielen.

4.6 Ausblick

Anhand der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse, dass 24 Stunden nach I/R die
Ca?*-Kinetik im remote Myokard verlangsamt war, PLN stirker dephosphoryliert vorlag und
somit weniger Ca®* mit jedem Herzschlag zwischen Zytosol und SR zirkulierte, kann
dariber nachgedacht werden, wie therapeutische Eingriffe aussehen kénnten und welche
Mdoglichkeiten zur Therapie des remote Myokards im Hinblick auf die interzellularen
Ca**-Strédme bestehen. Da in dieser Arbeit bereits nach 1 Stunde Ischamie und 24 Stunden
Reperfusion im remote Myokard eine verminderte SERCA2a-Aktivitat festgestellt wurde,
die auch zu einer beeintrachtigten Sarkomerfunktion fuhrte, zeigt dies die Notwendigkeit,
moglichst frihzeitig die Einschrankung der SERCA2a-Aktivitat zu verhindern.

In der Literatur findet sich mit der Gabe von Neuregulin (NRG-1) ein attraktiver Wirkstoff,
der vielversprechende Ergebnisse im Hinblick auf die beschriebene Veranderung
24 Stunden nach I/R bietet [166]. NRG-1 ist ein Wachstumsfaktor des Herzens, der die

postnatale und adulte Entwicklung des Herzens beeinflusst [167-170]. In einer klinischen
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Studie Phase 2 wurde gezeigt, dass die Gabe von humanem rekombinantem NRG-1
(rhNRG-1) nach MI die Herzfunktion verbesserte [171]. Nachdem rhNRG-1 10 Tage lang
taglich intravends verabreicht wurde, sah man nach drei Monaten eine Verbesserung der
Herzfunktion bei herzinsuffizienten Patienten, die eine New York Heart Association
Classification (NYHA) IlI-lll aufwiesen. Der genaue Mechanismus, wie NRG-1 die Funktion
im Herzen verbessert, muss jedoch noch detaillierter untersucht werden.

NRG-1 beeinflusst auch den Ca®*-Kreislauf. Brero et al. konnten an isolierten Kardio-
myozyten zeigen, dass nach Behandlung mit NRG-1 die Amplitude der Ca**-Transienten
ansteigt [172]. AuBerdem wurde nach Stimulation mit NRG-1 eine erhdhte PLN-
Phosphorylierung beobachtet. Der von ihnen vorgeschlagene Wirkmechanismus beinhaltet
eine Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs durch NRG-1, wodurch die endotheliale Stick-
stoffmonoxid-Synthase (eNOS) phosphoryliert und deshalb vermehrt Stickstoffmonoxid
(NO) gebildet wird. Der Anstieg von NO wiederum stimuliert die Proteinkinase G (PKG), die
schliel3lich PLN phosphoryliert. Es bestehen jedoch Zweifel an diesem vorgeschlagenen
Mechanismus, da PLN kein typisches Phosphorylierungsziel der PKG im ventrikularen
Myokard ist. Es konnte gezeigt werden, dass die PKG wie auch die PKA PLN an seiner
Phosphorylierungsstelle Ser16 ex vivo phosphoryliert [173]. Ob dies jedoch auch in vivo in
ventrikularen Kardiomyozyten stattfindet, ist unklar.

Auch wenn die Mechanismen der NRG-1 Wirkung noch nicht vollstandig verstanden sind,
so sind die Effekte doch eindeutig. So berichteten Xu et al. ebenfalls tber eine in vivo nach
Ml verbesserte Ca*-Kinetik durch vermehrte Phosphorylierung von PLN [166]. Vier
Wochen nach LAD Ligatur wurden Ratten eine Woche lang taglich mit rhNRG-1 behandelt.
Danach wurden die ventrikularen Kardiomyozyten isoliert. Nach der NRG-1 Behandlung
waren SERCA2a- und PLN-Expression signifikant erhdht. Im Gegensatz dazu war die PP1
signifikant geringer exprimiert. Aulerdem wurde eine erhéhte SERCA2a-Aktivitat und eine
erhdhte kardiale Kontraktilitat festgestellt. Die Autoren vermuten, dass NRG-1 die
PP1-Expression mit der Konsequenz verringerte, dass PLN weniger dephosphoryliert, die
SERCA2a-Aktivitat dadurch erhéht, die Ca®*-Kinetik beschleunigt und die Kontraktilitat
verbessert wurden [166]. Auf welche Weise NRG-1 die PP1 beeinflusst, konnte bisher
noch nicht geklart werden, insbesondere nicht, tber welche Zwischenschritte die Reaktion
ablauft.

NRG-1 koénnte gerade bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il einen interessanten
Therapieansatz darstellen, denn in-vitro-Versuche zeigten, dass NRG-1 den Glukose-
Metabolismus des Herzens beeinflusst. In Kardiomyozyten stimuliert NRG-1 die Aufnahme
von Glukose sowie die Expression und die Translokation des Glukosetransporters
(Glut-4 Transporter) [174, 175]. Die Glukoseaufnahme wird Uber den Phosphoinositid-3-

Kinase-Signalweg eingeleitet.
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Ein weiterer Ansatz zur Weiterflhrung dieses Projektes konnte darin bestehen, einen
PKC-Inhibitor wie beispielsweise Ruboxistaurin 24 Stunden nach I/R zu testen. In der
vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass 24 Stunden nach I/R eine verlangsamte
Ca?*-Kinetik vorlag, die vermutlich durch eine verminderte PLN-Phosphorylierung an Ser16
zustande kam. Da kuirzlich gezeigt wurde, dass im remote Myokard die Aktivitat der
Proteinkinase C (PKC) erhdéht ist, ware es denkbar, dass die PKC Uber eine
Phosphorylierung des Inhibitor 1 fir die erhéhte Phosphatase-Aktivitat und die reduzierte
PLN-Phosphorylierung verantwortlich ist [25]. Klinisch ist ferner bekannt, dass eine erhéhte
PKC-Aktivitat eine Hypertrophie und dilatative Kardiomyopathie beguinstigt [176]. Daher
hatte man hier versucht, zu intervenieren und hatte Ruboxistaurin als PKC-Inhibitor getes-
tet [135]. Die Hemmung der PKC-Aktivitat durch die Behandlung mit Ruboxistaurin nach
I/R zeigte im Schwein eine verbesserte Kontraktilitdt des Herzens und eine reduzierte In-
farktgroRe [177]. Interessant ware, um an die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit anzu-
knlpfen, zu schauen, ob die remote Kardiomyozyten 24 Stunden nach I/R durch Behand-
lung mit Ruboxistaurin eine verbesserte Ca**-Kinetik aufweisen und ob eventuell die ver-

minderte PLN-Phosphorylierung dadurch behoben werden konnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bieten eine gute Grundlage, auf der sich
weitergehende Untersuchungen aufbauen lassen zum besseren Verstandnis der
molekularen Ursachen (mal)adaptiver Pathomechanismen in den Herzmuskelzellen nach
I/IR, die fir das schlechte outcome, vor allem von Patienten mit Diabetes mellitus,
bedeutsam sein konnen. Insbesondere der Nachweis, dass im remote Myokard 24
Stunden nach I/R der Ca®*-Kreislauf verlangsamt ist und PLN an Ser16 verstarkt
dephosphoryliert vorliegt, bietet einen Ansatzpunkt flr neuartige klinische Interventionen
nach MI.
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5 Zusammenfassung

Nach Ischamie und Reperfusion (I/R) ist die Herzfunktion nicht nur im ischamischen
Gewebe, sondern auch im nicht-ischamischen remote Myokard eingeschrankt. In der
vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, ob dabei Veranderungen in der
Ca?-Homoostase auftreten, ob diese eine kausale Rolle fiir die kontraktile Dysfunktion der
Herzmuskelzellen spielen, ob sich der myozytire Ca?-Haushalt in verschiedenen Phasen
des Heilungsprozesses nach I/R unterscheidet und ob er durch Diabetes mellitus Typ Il

zuséatzlich beeinflusst wird.

Messungen der Ca®-Kinetikk und der Sarkomerfunktion im remote Myokard von
Mauseherzen ergaben, dass 24 Stunden nach einer einstiindigen Koronarligatur die
myozytdren Ca®*-Transienten kleiner, die Ca*-Kinetik verlangsamt und die Sarkomer-
funktion beeintrachtigt ist. Als Ursache daflir konnte mittels funktioneller und biochemischer
Untersuchungen an isolierten Primarzellen und an Herzgewebe eine verringerte PKA-
abhangige Phosphorylierung von Phospholamban (PLN) identifiziert werden. Diese war am
ehesten auf eine erhéhte Phosphatase-Aktivitat im remote Myokard zurlickzufihren.
Stimulation mit dem B-adrenergen Agonisten Isoproterenol flhrte zu einer vollstandigen
Normalisierung der Ca*-Homdostase der Herzmuskelzellen des remote Myokards und zu

einer deutlich verbesserten Kontraktion und Relaxation ihrer Sarkomere.

10 Tage nach I/R war die Ca®*-Kinetik des remote Myokards ebenfalls verlangsamt und die
kontraktile Amplitude der Sarkomere reduziert. Diesen Stérungen lagen nun aber andere
Pathomechanismen als in der Akutphase 24 Stunden nach I/R zugrunde, denn nun waren
der Phosphorylierungszustand und auch die Expression aller wichtigen

Ca?*-regulatorischen Proteine normal.

Kardiomyozyten mit diabetischer Stoffwechsellage wurden aus Leptin-Rezeptor-defizienten
Mausen isoliert und zeigten eine normale Sarkomerfunktion trotz verlangsamter
Ca?-Kinetik. I/R induzierte hier jedoch einen starkeren Einbruch der Sarkomerfunktion als
in nicht-diabetischen Zellen und auch die myozytire Ca®*-Homdostase war deutlicher

beeintrachtigt.

Die erhobenen Daten zeigen erstmals, dass der Ca**-Haushalt in Herzmuskelzellen des
nicht-ischamischen Myokards nach I/R gestort ist und dass dies zur Dysfunktion der
Sarkomere beitragt. Wahrend in der Frihphase nach I/R ein regulatorischer Defekt des
PLN vorliegt, scheinen sich im weiteren Verlauf konstitutive Schaden an den
Ca?*-regulierenden Proteinen zu entwickeln. Die additiven Effekte von I/R und Diabetes
mellitus Typ Il auf die myozytare Ca?*-Homdostase kénnten fiir das schlechte outcome von

Patienten mit Diabetes mellitus nach Myokardinfarkt bedeutsam sein.
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6 Summary

Following ischemia and reperfusion (I/R), heart function is impaired not only in the ischemic
regions but also in the non-ischemic remote myocardium. The present work sought to clari-
fy if (i) changes in myocyte Ca?* cycling occur in the remote myocardium, (ii) if they play a
causal role for contractile dysfunction, (iii) if Ca?** homeostasis of remote cardiomyocytes
undergoes specific changes during the different healing phases after I/R, and (iv) if type 2

diabetes mellitus causes additional damage to myocyte Ca** handling.

Measurements of Ca®" kinetics and sarcomere function in the remote myocardium of
mouse hearts demonstrated a reduced peak height of Ca®* transients, slower Ca®" kinetics
and impaired sarcomere function after one hour of ischemia and 24 hours of reperfusion.
The underlying causes involved a reduced phosphorylation state of the Ca®* regulator
phospholamban (PLN) at its PKA-dependent phosphorylation site, as identified by func-
tional and biochemical analyses using isolated primary cells and heart tissue. Reduced
PLN phosphorylation was best explained by the observed increase of phosphatase activity
in the remote myocardium. Stimulation with the B-adrenergic agonist isoproterenol normal-
ized myocyte Ca®* cycling in the remote myocardium and clearly enhanced sarcomere con-

traction and relaxation.

10 days after I/R, Ca** kinetics within the remote myocardium as well as the contractile am-
plitude of sarcomeres were also reduced. However, these defects were due to different
pathomechanisms compared to the acute phase 24 hours after I/R, because they were not
normalized by isoproterenol and the phosphorylation state of PLN. Expression levels of all

important Ca® regulatory proteins were also normal.

Cardiomyocytes with a diabetic metabolic state were isolated from leptin-deficient mice and
showed normal sarcomere function despite of reduced Ca** kinetics. However, I/R impaired
sarcomere function far more than in non-diabetic cells and also myocyte Ca®* cycling was

more depressed.

These data show for the first time that Ca®* cycling of cardiomyocytes from the non-
ischemic myocardium is disturbed after I/R and contributes to sarcomere dysfunction.
While these changes are caused by a regulatory defect of PLN early after I/R, constitutive
alterations of Ca®" regulation seem to develop during later phases of post-I/R remodeling.
The additive effects of I/R and type 2 diabetes mellitus on myocyte Ca®* homeostasis pro-
vide a possible explanation for the worse clinical outcome of patients with diabetes mellitus

that suffer a myocardial infarction.
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Tabellen

Tabelle 1: Verwendete Puffer in der Histologie (WGA Farbung)

Zitratpuffer 100 mM Natriumcitrat (CGH5O73')
100 mM Zitronensaure (CgHgO7 x H,O)
ad 500 ml dH,OpH 6

Tabelle 2: Puffer und Lésungen, die bei der Messung an isolierten Kardiomyozyten
(Isolation von Kardiomyozyten) verwendet wurden

phosphatge- 137 mM  Natriumchlorid (NaCl)
pufferte Salz- 2,7 mM  Kaliumchlorid (KCI)
I6sung (PBS) 1,5mM Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
8,3 mM di-Natriumhydrogenphosphat
(NazHPO4)
pH 7,4

Puffer | 126 mM  Natriumchlorid (NaCl)
4,4 mM Kaliumchlorid (KCI)
1,0 mM Magnesiumchlorid (MgCl,)
ad 500 ml DdH,O (Millipore Wasser)
pH 7,3-7,35, sterile Filtration, Filter mit 0,22 um
PorengroRe (Filtropur S 0.2, Sarstedt
Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht, Deutschland)

Puffer Il 4 mM Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

10 MM  (N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N""-
[2-ethane sulfonic acid] (HEPES)

30 mM 2,3 Butanedione monoxime (BDM)

11 mM  Glucose

50 ml  Puffer |

1000 ml  DdH,O (Millipore Wasser)
pH 7,3-7,35, sterile Filtration, Filter mit 0,22 um
PorengrofRe (Filtropur S 0.2, Sarstedt
Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht, Deutschland)

Puffer Il 4 mM Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
10 mM  (N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N""-
[2-ethane sulfonic acid] (HEPES)
11 mM  Glucose
50 ml  Puffer |
ad 1000 ml DdH,0O (Millipore Wasser)

Ladepuffer 137 mM  Natriumchlorid (NaCl)
5,4 mM Kaliumchlorid (KCI)
0,5mM Magnesiumchlorid (MgCls)
10 mM  (N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N""-
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Perfusions-
puffer

Kollagenase-
I6sung

Waschpuffer |

Waschpuffer Il

Waschpuffer
i

[2-ethane sulfonic acid] (HEPES)

5,5 mM Glucose

ad 1000ml DdH,O (Millipore Wasser)

pH 7,3-7,35, sterile Filtration, Filter mit 0,22 um

Porengroiie (Filtropur S 0.2, Sarsted

Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht, Deutschland)
1 M Kalziumchlorid (CaCl,) Lésung (frisch dazugegeben 5,0 pl

auf 10 ml)

137 mM  Natriumchlorid (NaCl)

5,4 mM  Kaliumchlorid (KCI)

1,2 mM  Kalziumchlorid (CaCl,)

0,5mM Magnesiumchlorid (MgCl,)

10 MM  (N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N""-
[2-ethane sulfonic acid] (HEPES)
5,5 mM Glucose
500 uM Probenecid

ad 1000ml DdH,O (Millipore Wasser)

pH 7,3-7,4, sterile Filtration, Filter mit 0,22 um
Porengroiie (Filtropur S 0.2, Sarsted
Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht, Deutschland)

0,4 mg/ml Collagenase Typ | (300 U/mg)
20 ml  Puffer Il
0,1 M Kalziumchlorid (CaCl,) Lésung (frisch dazu
gegeben 5,0 ul auf 20 ml).
Die Kollagenasel6sung wurde immer frisch angesetzt.

0,4 g (20 mg/ml) Albumin Bovine Serum Fraction V
20 ml Puffer Il
1 M Kalziumchlorid (CaCl,) Lésung (frisch dazugegeben 2,0 ul)

0,2 g (20 mg/ml) Albumin Bovine Serum Fraction V
10 ml Puffer Il

1 M Kalziumchlorid (CaCl,) (frisch

dazugegeben 2,0 pl)

0,2 g (20 mg/ml) Albumin Bovine Serum Fraction V
5 ml Puffer Il

5 ml Puffer llI

1 M Kalziumchlorid (CaCl,) (frisch

dazugegeben 2,0 pl)
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Tabelle 3: Verwendete Puffer bei der Messung des Ca** leaks
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Perfusions-
puffer |

Perfusion-
puffer Il

(Kalzium und
Natrium frei-
er Puffer)

140 mM
4 mM
2 mM
1 mM
5mM

10 mM
ad 1000ml

Natriumchlorid (NaCl)

Kaliumchlorid (KCI)

Kalziumchlorid (CaCl,)

Magnesiumchlorid (MgCl,)
(N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N""-
[2-ethane sulfonic acid] (HEPES)
Glucose

DdH,O (Millipore Wasser)

pH 7,4, sterile Filtration, Filter mit 0,22 pm

PorengrélRe (Filtropur S 0.2, Sarsted

140 mM
4 mM
1 mM
5 mM

10 mM
10 mM

Aktiengesellschaft & Co., Nimbrecht,
Deutschland)

Lithiumchlorid (LiCl)

Kaliumchlorid (KCI)

Magnesiumchlorid (MgCl.)
(N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N""-
[2-ethane sulfonic acid] (HEPES)
Glucose

Ethylene Glycol-bis(B-Aminoethylether)-
N,N,N"",N -Tetra-Acetic Acid (EGTA)

ad 1000ml DdH,O (Millipore Wasser)

pH 7,4, sterile Filtration, Filter mit 0,22 pm

PorengrofRe (Filtropur S 0.2, Sarsted

Aktiengesellschaft & Co., Niimbrecht, Deutschland)
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Tabelle 4: Verwendete Puffer in der Proteinanalyse (Herstellung der Herzlysate)

10 mM
0,5 mM

Praparationspuffer

0,5 %
0,1 %
0,1 %

Lammlipuffer 1,5 mg
0,6 g
3 ml

3,9 ml

ad 10 ml

Trishydromethylaminomethan (Tris), pH 8,0
Ethylene Glycol-bis(B-Aminoethylether)-
N,N,N"*,N"-Tetra-Acetic Acid (EGTA)

Triton X-100

Desoxycholsaure

Natriumdodecylsulfat (SDS) 140mM
Natriumchlorid (NaCl)

Bromphenolblau

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Glycerol

Trishydromethylaminomethan (Tris) (50 mM),
pH 6,8

dH,O (Millipore Wasser)

Tabelle 5: Verwendete Puffer bei der Proteinanalyse (Herstellung von Membranpré-

parationen)

300 mM

1 mM
20 mM
10 mM

Praparationspuffer

50 mM

Saccharose

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Pipes

Etylendiamin-tetraessigsaure Dinatriumsalz
Dihydrat (EDTA)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)

ad 200 ml DdH,O (Millipore Wasser)

400 mM
5mM

Aufbewahrungspuffer

5mM
10 mM

50 mM

pH 7,4

Saccharose

N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N""-
[2-ethane sulfonic acid] (HEPES)
Trishydromethylaminomethan (Tris)
Etylendiamin-tetraessigsaure Dinatriumsalz
Dihydrat (EDTA)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)

ad 200 ml DdH,O (Millipore Wasser pH 7,2)



Tabellen 125

Tabelle 6: Verwendete Puffer und Gele bei der Proteinanalyse (Gelelektrophorese)

10 x Laufpuffer

1 x Lysepuffer

Trenngel (15 %)

Trenngel Puffer

Sammelgel

Sammelgel Puffer

250 mM
1,9 mM
1%

1%
1T mM
10 mM

2,13 ml
1,97 ml
3,79 ml

3,9 ul
51,1 ul

1,5M
0,4 %

2,06 ml
825 ul
412,5 pl
3,3 ul
33 ul

0,5M
0,4 %

Trishydromethylaminomethan (Tris)
Glycin
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Trishydromethylaminomethan (Tris), pH 7,4

DdH,O (Millipore Wasser)

Trenngel Puffer

Acrylamid / Bis-acrylamid (30 %)
N,N,N",N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED)
Ammoniumpersulfat (APS) (100mg/ml)

Trishydromethylaminomethan (Tris)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
pH 8,8

DdH,O (Millipore Wasser)

Sammelgel Puffer

Acrylamid / Bis-acrylamid
N,N,N*,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED)
Ammoniumpersulfat (APS)

Trishydromethylaminomethan (Tris)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
pH 6,8

Tabelle 7: Verwendete Puffer und L6sungen bei der Proteinanalyse (Western blot)

Blockmilch

10 x TBS

1 x TBST

Western blot Puffer 10x

Milchpulver in TBST Puffer (0,5 %; 5 %)

100 mM Trishydromethylaminomethan Hydrochlorid

(Tris / HCI)

1,5 mM Natriumchlorid (NaCl), pH 7,4

1xTBS

0,1 % Tween® 20 ad 1000 ml dH,O

15,15 g Trishydromethylaminomethan (Tris)

56,25 g Glycin
500 ml Methanol (10 %) ad 500 ml DdH,0O

(Millipore Wasser)
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Tabelle 8: Verwendete Primédrantikérper bei der Proteinanalyse
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GAPDH

RyR2 (pSer2808)
SERCAZ2a

RyR2

HAX-1

S100A1

PLN

phospho-PLN (S16) AP
phospho PLN (T17)
RyR2 (pSer2814)

cardiac Tnl

pTnl (S23/24)

PKA cat.

Cell Signaling Technology®, Danvers,
USA, (3134)

Badrilla, Leeds, UK, (A01030)
Badrilla, Leeds, UK, clone Y/1F4

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA, clone 34c

BD Transduction Laboratories™, USA,
clone 52/HAX-1

Acris Antibodies GmbH, Herford,
Deutschland, SP5355P

Badrilla, Leeds, UK, clone A1
Badrilla, Leeds, UK, S16
Badrilla, Leeds, UK, T17
Badrilla, Leeds, UK, A010-31

Cell Signaling Technology®, Danvers,
USA, (4002)

Cell Signaling Technology®, Danvers,
USA, (4782)

Cell Signaling Technology®, Danvers,
USA, (4782)

1:5000

1:5000

1:5000

1:5000

1:5000

1:5000

1:5000

1:5000

1:5000

1:5000

1:2000

1:2000

1:1000



Tabelle 9:

Sekundarantikorper

anti-Maus IgG (Ziege)

Verwendete Sekundérantikorper in der Proteinanalyse
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Hersteller

Rockland Immunochemicals Inc., Limerick, PA, USA (610-
1302)

anti-Kaninchen IgG
(Ziege)

Rockland Immunochemicals Inc., Limerick, PA, USA (611-
1302)

Tabelle 10: Verwendeter Puffer bei Proteinanalysen (PKA Aktivitidtsbestimmung

ELISA

Puffer Zusammensetzung

Lysepuffer 20 mM
50 mM
50 mM
1 mM
5 mM

2 mM

1%

1 mM

1 mM

1 mM
10 pg/ml
10 pg/ml

3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS)
B-Glycerolphosphat

Natriumfluorid (NaF)

Natriumorthovanadat (Na;VO,)

Ethylene Glycol-bis(3-Aminoethylether)-N,N,N"*,N"-
Tetra-Acetic Acid (EGTA)
Etylendiamin-tetraessigsaure Dinatriumsalz Dihydrat
(EDTA)

4-Nonylphenyl-polyethylene glycol (NP-40)
Dithiothreitol (DTT)

Benzamidin

Phenylmethansulphonylfluorid (PMSF)

Leupeptin

Aprotinin
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