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Zusammenfassung

Kardiochirurgische Operationen mit extrakorporaler Zirkulation (EKZ) verursachen
Ischdmie- und Reperfusionsschidden (I/R-Schédden). Superoxid gilt als Hauptursache fiir
die Entstehung solcher I/R-Schdden und wird enzymatisch durch Superoxiddismutasen
abgebaut. Die extrazellulire Isoform der Superoxiddismutase (SOD3) ist im
kardiovaskuldren System vorherrschend. Epidemiologische und experimentelle Studien
zeigen eine Assoziation von Mutationen der SOD3 mit einem erhohten Risiko fiir
ischdmische Herzerkrankungen. Der Kalziumsensitizer Levosimendan wird in der
Therapie der Herzinsuffizienz und des infarktbedingten kardiogenen Schocks
eingesetzt. Klinische Studien konnten bisher jedoch keinen sicheren Nachweis der
Wirksamkeit erbringen. Um zu untersuchen, ob die SOD3 einen protektiven Einfluss
auf herzchirurgische Eingriffe hat, wurden Ratten in einem Modell mit EKZ und tiefem
hypothermen  Kreislaufstillstand  untersucht. ~ Ratten, die  durch  einen
Aminosdureaustausch (SOD3-E124D; n = 9) eine geringe SOD3-Aktivitit aufwiesen
wurden mit SOD3-kompetenten Kontrollen (n = 8) verglichen. Durch Western Blots
wurde die Aktivierung kardioprotektiver molekularbiologischer Kaskaden (p44-42
MAPK, STAT3, AKT), die Spaltung von PARP-1 sowie der Proteingehalt der
verschiedenen SOD Isoformen (SOD1-3) untersucht. In zusdtzlichen Versuchen wurde
gesunden Ratten praventiv Levosimendan (12 pg/kg KG; n = 4; Vergleichsgruppe:
Vehikellosung, n = 5) verabreicht. AnschlieBend wurden Western Blots durchgefiihrt
(PARP-1, p38 MAPK, AKT, STAT3). Die Herzfrequenz bei SOD3-E124D-Tieren war
zur Euthanasie im Durchschnitt 46 /min geringer sowie der mittlere Blutdruck um
8 mmHg gegeniiber der Kontrolle erniedrigt (nicht signifikant). Verminderte SOD3-
Aktivitit fithrte sowohl in vivo als auch in vitro zu einer signifikant erniedrigten
Aktivierung protektiver Zellsignalwege und einer signifikanten Steigerung der I/R-
assoziierten Apoptose. Die praventive Behandlung mit Levosimedan fiihrte zeitweise zu
einer Verbesserung der Himodynamik. Gleichzeitig konnten therapeutische Puffer und
Katecholamine eingespart werden. Die Spaltung des Apoptosemarkers PARP-1 war
durch Levosimendan verringert. Verglichen mit Vehikelkontrollen wurde die p38
MAPK verstdrkt aktiviert. Zusammenfassend lédsst sich sowohl durch SOD3 als auch
durch Levosimendan ein protektiver Einfluss auf I/R-Schéden bei EKZ feststellen. Die
Entwicklung von SOD3- und Levosimendan-basierten Interventionsstrategien konnte

neue Therapieoptionen fiir Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen ermdglichen.



Abstract

Cardiac surgery with the need of extracorporeal circulation (ECC) causes ischemia und
reperfusion injury (IRI). Superoxide, which is detoxified by superoxide dismutases, is
known as a main cause of IRI. The extracellular superoxide dismutase (SOD3) is the
most common isoform in the cardiovascular system. Current studies suggest that there
might be an association between mutations of SOD3 and ischemic heart diseases.
Levosimendan is a pharmacological calciumsensitizer and used in the therapy of heart
failure and the management of acute myocardial infarction with cardiogenic shock.
However clinical studies are ambigous about its clinical benefit. In order to investigate
the role of SOD3 and levosimendan in the context of ECC and IRI, rats underwent a
model of ECC and deep hypothermic circulatory arrest. Rats with impaired plasma
activity of SOD3 caused by an aminoacid shift (SOD3-E124D; n = 9) were compared to
SOD3-competent controls (n = 8). Western Blot analyses were performed in oder to
investigate changes in the activation of cellular rescue pathways (p44-42 MAPK,
STAT3, AKT), cleavage of PARP-1 as well as the expression of the different
superoxide dismutase isoforms (SOD1-3). In additional experiments, healthy rats were
treated with levosimendan or vehicle solution before the ECC (12 pg/kg KG
levosimendan; n = 4; control: vehicle solution, n = 5). Subsequently, western blot
analyses were performed (PARP-1, p38 MAPK, AKT, STAT3). At euthanasia, mean
heart rate and mean arterial pressure of SOD3-E124D rats was decreased by 46 bpm
and 8 mmHg respectively (not significant). Impaired SOD3 activity significantly
decreased the activation of protective cell signalling cascades in vivo as well as in vitro
and increased IRI-derived tissue apoptosis. Preventive applicaiton of levosimendan
improved hemodynamic parameters during rewarming of the animals and reduced the
needed amounts of pharmacological buffer solutions and catecholamines. Cleavage of
PARP-1 was also decreased by levosimendan. The activation of p38 MAPK was
increased in levosimandan treated rats compared to vehicle controls. Summarizing, both
SOD3 as well as levosimendan seem to have positive impact on IRI caused bei ECC in
cardiac surgery. Further investigation and invention of new therapy strategies focusing
on SOD3 and levosimendan may allow to improve our current therapies for patients

with cardiovascular diseases and major cardiac surgery.
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1 Einleitung

1.1 Die extrazellulare Superoxiddismutase

1.1.1 Risikofaktoren kardiovaskularer Erkrankungen

Das kardiovaskuldre System ist aufgrund seiner permanenten Beanspruchung geféhrdet
zu erkranken. Atiologisch lassen sich bestimmte Risikofaktoren feststellen, deren
Vorliegen die Entstehung von kardiovaskuldren Erkrankungen beglinstigen. Die
wichtigsten Risikofaktoren sind Diabetes, Rauchen, arterielle Hypertonie, Adipositas,
ungesunde Erndhrung, erhohte Blutfette, Alkoholkonsum und Bewegungsmangel [1].
Dariiber hinaus spielen auch psychosoziale Aspekte eine Rolle in der Genese und im
Verlauf von Herz-Kreislauf-Erkrankungen [1]. Es konnte gezeigt werden, dass diese
Risikofaktoren, wenn auch in regional unterschiedlicher Ausprigung, in allen
Bevolkerungsgruppen sowie auf allen Kontinenten vorkommen und somit fiir das
ubiquitdre Auftreten von Herz-Kreislauf-Erkrankungen ursidchlich gemacht werden
konnen [1]. Interventionen zur Senkung der Risikofaktoren konnen die Entstehung und
den Verlauf von Erkrankungen beeinflussen und stellen damit ein wichtiges praventives
Behandlungskonzept dar [2]. Bei familidrer Haufung wund friihzeitigem
Krankheitsbeginn konnen Screening-Untersuchungen von Angehdrigen helfen, das

Erkrankungsrisiko zu senken [2].

1.1.2 Pravalenz kardiovaskularer Erkrankungen

Aufgrund der weiten Verbreitung der Risikofaktoren in der Bevdlkerung sind Herz-
Kreislauf-Erkrankungen weltweit verbreitet und stellen ein groes Gesundheitsproblem
dar. Im Jahr 2012 starben insgesamt weltweit schitzungsweise 56 Millionen Menschen,
38 Millionen (68 %) davon an nichtiibertragbaren Krankheiten [3]. Kardiovaskulére
Erkrankungen waren weltweit fiir 17,5 Millionen Todesfélle (31 % aller Todesfille)
verantwortlich und damit die hiufigste Todesursache [3]. Bis 2030 wird ein Anstieg der
Todesfdlle durch nichtiibertragbare Krankheiten auf jdhrlich weltweit 52 Millionen

Félle prognostiziert, sodass auch die Anzahl der Herz-Kreislauf-Erkrankungen und der

1



dadurch verursachten Todesfille weiter steigen diirften [3]. In Deutschland waren 2015
unter den zehn héaufigsten Todesursachen insgesamt fiinf Erkrankungen, die dem
kardiovaskuldren System zuzuordnen sind [4]. Die drei hiufigsten Todesursachen nach
ICD-10, nidmlich chronische ischdmische Herzkrankheit, akuter Myokardinfarkt und
Herzinsuffizienz, waren 2013 fiir insgesamt 172.637 Todesfille in Deutschland
verantwortlich [4]. Dies entsprach 18,6 % aller Todesfélle und 1602 Todesfélle mehr als
noch zwei Jahre zuvor [4, 5]. Ein weiterer wichtiger Aspekt ergibt sich aus der
Krankheitslast kardiovaskuldrer Erkrankungen. 2010 betrugen die krankheitsbereinigten
Lebensjahre (disability-adjusted life years, DALY) von Patienten mit kardiovaskuldren
Erkrankungen in Deutschland fast 4,6 Millionen Jahre und stellten damit die grofte
Krankheitslast aller Erkrankungen dar [6]. Bezogen auf die durchschnittliche
Lebenserwartung der Bevolkerung teilen sich diese auf in vier Millionen durch
frithzeitigen Tod verlorene Lebensjahre und fast 600.000 mit korperlicher
Beeintrachtigung verbrachte Lebensjahre [7]. Eine addquate Prophylaxe, Therapie und
Rehabilitation von Herzerkrankungen stellt daher eine wichtige medizinische

Herausforderung an die Gesellschaft dar.

1.1.3 Herzchirurgie

Die Zahl der Herzoperationen in Deutschland ist von 45.824 im Jahr 1990 auf 184.789
im Jahr 2016 gestiegen [4]. In 2013 wurden in deutschen herzchirurgischen Abteilungen
96.327 Operationen ohne sowie 84.040 Operationen mit Zuhilfenahme einer Herz-
Lungen-Maschine (HLM) durchgefiihrt [5, 8]. Dies entspricht durchschnittlich 1.064
HLM-gestiitzte Operationen pro Zentrum [5, 8]. Zwischen 1990 und 2016 hat sich die
Anzahl der Herzoperationen mit HLM pro eine Millionen Einwohner mehr als
vervierfacht [4]. Im Jahr 2014 wurden in 78 herzchirurgischen Zentren in Deutschland
83.787 Operationen mit HLM durchgefiihrt, dies entspricht 1.074 Operationen pro
Zentrum [8]. An diesen Daten ldsst sich ablesen, dass tiglich bei mehr als 200
kardiovaskuldren Operationen in Deutschland die Verwendung von extrakorporaler
Zirkulation notwendig ist. Nach wie vor erfolgt ein erheblicher Teil der
kardiochirurgischen Eingriffe unter den Bedingungen kargioplegischen Herzstillstandes.

Hierbei wird der Stoffwechsel des Myokards entscheidend reduziert um den



schidlichen Einfluss von Ischdmie und anschlieBender schlagartiger Reperfusion (I/R)
zum minimieren. Auch nach Eingriffen unter kardioplegischem Herzstillstand kann
jedoch ein gewisser Level an I/R-Schidden im Herzmuskel beobachtet werden. Dariiber
hinaus kann auch an anderen Organen, beispielsweise in den Nieren, gelegentlich im
Anschluss an  einen  Eingriff —mit  extrakorporaler  Zirkulation  eine
Funktionseinschrankung beobachtet werden, fiir die I/R-Schdden ursdchlich im
Zusammenhang stehen konnten. Somit sind I/R-Schdden nach wie vor im klinischen
Alltag prdasent und prognostisch ein relevanter Faktor in der Versorgung

kardiovaskuldrer Erkrankungen.

1.1.4 Die Herz-Lungen-Maschine

Komplizierte herzchirurgische Interventionen erfordern hédufig eine voriibergehende
Unterbrechung der Herztitigkeit. So verursacht die permanente Pumptétigkeit des
Herzens dauerhafte Bewegung und konnte das operative Risiko bei Koronareingriffen
steigern, bei konventionellen Klappeneingriffen ist die Er6ffnung von Herzkammern
notwendig, was widerum nur bei Blutleere moglich ist. Aufgrund der bendtigten
Operationsdauer lassen sich diese Eingriffe nur durch eine extrakorporale Ubernahme
der Herztitigkeit durchfiihren. Hierfiir werden HLMs verwendet. Prinzipiell besteht
jede HLM aus einem vendsen Zufluss, der das vendse Blut des Korpers im Bereich des
rechten Vorhofes oder bei minimalinvasiven Ansétzen beispielsweise in der Leiste
aufnimmt. AnschlieBend wird das Blut an einem Membranoxygenator, welcher die
Lungenfunktion ibernimmt, mit Sauerstoff angereichert und Kohlenstoffdioxid entfernt.
Uber einen arteriellen Katheter wird das Blut in ein groBes arterielles GefiB,
beispielsweise die Aorta ascendens oder die A. femoralis, zuriickgefiihrt. Rollerpumpen
iibernehmen hierbei die Pumpfunktion der Ventrikel. Zudem ist es moglich, iiber
zusitzliche Reservoire Einfluss auf das zirkulierende Blutvolumen sowie den Blutdruck
zu nehmen. Die HLM ersetzt somit den kompletten Lungenkreislauf und sorgt fiir einen
kontinuierlichen Fluss im Korperkreislauf. Auf diese Weise kann das Herz fiir die
operative Versorgung mittels einer kardioplegischen Ldsung isoliert perfundiert und
damit stillgelegt werden. Um eine Thrombusbildung zu verhindern, muss zeitgleich eine

effiziente Antikoagulation gewéhrleistet werden.



Durch systemische perioperative Kiihlung ldsst sich der Metabolismus des Gehirns und
damit auch die Komplikationsrate von herzchirurgischen Operationen deutlich senken
[9]. Bei einer Kiihlung der Korpertemperatur auf 15 °C, wie es beim tiefen
hypothermen Kreislaufstillstand vorkommt, betrdgt der zerebrale Metabolismus nur
noch 16 % des normothermen Wertes und toleriert einen Kreislaufstillstand fiir 31
Minuten [10]. DHCA ist daher eine sichere und weitverbreitete Technik in der
kardiovaskuldren =~ Aortenchirurgie = zur  Verhinderung  von  ischdmischen
Hirnschédigungen [11]. Auch in der Kinderchirurgie ist die systemische Hypothermie
ein Standardverfahren zur Senkung des systemischen Sauerstoffverbrauchs und damit

zum verbesserten Organschutz [12].

Neben den klassischen HLM-Systemen, welche fiir die operative Versorgung verwendet
werden, existieren dariiberhinaus weitere extrakorporale Systeme, die voriibergehend
die Herztdtigkeit unterstiitzen oder gar ersetzen konnen. Systeme mit extrakorporaler
Membranoxygenierung (ECMO) werden sowohl in der Therapie der Herzinsuffizienz
als auch im therapierefraktiren kardiogenen Schock, beim akuten Lungenversagen

sowie der in der Therapie von schwerer Unterkiihlung eingesetzt [13-15].

1.1.5 Klinische Relevanz genitischer Disposition:
SOD3

Der menschliche Korper ist stindig endogenen und exogenen Einfliissen ausgesetzt.
Einige dieser Einfliisse konnen den Korper schidigen und ihn anfilliger fiir
Erkrankungen machen. Einer dieser schiddigenden Faktoren ist oxidativer Stress. Zum
Schutz vor oxidativem Stress existieren im Korper verschiedene protektive
Mechanismen. Hierzu gehort der enzymatische Abbau von Sauerstoffradikalen. Zu den
an diesem Abbau beteiligten Enzymen gehort das Protein SOD3 [16]. Zwei bis drei
Prozent der Bevolkerung sind Trager einer Mutation im SOD3-kodierenden Gen [16-
18]. Bei dieser Mutation ist an einer einzelnen Stelle des Enzyms eine Aminoséure
durch eine andere ausgetauscht (R213G) [16]. Trdger dieser Mutation haben einen
zehnfach erhohten Plasmalevel der SOD3 [17]. Es konnte eine Vergesellschaftung
dieser Mutation mit einem 1,5-fach erh6hten Risiko fiir ischdmische Herzkrankheiten

nachgewiesen werden [18]. So steigt sowohl das Erkrankungsrisiko fiir die koronare

4



Herzkrankheit als auch fiir Herzinfarkte [19]. Dariiber hinaus steigt das Risiko fiir
Lungenerkrankungen wie COPD [20]. Zudem konnten bei heterozygoten Tragern dieser
Mutation nicht die sonst iiblichen protektiven Enzymeffekte auf den Blutdruck und die

GefaBfunktionen nachgewiesen werden [21].

1.1.6 Ischamie- und Reperfusionsschaden

Myokardiale Ischdmie, wie sie im Rahmen von ischdmischen Herzerkrankungen wie
dem Myokardinfarkt auftritt, lasst sich auch bei Operationen mit HLM und
Kardioplegie beobachten. Neben den rein ischdmisch bedingten Gewebeschiadigungen
kommt es jedoch zusitzlich zu weiteren schidlichen Prozessen. Der Kontakt des Blutes
mit kiinstlichen Oberfldchen, verursacht durch extrakorporale Zirkulation, fiihrt zu einer
Aktivierung von pro-inflammatorischen und pro-apoptotischen Signalkaskaden [22].
Bereits 1960 wurden erstmals Herzschidigungen durch die schlagartige Reperfusion des
Gewebes im Anschluss an ein ischdmisches Ereignis beschrieben [23]. Als eine der
wichtigsten Ursachen dieser Reperfusionsschiden konnte Superoxid, ein freies
Sauerstoffradikal, nachgewiesen werden [24]. In diesem Zusammenhang wurden
einwandernde Makrophagen als ROS-Produzenten identifiziert [25]. Diese
Sauerstoffradikale entstehen durch die Xanthinoxidase und verursachen gemeinsam mit
mitochondrialen Prozessen, intrazelluldrer Kalziumiiberladung, pH-
Wertverschiebungen sowie Inflammation die Reperfusionsschidden [24-26]. Diese
oxidativen Schiden erweitern somit die vorangegangene ischdmische Schadigung [27].
Zudem wird eine Leukozytose induziert, welche gemeinsam mit einem Anstieg von
IL-6 und TNF-a auf inflammatorische Prozesse durch Reperfusionsschiaden hinweist
[28]. Durch extrakorporale Zirkulation kann sich daher im Verlauf ein systemisches
inflammatorisches Response-Syndrom (SIRS) entwickeln [29]. SIRS kann wiederum zu
Multiorganversagen (MODS) fiihren [30]. In diesem Kontext kann extrakorporale
Zirkulation eine Aktivierung des Gerinnungssystems, des fibrinolytischen Systems, des
Komplementsystems  sowie  eine  Ausschiittung  von  Zytokinen  und

Blutbildverdnderungen verursachen [31-33].



1.1.7 Superoxid

ROS bilden eine Schliisselfunktion in der Pathogenese von einer Vielzahl an
kardiovaskuldren Erkrankungen. So gilt Superoxid, ein einfach negativ geladenes
Sauerstoffradikal (O;’), als ein entscheidender Ausléser von I/R-Schéadigung [24].
Wihrend  der  physiologischen  Zellatmung und  Metabolisierung  von
Stoffwechselprodukten, produzieren verschiedenste Oxidasen im Korper Superoxid,
welches anschlieBend spontan oder enzymatisch abgebaut wird [34]. Enzyme aus der
Klasse der Superoxiddismutasen verstoffwechseln Superoxid zu Wasserstoffperoxid,

welches anschlieBend weiter zu Wasser reagiert (Abb.1) [35].

Abbildung 1: Superoxidstoffwechsel
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Abb. 1 Sauerstoff (O,) wird zu Superoxid (O, reduziert. Superoxiddismutasen (SOD) entgiften dieses
zu Wasserstoffperoxid (H,0,), welches anschlieBend zu Wasser (H,O) abgebaut wird.

Reichert sich Superoxid im Gewebe an, reagiert es sehr schnell mit Stickstoffmonoxid

zu Peroxynitrit, einer reaktiven Stickstoffspezies (Abb. 2) [36].

Abbildung 2: Stickstoffmonoxidstoffwechsel

NO

0, > ONOO-

Abb. 2 Superoxid (O,) reagiert mit Stickstoffmonoxid (NO) zu Peroxynitrit (ONOO").




NO gilt als vasoprotektive Verbindung und wirkt vasodilatatorisch in vaskuldren
Glattmuskelzellen [37]. Peroxynitrit hingegen verstirkt die, durch Sauerstoffradikale
vermittelte, Gewebeschddigung zuséitzlich [37]. Sowohl die schidigende Wirkung des
Superoxids selbst als auch die Senkung der NO-Bioverfiigbarkeit und der Anstieg der
Konzentration an Peroxynitrit im Gewebe stehen demnach in direkter Beziehung zu den
SOD (Abb. 3). Stickstoffmonoxid reagiert mit Superoxid sechsfach schneller als mit
den einzelnen Isoformen der SOD [38]. Eine ausreichende Enzymaktivitit der SOD ist
daher wichtig, um die NO-Bioverfiigbarkeit im Gewebe zu erhalten und die tiberméfige

Bildung von Peroxynitrit zu verhindern.

Abbildung 3: Chemische Beziehungen der Superoxiddismutase
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NO 0O
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Abb. 3 Die Superoxiddismutasen (SOD) bauen Superoxid (O,) zu Wasserstoffperoxid (H,O,) ab.
Dadurch sinkt die Konzentration von schiddlichem Superoxid im Gewebe. Die Superoxiddismutasen
hemmen demnach indirekt die Reaktion von Superoxid und Stickstoffmonoxid (NO) zu Peroxynitrit
(ONOQ)), da es der Reaktion eines ihrer Edukte entzieht und schiitzen damit die Diffusion von NO in
GefaBwanden.

Die Enzymklasse der humanen SOD umfasst drei Isoformen, welche allesamt im
kardiovaskuldren System vorkommen [35, 39, 40]. Hierbei lassen sich zwei
intrazelluldre und eine extrazellulire Isoform identifizieren, die zwar durch
unterschiedliche Gene kodiert werden, jedoch dieselbe Reaktion katalysieren [37]. Die
SOD1 ist die hédufigste intrazelluldre Isoform und wird in fast jedem Gewebe in hohen
Konzentrationen exprimiert [37]. Primir ist die SOD1 im Zytosol lokalisiert, in
geringerem Umfang kommt sie allerdings auch im mitochondrialen Intermembranraum,

dem Nukleus sowie in Lysosomen und Peroxysomen vor [41-43]. Das Enzym besitzt
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ein Molekulargewicht von 32 kDa und ist ein Homodimer [41]. Im katalytischen
Zentrum der SOD1 befinden sich Kupfer- und Zinkionen als Kofaktoren [44]. Auch die
SOD2 ist eine intrazellulire Isoform der SOD [45]. Die SOD2 ist in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert und iibernimmt eine wichtige Schutzfunktion
gegeniiber dem Superoxid der mitochondrialen Atmungskette [37]. Strukturell 1dsst sich
die SOD2 als Homotetramer mit einem Molekulargewicht von 96 kDa charakterisieren

[45]. Als katalytischer Kofaktor fungiert Mangan [46].

1.1.8 Die extrazellulare Superoxiddismutase

Die SOD3 ist die einzige extrazelluldre Isoform der SOD [47, 48]. Sie kommt in
Korperfliissigkeiten wie Plasma, Lymphe, Synovialis und Liquor vor [49]. Die hichste
Konzentration findet sich in Blutgefidflen, Lungen, Nieren und dem Uterus [49]. Im
kardiovaskuldren System ist sie die prddominante Isoform und macht in einigen
GefaBen bis zu 70 % der Gesamtaktivitdt aller SOD Isoformen aus [50]. Die SOD3 ist
ein 135 kDa schweres sekretorisches Glykoprotein in Form eines Homotetramers [47,
48]. Dieser besteht aus zwei liber Disulfidbriicken verbundenen Dimeren [51]. Im
katalytischen Zentrum befinden sich Kupfer- und Zinkionen [47, 48]. SOD3 besitzt eine
hohe Affinitit zu Heparin und &hnlichen sulfatierten Glykosaminoglykanen [49].
Ursdchlich hierfir ist eine positiv geladene Heparin-Bindungsdomidne am
carboxyterminalen Ende des Enzyms [49]. Durch diese Domine kann die SOD3 an
Zelloberflichen, Basalmembranen und der extrazelluliren Matrix binden [37].
Dementsprechend befindet sich der Grofteil der SOD3 in der extrazelluldren Matrix
und an Zelloberflichen [37]. Chromatographisch ldsst sich die humane SOD3 in drei
Fraktionen trennen: eine ohne Affinitdt zu Heparin (Fraktion A), eine mit leichter
Affinitdt (Fraktion B) und eine Fraktion mit starker Affinitdt gegeniiber Heparin
(Fraktion C) [37]. Die SOD3 der Ratte besitzt die selbe Heparin-Bindungsdomine wie
Menschen, es fehlt jedoch die Fraktion C, weshalb das Enzym nur als Dimer und nicht

als Tetramer vorkommt [49].

SOD3 wird in groBBen Mengen von vaskuldren Glattmuskelzellen (VSMC) exprimiert
[52]. Da Endothelzellen scheinbar keine SOD3-Produktion zeigen, stellt dies auch die
Hauptquelle in der GefiBwand dar [52]. Die SOD3-Expression durch VSMC kann



durch Mediatoren wie Histamin, Endothelin-1, Angiotensin-II, Antidiuretisches
Hormon und Oxytocin beeinflusst werden [53]. SOD3 hilft, arterieller Hypertension
entgegenzuwirken und wird daher bei hohen Angiotensin-II-Konzentrationen
ausgeschiittet [54]. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass zentrale
SOD3-Rezeptoren in Beziechung zu Angiotensin-II und arterieller Hypertonie stehen
konnten [55]. Eine Uberexpression der SOD3 konnte zudem in Endothelzellen gegen
die Oxidierung von LDL schiitzen und somit Arteriosklerose entgegenwirken [56]. In
transgenen Miusen konnte eine Uberexpression der SOD3 die InfarktgroBe nach
koronarer Okklusion verringern und die Regenerationsfihigkeit des Herzmuskels
verbessern [57]. Die Aktivierung von pro-proliferativen und anti-apoptotischen
Signalwegen wie p44-42 MAPK und AKT konnten in diesem Zusammenhang mit der
SOD3 in Verbindung gebracht werden [58]. Im Mausmodell konnte auch eine
protektive Wirkung der SOD3 bei I/R-Schiadigung gezeigt werden [59].

Es konnte somit gezeigt werden, dass die SOD3 potenziell einen positiven Einfluss auf

kardiovaskuldre Erkrankungen nehmen kann.

1.1.9 SOD3-E124D-Mutation

Valide systemische Effekte der SOD3 in Bezug auf I/R-Schidigungen lassen sich in der
Grundlagenforschung nur durch spezialisierte Tiermodelle erforschen. Hierbei sind
mutierte Spezies notig, bei denen die SOD3 in ihrer Aktivitit verdndert vorliegt. In
diesem Zusammenhang werden in der Forschung héufig knock-out-Modelle eingesetzt.
In solchen Tierstimmen wird das entsprechende Enzym aufgrund einer genetischen
Mutation nicht exprimiert, sodass es nicht im Organismus vorkommt. Alternativ sind
auch Modelle mit einer Uberexpression des Enzyms verbreitet. In beiden Fillen lassen
sich jedoch =zusitzliche Kompensationsmechanismen durch die verdnderte
Enzymexpression nicht ausschlieBen. Zudem werden potenzielle allosterische

Enzymeffekte beeinflusst und treten somit als Storgrofe in der Studie auf.

Im Gegensatz dazu existiert ein neuartiger Rattenstamm (PhysGen Program, Medical
College of Wisconsin), bei dem durch chemische Mutagenese, ausgelost durch N-Ethyl-
N-Nitroseharnstoff, eine Punktmutation im SOD3-kodierenden Genom vorliegt. Diese

Punktmutation ist auf den Austausch einer einzelnen Aminosédure im reaktiven Zentrum
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der SOD3 beschrinkt. Hierbei ist an Stelle 124 eine Glutaminsidure durch eine
Asparaginsdure ausgetauscht (daher der Name der Mutation: SOD3-E124D). So wird
das Enzym weiterhin reguldr exprimiert, ist jedoch in seiner Aktivitit eingeschrinkt
(Abb. 4). Die beschriebene Mutation wurde auf dem genetischen Hintergrund des
Dahl/SS-Stammes geziichtet, welcher auch als SOD3-kompetente Kontrollgruppe dient.

Abbildung 4: SOD3-E124D Mutation
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o H,0
O
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Abb. 4 Durch eine Punktmutation kommt es zu einem Austausch einer Glutaminsdure durch eine

Asparaginsdure im katalytischen Zentrum der SOD3. Dadurch wird die Aktivitit des Enzyms vermindert.

Das SOD3-E124D-Modell dhnelt aufgrund seiner Punktmutation zudem einer natiirlich
vorkommenden Mutation der SOD3, die auch durch den Austausch einer einzigen
Aminoséure in der Aminosdurefrequenz des Enzyms gekennzeichnet ist [16]. In Ratten
mit verminderter SOD3-Aktivitit durch eine SOD3-E124D-Mutation konnte eine
verminderte Schutzwirkung gegeniiber der Entwicklung von pulmonaler Hypertonie

nachgewiesen werden [60].

Die SOD3-E124D-Mutation ermdglicht es somit, den Einfluss der SOD3 auf die I/R-

Schidigung in einem kliniknahen Modell zu untersuchen.
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1.1.10 Ziele der Arbeit

Kardiovaskuldre Erkrankungen sowie deren Versorgung, sei sie operativ oder auch
interventionell, sind mit I/R-Phdnomenen und entsprechenden I/R-Schiden assoziiert
und verschlechtern somit die postoperative Genesung [23]. I/R-Schédden begiinstigen die
Entstehung eines SIRS und konnen ursédchlich fiir letales Multiorganversagen sein [29,
30]. Die SOD3 baut schadliche reaktive Sauerstoffspezies ab und iibernimmt
verschiedene Schutzfunktionen im Organismus [49]. Die SOD3-E124D-Mutation stellt
in diesem Kontext ein kliniknahes Tiermodell dar, mit dem der Einfluss der SOD3
ndher untersucht werden kann. Die Mutation fiihrt zu einer Aktivitdtsminderung des
Enzyms und dhnelt damit einem natiirlichen Polymorphismus, welcher fiir bis zu drei

Prozent der Bevolkerung beschrieben wird [16-18].

Der erste Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der Fragestellung, ob die SOD3 eine
protektive Wirkung gegeniiber I/R-Schadigungen besitzt, die im spezifischen Kontext
der extrakorporalen Zirkulation auftreten. Hierfiir werden SOD3-E124D-Ratten in
einem aufwendigen Modell der extrakorporalen Zirkulation und DHCA ausgesetzt, um
I/R-Schédden zu induzieren. AnschlieBend werden die Ergebnisse mit denen von SOD3-
kompetenten Kontrollen verglichen, bei denen die SOD3-Aktivitit unverdndert ist.
Durch intraoperative Uberwachung der Vitalparameter sowie der Blutwerte soll die
Frage geklart werden, ob verminderte SOD3-Aktivitit das Qutcome hinsichtlich
klinisch relevanter Parameter nach extrakorporaler Zirkulation verschlechtert.
Insbesondere soll gekldrt werden, ob eine verminderte Aktivitit der SOD3 zu einer
verminderten Aktivierung von kardioprotektiven Signalwegen im Herzen und der Aorta
filhrt. Der Fokus soll dabei auf den Signalkaskaden der p44-42 MAP Kinase, dem
STAT3-Signalweg sowie der AKT liegen. Dariiber hinaus werden die Spaltung von
PARP-1, der eNOS-Proteingehalt und der Proteingehalt der verschiedenen Isoformen
der Superoxiddismutase untersucht. Es soll dadurch auch Aufschluss auf mogliche
endogene Kompensationsmechanismen bei verminderter SOD3-Aktivitit gegeben
werden. Durch die zusitzliche Messung von 3-Nitrotyrosine soll die induzierte
Schiadigung durch RNS sowie das Zusammenspiel von SOD3, der eNOS, Superoxid
und RNS néher erforscht werden. Auflerdem wird die Plasmakonzentration von
Angiotensin-II, welches mit der SOD3 in Beziehung gebracht wird, untersucht werden

[54, 55].
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In einem zweiten Schritt soll anhand von Zellkultumodellen der spezifische Enfluss von
SOD3 auf Kardiomyozyten untersucht werden. In diesem Rahmen werden adulte
Kardiomyozyten aus Rattenherzen isoliert, kultiviert und anschlieend in Hinblick auf
die Aktivierung von Signalwegen hin untersucht. Zudem soll die intrazelluldre
Konzentration an ROS und Stickstoffmonoxid in den Kardiomyozyten erforscht

werden.

So soll die Hypothese, dass die SOD3 einen potenziellen therapeutischen
Interaktionspunkt in der Prévention von kardiovaskuldren Operationskomplikationen
durch extrakorporale Zirkulation darstellen kann, gekldrt werden. Der Einfluss der
SOD3 auf I/R-Schiaden wurde bisher in keinem Modell mit extrakorporaler Zirkulation
untersucht. Insbesondere wurde die SOD3-E124D-Mutation als besonders kliniknahes

Kleintiermodell in diesem Kontext zuvor nicht in der Literatur beschrieben.

1.2 Der Kalziumsensitizer Levosimendan

1.21 Anmerkung

Nach Abschluss der Arbeiten des beschriebenen Projektes zum FEinfluss der
extrazelluldren Superoxiddismutase, ergab sich die Moglichkeit, an weiteren Projekten
der betreuuenden Arbeitsgruppe mitzuarbeiten. Aus einem dieser Projekte wurde ein
wesentlicher Teil experimenteller Arbeiten génzlich dem Autor zur Durchfiihrung,
Auswertung und Interpretation iiberlassen, woraus der folgende Teil der
Dissertationsarbeit hervorgegangen ist. Hierbei handelt es sich daher um eine
Erweiterung der Dissertation iiber die zuvor beschriebene Thematik hinaus, der
Hauptfokus der Promotionsarbeit Arbeit liegt jedoch auf den vielfiltigen Effekten der
SOD3. Da Teile des nun folgenden Projekts in Kooperation entstanden sind, sind nur
die Experimente und Ergebnisse aufgefiihrt, die eigenstindig vom Autor durchgefiihrt
wurden. Die vollstdndigen Ergebnisse des Projekts finden sich in der entsprechenden
Publikation Immohr ef al. [61]. Auf unndtige Dopplungen in der Einleitung sowie in der
Beschreibung von Materialien und Methodik wurde verzichtet. An den entsprechenden

Stellen werden daher nur die Unterschiede zum SOD3-Projekt herausgestellt.
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1.2.2 Levosimendan

Kardiovaskuldre Erkrankungen, aber auch ihre herzchirurgische Behandlung, induzieren
I/R-Schéadigung und Inflammation und besitzen daher ein Risiko fiir die Entwicklung
eines SIRS und dem damit vergesellschafteten MODS [30, 62]. Trotz modernster
Therapien entwickeln bis zu 7 % aller Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt im
Verlauf einen kardiogenen Schock [63]. Die Gesamtmortalitit dieser Patienten betragt
bis zu 65 % [63]. Dementsprechend ist die stetige evidenzbasierte Verbesserung der

Therapie dieser Patienten von erheblicher Bedeutung.

Neben interventionellen Therapiebausteinen werden iiblicherweise auch Katecholamine
zur Verbesserung der kardiovaskuldren Leistung im kardiogenen Schock eingesetzt
[64]. Der Einsatz von Katecholaminen erhoht jedoch den Sauerstoftbedarf des
Herzmuskels zusétzlich und kann somit die Hypoxie im myokardialen Gewebe weiter
verstirken [65]. Darliber hinaus konnten Sancho-Bru et al. [66] zeigen, dass
Noradrenalin auch potenziell pro-inflammatorische Eigenschaften besitzt. Die aktuellen
deutschen und Osterreichischen S3-Leitlinien zur Behandlung des infarktbedingten
kardiogenen Schocks sowie der Herzinsuffienz empfehlen daher eine Behandlung mit
dem Kalziumsensitizer Levosimendan (Simdax®) [67]. Levosimendan entfaltet im
Korper drei verschiedenen Hauptwirkungen: Durch die Bindung an kardiales
Troponin C steigert es die Kontraktilitit des Herzmuskels und wirkt somit positiv
inotrop [68, 69]. Gleichzeitig o6ffnet es Kaliumkanile in VSMC und wirkt dadurch
vasodilatatorisch [70], wodurch eine erhohte Gewebeperfusion resultieren kann.
Zusitzlich wurden, vermittelt durch die Offnung von ATP-abhingigen Kaliumkanilen,

anti-apoptotische Effekte von Levosimendan auf Kardiomyozyten beschrieben [71].

Trotz des regelmiBigen klinischen Einsatzes von Levosimendan ist die genaue
Wirksamkeit dieser Substanz in seiner klinischen Anwendung bisher nicht gidnzlich
geklirt. Eine Meta-Analyse von vierzehn verschiedenen Studien konnte durch die
Behandlung mit Levosimendan eine Verminderung der Mortalitt, der Aufenthaltsdauer
auf der Intensivstation sowie des Auftretens von postoperativen Nierenversagen
feststellen [72]. AuBerdem konnte Levosimendan die Mortalitit in Patienten, die
wihrend ihrer Behandlung eine ECMO-Therapie bendtigten, signifikant vermindern
[73]. Andere Studien konnten fiir den Einsatz von Levosimendan eine Verringerung der
Mortalitdit von Patienten mit postoperativem MODS feststellen, jedoch keine
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Unterschiede im Zusammenhang mit der Behandlung eines akuten Myokardinfarkt,
dem Auftreten von akutem Nierenversagen, der Notwendigkeit mechanischer Beatmung
und der Liegezeit auf der Intensivstation sowie des gesamten Krankenhausaufenthaltes
[74]. Dariiber hinaus konnte eine weitere groBe Ubersichtsarbeit iiber 88 Studien und
eine Meta-Analyse von 49 verschiedenen Studien keinen Zusammenhang zwischen
einer Verminderung der Mortalitdt und der Behandlung mit Levosimendan feststellen

[75].

Aufgrund der Widerspriiche in den einzelnen klinischen Studien und zur Verbesserung
des Verstindnisses der Wirkungsweise und Wirksamkeit von Levosimendan sind
weitere klinische wie auch experimentelle Studien ndétig, um eine bestmogliche
Therapie erzielen zu konnen. Experimentelle Studien konnten eine Verringerung der
InfarktgroBe, des kardialen Remodelling, der infarktbedingten Inflammation sowie der
Odembildung durch eine orale Levosimendantherapie in einem Infarktmodell
nachweisen [76, 77]. In einem EKZ-Modell mit DHCA in Ratten konnte eine
Uberlegenheit von Levosimendan gegeniiber Adrenalin im Zusammenhang mit der
Inotropie und Lusitropie wihrend der Wiedererwdrmung gezeigt werden [78].
AuBerdem zeigten Ratten in diesem Modell durch Levosimendan eine verbesserte
kardiale Funktion in der Reperfusionsphase [79]. Detaillierte Forschungsergebnisse
iiber die molekularbiolgischen Verdnderungen und Wirkungsweisen einer praventiven
Levosimendantherapie im Zusammehang mit EKZ und I/R-Schidigung, systemischer
Inflammation und MODS sind jedoch noch immer nicht abschlieBend geklirt. Eine
Verbesserung dieses Verstindnisses ist jedoch notig, um eine individuelle

patientenzentrierte Levosimendantherapie zu ermdoglichen.

1.2.3 Ziele der Arbeit

Der Kalziumsensitizer Levosimendan ist ein etabliertes Medikament in der Therapie der
Herzinsuffizienz [67]. Trotz intensiver Grundlagenforschung und klinischer Studien ist
die Wirksamkeit einer Therapie mit Levosimendan insbesondere im Kontext von I/R-

Schéaden weiterhin nicht abschlieBend geklart [72-75].

In diesem Abschnitt der Arbeit soll die praventive Levosimendantherapie vor EKZ
untersucht werden. Es wird postuliert, dass eine priventive intravendse Gabe von

Levosimendan vor Anschluss an die EKZ zu einer Aktivierung von protektiven
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kardiovaskuldren Zellsignalwegen fiihrt und durch Verdnderungen im Proteingehalt im
Herzen einen anti-apoptotischen Effekt induziert. Die molekularbiologische
Untersuchung préaventiver Levosimendanapplikation vor EKZ in einem kliniknahen

Rattenmodell wurde zuvor noch nicht in der Literatur beschrieben [61].

2 Methodik

2.1 Die extrazellulare Superoxiddismutase

2.1.1 Materialien

2111 Versuchstiere

Um die im Rahmen dieser Dissertation beschriebenen Experimente durchzufiihren,
wurde tierisches Probenmaterial bendtigt. Die Versuchstiere entstammen der Zentralen
Einrichtung  fiir  Tierforschung  und  Tierschutzaufgaben  (ZETT)  des
Universitédtsklinikums Diisseldorf und wurden unter Lizenz von Transposagen
Biopharmaceuticals Inc. (Leixington, KY, USA) geziichtet. Die Versuche wurden nach
geltender Tierschutz-Versuchstierverordnung durchgefiihrt und durch das Landesamt
fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) mit dem
Aktenzeichen: 84-02.04.2013A365 genehmigt. Vor Beginn der experimentellen
Arbeiten wurde vom Promovenden ein tierversuchskundlicher Kurs an der ZETT des
Universititsklinikums Diisseldorf absolviert. Die in vivo-Versuche wurden an insgesamt
vier verschiedenen Versuchstiergruppen durchgefiihrt. Die
in vitro-Versuche wurden mit Proben von zwei verschiedenen Tierstimmen
durchgefiihrt (Tabelle 1). Die verwendeten Versuchstiere erhielten Wasser und Futter
ad libitum. Aufgrund des Zuchthintergrundes der Tiere wurde in Ubereinstimmung mit
Vorgaben des LANUV allen Tieren ein salzarmes Spezialfutter (Didt AIN-76a)
verabreicht, um das kardiovaskuldre und renale System der Tiere nicht zusitzlich zu

belasten.
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Tabelle 1: Versuchsgruppen

Versuchsgruppe Gruppengrofie

in vivo-Versuche

Sham SOD3-kompetente Kontrolle n="7

Sham SOD3-E124D n="7

EKZ SOD3-kompetente Kontrolle n=3_§

EKZ SOD3-E124D n=9
in vitro-Versuche

Iso SOD3-kompetente Kontrolle n=12

Iso SOD3-E124D n=12

Tabelle 1 Einteilung der Versuchstiere in die Versuchsgruppen. Insgesamt wurden n = 55 Tiere
verwendet. Von den Versuchstieren der in vitro-Versuche wurden je Gruppe n = 9 fiir Kardiomyozyten

Assays und n = 3 fiir Western Blot-Analysen verwendet.

2.1.1.2 Ausschlusskriterien

Im Vorfeld der in vivo-Versuche wurden konkrete Ein- und Ausschlusskriterien
formuliert. Dadurch wurde sichergestellt, dass das Ausmal} der induzierten I/R-Schiden
im Modell in allen eingeschlossenen Tieren vergleichbar ist. Tiere mit niedrigen
Hamoglobinwerten (Hb < 5 mg/dl, n = 4) wurden nicht in die Auswertung mit
einbezogen. Gleiches gilt fiir Tiere mit niedrigem Blutdruck (MAD < 40 mmHg fiir
mehr als 10 min, n = 1) sowie Tiere die wihrend der Wiedererwdrmungsphase nicht in
den Sinusrhythmus konvertierten (n = 4). Dariiber hinaus musste ein weiteres Tier
aufgrund technischer Probleme der verwendeten Messgerdte ausgeschlossen werden.
Auf diese Weise wurden nur Tiere mit vergleichbaren Versuchsverldaufen

eingeschlossen, jedoch einzelne Versuchsgruppen verkleinert.

2.1.1.3 Tierversuche

Materialien, die fiir die Durchfiihrung der Tierversuche bendtigt wurden, sind in Tabelle

2 aufgefiihrt.
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Tabelle 2: Materialien fiir die Tierversuche

Produkt Hersteller Referenz
Aqua ad iniectabilia B. Braun Melsungen AG 25/12211273/0511
Arterenol 1 mg/ml Sanofi-Aventis Deutschland ~ PZN 3249510
GmbH
BD Microlance™ 3, 20 G Becton Dickinson and 301300
Company
Combi-Stopper B. Braun Melsungen AG 4495101
PZN 03200685
Dietrich Bulldog Clamp Fine Science Tools GmbH 18039-45
Discofix® C 3SC B. Braun Melsungen AG 16496C
PZN 3672473
Disposable scalpel No.10 pfm Feather Safety Razor Co. 02.001.30.010
LTD.
Dumont #5 Fine Science Tools GmbH 11251-30
Dumont #5/45 Fine Science Tools GmbH 11251-35
Electrode Gel Henry Schein Inc. 900-0847
Fentanyl-Rotexmedica Rotexmedica GmbH PZN 5882246
Forene® 100 % (V/V)Isofluran AbbVie Deutschland GmbH  B506
& Co. KG Zul.-Nr. 2594.00.00
Halsted-Mosquito Fine Science Tools GmbH 13008-12
Hardened Fine Iris Scissors Fine Science Tools GmbH 14090-09
Heparin-Natrium-25000-ratiopharm Ratiopharm GmbH PZN 03029843
HILITE® 2400 LT, Rheoparine® MEDOS Medizintechnik AG  ME 6205 CLO1
coated, Hollow Fiber Oxygenator
Injekt® 10 ml Luer Solo B. Braun Melsungen AG 4606108V
Injekt® 2 ml Luer Solo B. Braun Melsungen AG 4606027V
Injekt® 20 ml Luer Solo B. Braun Melsungen AG 4606205V
Injekt® 5 ml Luer Solo B. Braun Melsungen AG 4606051V
Isotonische Kochsalzlosung 100 ml Fresenius Kabi AG PZN 6178526
Kohlenstoffdioxid Linde AG 276 311-14241771
Leukoplast® wasserfest 2,5 cm x 5 m BSN medical GmbH 02322-00
Leukoplast® wasserfest 5 cm x 5 m BSN medical GmbH 02324-00
Lidocain-HCI 2 % B. Braun Melsungen AG 577/12606326/0410
Magnesiocard i.v. 3 mmol Verla-Pharm Arzneimittel PZN 01984085
GmbH & Co
Mini-Spike B. Braun Melsungen AG 4550242
Miniature Vannas Fine Science Tools GmbH 15396-00
NaCl 0,9% Fresenius Fresenius Kabi AG 7152-5
Nacoren® Pentobarbital-Natrium Merial GmbH Zul.-Nr.
60889866.00.00
Natriumhydrogencarbonat 8,4 % B. Braun Melsungen AG 201/12210870/0811
Nimbex GlaxoSmithKline plc. PZN 1-21326
Omnifix®-F Tuberkulin/Tuberculin 1 ml  B. Braun Melsungen AG 9161406V
Luer Solo PZN 0569881
Peha® Wattestibchen Paul Hartmann AG 470 015/1
Prépariertupfer steril, mittel Fuhrmann GmbH 50183
Prolene USP 4-0 Ethicon, Inc. EH7581H
Schlinggazetupfer Fuhrmann GmbH 40709
Standard Pattern Fine Science Tools GmbH 14001-12
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Sterican® Gr. 20,27 G
Suprarenin

Tissue Forceps

Tris 36,34%

Vasofix® Safety 17 G
Vasofix® Safety 20 G
Vicryl USP 0

Vicryl USP 2-0

Volulyte 6 % HES 130/0,4
Woaullstein

B. Braun Melsungen AG
Sanofi-Aventis Deutschland
GmbH

Fine Science Tools GmbH
B. Braun Melsungen AG
B. Braun Melsungen AG
B. Braun Melsungen AG
Ethicon, Inc.

Ethicon, Inc.

Fresenius Kabi AG

Fine Science Tools GmbH

4657705
PZN 06053210

11023-10
2750254
4268156S-01
4268113S-01
VI217E
V443H

PZN -2796285
17018-11

Tabelle 2 Verwendete Materialien fiir die Durchfithrung der Tierversuche.

2114 invivo-Versuche

Materialien, die fiir die Experimente und Auswertungen der in vivo-Versuche verwendet

wurden, sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Materialien fiir die in vivo-Versuche

Produkt Hersteller Referenz
10X Tris-Glycine SDS Buffer Thermo Fisher Scientific, Inc. 28362
2-Propanol Ensure® Merck KGaA 603-117-00-0
4-20 % Precise™ Tris-Glycine Gels Thermo Fisher Scientific, Inc. 0025249
(10 Well)
Albumin Fraktion V Carl Roth GmbH + Co. KG 8076.3
Ammonium persulfate Sigma-Alrdrich Co. LLC. A3678-25G
AnalaR Normapur Methanol VWR Chemicals 20847.3120
International S.A.S

Angiotensin I ELISA kit Enzo Life Sciences, Inc. ADI-900-204
Bicinchoninic Acid Solution Sigma-Alrdrich Co. LLC. B9643-1L
Bradford Reagent Sigma-Alrdrich Co. LLC. B6916-500ML
Bromphenol Blue Sigma-Alrdrich Co. LLC. B0126-25G
Cassettes 1,5 mm Thermo Fisher Scientific, Inc. NC2015
Complete Mini Protease Inhibitor Roche Deutschland Holding 04 693 124 001
Cocktail Tablets GmbH
Copper(1l) sulfate solution Sigma-Alrdrich Co. LLC. C2284-25ML

. Otto Fischer GmbH & PZN 04914151
Demi-Wasser

Co.KG

Empty Gel Cassettes Combs, mini, Thermo Fisher Scientific, Inc. NC3010
1,0 mm, 10 Well
Entsorgungsbeutel Carl Roth GmbH + Co. KG E706.1
Glycerol Carl Roth GmbH + Co. KG 37332
Hydoxylamine-O-sulfonic acid Sigma-Alrdrich Co. LLC. 213136-25G
Hypoxanthine Sigma-Alrdrich Co. LLC. H9636-5G
M-PER® Mammillian Protein Extraction = Thermo Fisher Scientific, Inc. 78501

Reagent
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Microplatte, 96 Well, PP
N-(1-Naphthyl)ethylenediamine
dihyodrochloride

Natriumchlorid

PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder

PhosSTOP EASYpack Phosphatase
Inibitor Cocktail Tablets

Pierce Western Blot Transfer Buffer, 10X
Methanol-free

Pierce® Reversible Protein Stain Kit
Pierce™ 2-Mercaptoethanol
Potassium cyanide

Potassium phosphate monobasic

PVDF Western Blotting Membranes

Restore™ Western Blot Stripping Buffer
Rotilabo®-Blottingpapiere
Rotiphorese® Gel 40 (29:1)
Salzsdure rauchend 37 %

SDS Pellets

Skim Milk Powder

Sodium tetraborate

Sulfanilic acid

SuperSignal® Enhanced Molecular
Weight Protein Ladder

SuperSignal® West Femto Maximum
Sensitivity Substrate

TEMED

Triplex® III

Trizema® base

Tween® 20 Detergent

WesternBright Chemilumineszenz
Substrat Quantum
Xanthine Oxidase from bovine milk

Greiner Bio-One GmbH
Sigma-Alrdrich Co. LLC.

Carl Roth GmbH + Co. KG

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Roche Deutschland Holding
GmbH

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Thermo Fisher Scientific, Inc.
Thermo Fisher Scientific, Inc.

Sigma-Alrdrich Co. LLC.
Sigma-Alrdrich Co. LLC.
Roche Deutschland Holding
GmbH

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Alrdrich Co. LLC.
Sigma-Alrdrich Co. LLC.
Sigma-Alrdrich Co. LLC.

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Thermo Fisher Scientific, Inc.

Bio-Rad Laboratories, Inc.
Merck KGaA
Sigma-Alrdrich Co. LLC.
Merck Millipore, Merck
KGaA

Biozym Scientific GmbH

Sigma-Alrdrich Co. LLC.

655201
33461-5G

HNO00.3
26619

04 936 837 001

35040

24585
35602BID
60178-25G
P9791-100G
03 010 040 001

21059
045491873
A515.1
2607.1
CN30.4
70166-500G
221732-100G
86090-100G
84786

34095
161-0801
1.08418.1000
1001630396
655205
541015

X1875-5UN

Tabelle 3 Verwendete Materialien fiir die Durchfiihrung der in vivo-Versuche.
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2.1.1.5 invitro-Versuche

Materialien, die zusétzlich fiir die Experimente und Auswertungen der in vitro-

Versuche verwendet wurden, sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Materialien in vitro-Versuche

Produkt Hersteller Referenz
6-Well Plate with Lid Starlab International GmbH CC7672-7506
96 Well Screenstar Platte schwarz, TC Greiner Bio-One GmbH 655866
BD Falcon™ Cell Strainer 100 pm Nylon  Becton Dickinson and 352360
Company
Bovine Serum Albumin Sigma-Alrdrich Co. LLC. A6003-25G
Calciumcholorid-Dihydrat Merck KGaA 1.02382.1000
CellROX® Deep Red Reagent Thermo Fisher Scientific, Inc. C10422
Creatine anhydrous Sigma-Alrdrich Co. LLC. C0780-50G
D-(+)-Glucose Sigma-Alrdrich Co. LLC. G7021-1KG
DAF-FM diacetate Molecular Probes Inc. D-23844
Deoxycholic acid sodium salt (DOC) Carl Roth GmbH + Co. KG 3484.1
Dimethyl sulfoxide Sigma-Alrdrich Co. LLC. 41639-100ML
DPBS (1X) Thermo Fisher Scientific, Inc.  14190-094
Hank’s Balanced Salt Solution Thermo Fisher Scientific, Inc. 14175-095
HEPES, minimum 99,5 % titration Sigma-Alrdrich Co. LLC. H3375-100G
IGEPAL CA 630 Sigma-Alrdrich Co. LLC. 130201-50ML
ITS Liquid Media Supplement (100X) Sigma-Alrdrich Co. LLC. 13146-5ML
Kaliumchlorid Merck KGaA 1.04936.1000
Kollagenase 11 Thermo Fisher Scientific, Inc. 17101015
L-Carnitine hydrochloride Sigma-Alrdrich Co. LLC. C0283-5G
Laminin from Engelbreth-Holm-Swarm Sigma-Alrdrich Co. LLC. L2020-1MG
murine sarcoma basement membrane
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Merck KGaA 1.05886.1000
Medium 199 Sigma-Alrdrich Co. LLC. M2154
Minisart Single use syringe filter 0,2 um Sartorius AG 17597
Natriumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG HNO00.3
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat Merck KGaA 1.06346.1000
Pasteurpipetten aus Glas Brand GmbH +Co 7477 20
Protease from Streptomyces griseus Sigma-Alrdrich Co. LLC. P5147-1G
Sodium hydroxide Merck KGaA 1.06498.0500

Sodium Pyruvate

Stericup® 500 ml Millipore Express®
Plus 0,22 pm PES

Superoxide Dismutase from human
erythrocytes

Taurine

TC-Schale 100, Suspension
Zellschaber 16 cm

u-Plate 24 well ibiTreat

Sigma-Alrdrich Co. LLC.
Merck Millipore, Merck
KGaA

Sigma-Alrdrich Co. LLC.

Sigma-Alrdrich Co. LLC.
Sarstedt AG & Co. KG
Sarstedt AG & Co. KG
Ibidi GmbH

S8636
SCGPUOSRE

S9636

T8691-25G
83.3902.500
83.1832
82406

Tabelle 4 Zusitzliche Materialien fiir die Durchfithrung der in vitro-Versuche.
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21.1.6 Antikorper

Die im Projekt verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Antikorper

Produkt Hersteller Referenz
Akt (pan) (C67E7) Rabbit mAb Cell Signaling Technology, 46918
Inc.
Anti-3-Nitrotyrosine antibody [7A12AF6] Abcam plc. Ab110282
Anti-Mn-SOD Merck Millipore, Merck 06-984
KGaA
Anti-mouse IgG (whole molecule) Sigma-Alrdrich Co. LLC. A9044
Cu/Zn SOD pAb Enzo Life Sciences, Inc. ADI-SOD-100D
EC SOD, pAb Enzo Life Sciences, Inc. ADI-SOD-106D
eNOS Antibody Cell Signaling Technology, 9572
Inc.
Goat anti-Rabbit IgG (H+L)-HRPO, Dianova GmbH 111-035-003
MinX none
p44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5) Rabbit Cell Signaling Technology, 4695
mAb Inc.
PARP (46D11) Rabbit mAb Cell Signaling Technology, 9532
Inc.
Phospho-Akt (Serd73) (D9E) XP® Rabbit Cell Signaling Technology, 4060
mAb Inc.
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) Cell Signaling Technology, 4376
(Thr202/Tyr204) (20G11) Rabbit mAb Inc.
Phospho-Stat3 (Tyr705) (D3A7) XP® Cell Signaling Technology, 9145
Rabbit mAb Inc.
Stat3 (79D7) Rabbit mAb Cell Signaling Technology, 4904
Inc.
B-Actin Antibody Cell Signaling Technology, 4967

Inc.

Tabelle 5 Ubersicht iiber die verwendeten Antikorper.
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21.1.7

Verbrauchsmaterialien

Die im Projekt verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller Referenz
Cellstar® Tubes 15 ml Greiner Bio-One GmbH 188271
Cellstar® Tubes 50 ml Greiner Bio-One GmbH 227261
Costar ® 10 ml Stripette® Corning Incorporated 4488
Costar ® 25 ml Stripette® Corning Incorporated 4489
Costar ® 5 ml Stripette® Corning Incorporated 4487
CryoTube™ Vials Thermo Fisher Scientific, Inc. 368632
epT.I.P.S.® Standard/Bulk 100 — 5000 ul ~ Eppendorf AG 022492080
Rohre 50 ml Sarstedt AG & Co. KG 62.559.001
Rotilabo®-Probenbeutel, LDPE, Carl Roth GmbH + Co. KG 0638.1

70 x 100 mm

TabTop Microcentrifuge Tubes 1,5 ml Sorenson™ BioScience, Inc. 16130
TipOne 100 pl XL, Graduated, Filter Tip ~ Starlab International GmbH S1122-1830
(Sterile)

TipOne 10 pl Graduated, Filter Tip Starlab International GmbH S1121-3810
(Sterile)

TipOne 200 pl Graduated, Filter Tip Starlab International GmbH S1120-8810

(Sterile)

Tabelle 6 Ubersicht iiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien.
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21.1.8 Software

Die fiir die Auswertung verwendete Computersoftware ist in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Software

Produkt Hersteller Referenz
Adobe Photoshop CC Adobe Systems Software Version 19.0
Ireland, Ltd.
Endnote X7 Thomson Reuters Corporation Version X7.7.1 (Bld 11961)
GraphPad Prism Mac GraphPad Software, Inc. Version 6.0.c
Imagel 1.x National Institutes of Health, = Version 1.48v

LabWorks Analysis Software
MasterPlex® ReaderFit

Microsoft® Excel® for Mac
2011

Microsoft® Word for Mac
2011

Tecan i-control

USA

Biolmaging Systems UVP,
LLC.

Hitachi Software Engineering
America, Ltd.

Microsoft Corporation

Microsoft Corporation

Tecan Trading AG

Version 3.0

Version P122009-29
Version 14.0.0 (100825)
Version 14.0.0 (100825)

Version 1.10

Tabelle 7 Ubersicht iiber die verwendete Computersoftware.
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21.1.9

Gerate

Zum pipettieren wurden Standardpipetten der Firma Eppendorf AG verwendet. Weitere

verwendete Geréte sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Gerite

Produkt Hersteller Standort Referenz

Blood Gas Analyzer Radiometer Medical ApS Diisseldorf ABL700

Homogenisator Quigley-Rochester, Inc. Diisseldorf Braun-Sonic 125

Eagle 4000 patient Marquette Hellige GmbH Diisseldorf EGLANICN-20=SH

monitor

Electrophoresis Power  Consort bvba Diisseldorf EV245

Supply

Hématologiegerat Scil animal care company Diisseldorf Vet abc™
GmbH

Infinite M Plate Reader Tecan Trading AG Diisseldorf M1000Pro

CO; Inkubator Thermo Fisher Scientific, Inc. Diisseldorf HERACell 2401

Kleintier-HLM-System  Dipl.-Ing. Martin Humbs Diisseldorf Modell 2000

Laborschiittler Janke & Kunkel GmbH & Co.  Diisseldorf VIBRAX-VXR
KG IKA-Labortechnick

Novex™ Semi-Dry Thermo Fisher Scientific, Inc. Diisseldorf SD1000

Blotter

Reagenzglasschiittler Janke & Kunkel GmbH & CO.  Diisseldorf Vibrofix VF1
KG IKA-Labortechnick

Rollenmischer Phoenix Instrument GmbH Diisseldorf RS-TRO5

Small Animal Model Harvard Apparatus, Harvard Diisseldorf PY2 55-0000

683 Ventilator Biosciences, Inc.

Stablampe Schott AG Disseldorf KL 150 B

T/Pump® Heat Gaymar Industries, Inc. Diisseldorf TP702

Therapy Pump

Thermomixer Eppendorf AG Diisseldorf 5436

Isofluran VET.MED. Driagerwerk AG & Co. KGaA  Diisseldorf Vapor 19.3

Vapor

XCell SureLock™ Thermo Fisher Scientific, Inc. Diisseldorf EI0001

Mini-Cell

Zentrifuge Andreas Hettich GmbH & Co.  Diisseldorf Universal 16
KG

Zentrifuge Andreas Hettich GmbH & Co.  Diisseldorf Universal 32 R

KG

Tabelle 8 Ubersicht iiber die verwendeten Gerite.
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2.1.2 Methoden

21.21 in-vivo Ratten-EKZ mit DHCA

Um die I/R-Schiden an Rattenherzen und -aorten zu untersuchen, wurden Ratten einer
Operation mit extrakorporaler Zirkulation und DHCA unterzogen (Abb. 5). Hierfiir
wurde ein in der Arbeitsgruppe etabliertes Modell verwendet [28, 61, 80-82]. Alle hier
dargestellten Versuche fanden unter der Mitwirkung des Promovenden statt, wobei
diesem in der Initialphase assistierende Aufgaben iibertragen wurden, spéter jedoch
auch die durchfithrende Position zugesprochen wurde. Fiir die Versuche wurden
zwischen 400 und 500 g schwere minnliche Ratten verwendet. Zunichst wurde mit
Isofluran die Narkose eingeleitet und die Tiere mit einem Venenverweilkatheter der
GroBe 17 Gauge intubiert. Der Katheter wurde an die Beatmungsanlage angeschlossen.
Die Beatmung lief auf einer Frequenz von 70 /min mit einem Beatmungsdruck von
15 mmHg, einem Fluss von 1,8 1/min Sauerstoff sowie 3 % Isofluran zur Anésthesie.
Danach wurde das Tier rasiert und die Elektroden der Elektrokardiographie sowie
Pulsoxymetrie und Temperatursensor angeschlossen, um ein addquates Monitoring
sicherzustellen. Als Analgesie erhielt das Tier 5 ng/kg KG Fentanyl i.m. Im weiteren
Verlauf bekam das Tier jeweils 5 pg/kg KG Fentanyl pro Stunde iiber die HLM

verabreicht.

Um die Kleintier-HLM an die Ratte anzuschlieBen, wurden zunédchst ihre Gefilie
kaniiliert. Mit einem Skalpell wurde ein ungefdhr ein Zentimeter langer, medianer
Schnitt im Bereich der dorsalen Schwanzwurzel gesetzt. Mit einer Schere sowie einer
Pinzette wurde nun das subkutane Gewebe stumpf préipariert und die A. sacralis
mediana dargestellt. Das Gefdll wurde circa einen Millimeter breit erdffnet und ein
20 Gauge Venenverweilkatheter eingefiihrt. AnschlieBend wurde der Katheter fixiert.
Es folgte die erste arterielle Blutentnahme. Im Anschluss wurden dem Tier zur
Gerinnungshemmung 200 i.E. Heparin injiziert. Im Folgenden wurde die linke A.
femoralis auf Hohe der A. epigastrica inf. prépariert und mit einem Blutdruckkatheter
kaniiliert. AbschlieBend erfolgte die Préparation und Kaniilierung der V. jugularis

interna sinistra mit einem speziellen Jugulariskatheter.
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Abbildung 5: Extrakorporale Zirkulation im Rattenmodell

Abb. 5 Durchfithrung der extrakorporalen Zirkulation im Rattenmodell: A Arterielles Ende: (=)
arterieller Katheter der Herz-Lungen-Maschine, (--) Verlauf A. sacralis mediana, B Blutdruckkathether:
(=) Katheter der invasive Blutdruckmessung, (--) A./V. femoralis, C Vendses Ende: (=) venoser
Katheter der Herz-Lungen-Maschine, (--) Verauf V. jugularis interna, (o) EKG-Elektroden, D Tier
wiahrend der extrakorporalen Zirkulation: (--) Blutfluss der extrakorporalen Zirkulation, (o) EKG-
Elektroden, E OP-Setting: (=) Versuchstier, (I) Herz-Lungenmaschine, (II) Vapor, (III) Beatmungsgerit,
(IV) Uberwachungsmonitor, (V) Vapor der HLM, (VI) temperaturreguliertes Wasserbad.

Danach erfolgte der Anschluss an die extrakorporale Zirkulation. Hierzu wurde die
HLM mit 8 ml HES-Losung geprimt. AnschlieBend wurde zunédchst das vendse, dann
das arterielle Ende angeschlossen. Zeitgleich zum Anschluss an die HLM wurde die
Sauerstoff- und Isofluranzufuhr {iber die Lungenbeatmung eingestellt. Die
Beatmungsfrequenz wurde auf 28 /min gedrosselt. Uber den Membranoxygenator
wurden 1,4 1 Oymin sowie 2 % Isofluran verabreicht. Das Tier erhielt zur
Muskelrelaxation Cisatracurium iiber die HLM. Die Abkiihlung des Versuchstieres

erfolgte standardiesiert. Dabei wurde die Flussrate der HLM schrittweise
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temperaturabhéngig und gewichtsadaptiert reduziert. Bei 25 °C Korpertemperatur
wurde erneut arterielles Blut abgenommen. Mit dem Erreichen der Zieltemperatur von
16 °C wurde fiir 45 min der Fluss iiber die HLM unterbrochen. AnschlieBend begann
die Wiederaufnahme der Perfusion iiber die HLM bei gleichzeitiger Wiedererwiarmung
nach Schema auf 37 °C innerhalb von 40 Minuten. Es erfolgten weitere Blutabnahmen
bei 20 °C und 35 °C Korpertemperatur sowie notigenfalls eine Blutgasanalyse zur
Sicherstellung des Sdure-Base-Haushalts. Bis zum Ende der Wiedererwdrmungsphase
musste das Tier einen geregelten Rhythmus im EKG zeigen. Notigenfalls konnte durch
die Applikation von Magnesium die Konversion aus dem Kammerflimmern unterstiitzt

werden. Die I/R-Schiadigung war damit induziert.

Es folgte eine 60-miniitige Reperfusionsphase mit engmaschiger Kontrolle der
Vitalparameter und gegebenenfalls medikamentdser Interventionen, ehe die Euthanasie
erfolgte, um die Organe zur weiteren Analyse zu entnehmen. Hierfiir wurde dem Tier
eine letale Dosis Fentanyl verabreicht und dieses anschlieBend tiiber den
Schwanzkatheter mit 4 °C kalter isotonischer Kochsalzlosung gespiilt. Nun wurden
Thorax und Abdomen erdffnet und der Reihe nach Herz, thorakale Aorta, Lunge, Leber
und die Nieren entnommen. Die Organe wurden zu Teilen in Mikroreaktionsgefdf3en
direkt in fliissigem Stickstoff schockgefroren oder in histologischem Einbettmedium
konserviert. Alle Proben wurden bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Auf

diese Weise wurden Organproben mit I/R-Schiden fiir die weitere Analyse gewonnen.

2.1.2.2 SOD3-Plasmaaktivitat

Um die durch die SOD3-E124D-Mutation erwarteten Unterschiede in der
Enzymfunktion der SOD3 zu belegen, wurde die Plasmaaktivitdt bestimmt. Untersucht
wurden hierbei Plasmaproben des Zeitpunktes T1 (vor EKZ), T2 (bei 25 °C Abkiihlung)
und T5 (Euthanasie). Um die Aktivitit der SOD3 zu messen, wurden zunéchst reaktive
Sauerstoffspezies in den Plasmaproben erzeugt, welche dann in einer spiteren
Inkubationsphase teilweise entgiftet wurden. Zuriickgebliebene Radikale wurden mit

Hilfe einer Farbreaktion angefarbt [83].

Zuerst wurden die Plasmaproben fiir zwei Minuten bei 15.000 G zentrifugiert.

AnschlieBend wurden je Probe 100 pl Plasma in jeweils drei verschiedene
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Mikroreaktionsgefdfle gegeben. Da die Plasmaproben neben der zu untersuchenden
SOD3 auch andere Enzyme enthalten, die Einfluss auf reaktive Sauerstoffspezies
nehmen kénnen, mussten diese Enzyme zunichst spezifisch inaktiviert werden. Dies
erfolgte thermisch. Es wurde jeweils ein Mikroreaktionsgefd3 bei Raumtemperatur,
eines bei 60 °C und eines bei 95 °C fiir jeweils 10 Minuten inkubiert. Die Inkubation
bei Raumtemperatur diente als Kontrollgruppe. In dieser Gruppe wurden keinerlei
Plasmaenzyme inaktiviert. Um die Hintergrundaktivitit durch Katalasen zu
unterdriicken, wurden diese bei 60 °C inaktiviert. Da die Superoxiddismutase jedoch
erst ab Temperaturen oberhalb von 75 °C in ihrer Aktivitét eingeschrankt wird, ist diese
lediglich in der 95 °C-Gruppe inaktiviert worden [84]. Die Differenz der 60 °C- und der
95 °C-Gruppe ergab demnach die Gesamtaktivitit der Superoxiddismutasen in der
jeweiligen Plasmaprobe. Da die SOD3 als einzige Isoform extrazelluldr und damit im
Plasma vorkommt, ist diese errechnete Gesamtaktivitit mit der spezifischen Aktivitit

der SOD3 gleichzusetzen.

AnschlieBend an die thermische Inaktivierungsphase wurde jedem Mikroreaktionsgetfald
200 pl Losung A, 500 pl Puffer Z sowie 200 ul Losung C hinzugefiigt (Tabelle 9 — 12).
Es erfolgte eine weitere Inkubationsphase fiir 30 Minuten bei 37 °C. Wéhrenddessen
wurde fiir jedes Mikroreaktionsgefd3 ein Zentrifugenrohrchen vorbereitet und mit 2 ml
Losung C versetzt. Der Inhalt der Mikroreaktionsgefd3e wurde nun vollstindig in die
korrespondierenden  Zentrifugenrohrchen {berfiihrt. Hierbei bildete sich ein
Farbumschlag. Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden je 250 pl
Probenlosung in eine Multiwellplatte tiberfiihrt. Es erfolgte eine Absorptionsmessung

im Plate Reader bei einer Wellenldnge von 550 nm.

Tabelle 9: Pufferlosung Z

Puffer Z
Aqua dest. 1000 ml
100 uM NaEDTA 37 mg
20,8 mM KH2PO4 2,83 g
15,6 mM Na,B,0, 3,14¢

iiber Nacht rithren, pH = 7,8 einstellen und bei 4 °C lagern

Tabelle 9 Zusammensetzung des Probenpuffers.
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Tabelle 10: Substratlosung A

Losung A
Puffer Z 500 ml
3,54 mM Hydroxylaminsulfonsdure 200 mg
0,4 mM Hypoxanthin 27,6 mg

Tabelle 10 Zusammensetzung der Substratlosung.

Tabelle 11: Enzymlosung B

Losung B

Puffer Z 50 ml
Xanthin Oxidase 1,25 mU/ml

Tabelle 11 Zusammensetzung der Enzymldsung.

Table 12: Farbelosung C

Losung C

Aqua dest. 1000 ml
Sulfanylséure 300 mg
N-1 Naphtylethylendiamin 5 mg

Tabelle 12 Zusammensetzung der Farbelosung.

Je stirker der Farbumschlag einer Probe, desto grofer war in dieser die Konzentration
an reaktiven Sauerstoffspezies. Dem theoretischen Modell folgend wurde nun zunichst
kontrolliert, ob die gemessene Absorption in der Kontrollgruppe ohne thermische
Inaktivierung der Plasmaenzyme (Raumtemperatur) geringer war als diese der Gruppen
mit thermischer Inaktivierung. AnschlieBend wurden die Absorptionswerte der
thermisch inaktivierten Gruppen wie beschrieben subtrahiert. Auf diese Weise konnte
die relative Aktivitit der SOD3 in den Plasmaproben bestimmt werden, um die
genotypisch bedingte Verdnderung der SOD3-Aktivitit im Tiermodell auch
phénotypisch zu belegen.
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21.2.3 Messung der Plasmahamolyse

Um die zunehmende Hiamolyse im Rahmen der extrakorporalen Zirkulation quantitativ
zu untersuchen, wurde die Absorption von freiem Hamoglobin zum Zeitpunktes T1 (vor
EKZ) und TS5 (Euthanasie) im Plasma gemessen. In einer Multiwellplatte wurden je
20 pl Plasma pipettiert. AnschlieBend erfolgte eine Messung der Absorption fiir die
Wellenldngen 414 nm, 541 nm und 576 nm im Plate Reader [85]. Auf diese Weise

konnte das freie Himoglobin im Plasma quantitativ bestimmt werden.

21.2.4 Western Blot-Analyse der Organproben

Um Proteinanalysen der Organlysate durchzufiihren, wurden Western Blots angefertigt
[86]. Um den Proteingehalt der Organproben zu analysieren, wurden diese zunichst
lysiert. Mit einem Morser wurden die gefrorenen Organe pulverisiert ohne diese
anzutauen. AnschlieBend wurden jeweils 50 mg Organpulver in 750 ul M-PER Puffer
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) lysiert. Dem Puffer wurden zuvor
Protease- und Phosphotaseinhibitoren zugesetzt. AnschlieBend wurden die Lysate durch
ein Ultraschallgerdt fiir 15 s bei 70 Hz homogenisiert. AbschlieBend wurden die
Organlysate 15 Minuten lang bei 15.000 G zentrifugiert. Aus den Uberstinden wurden
durch zwei verschiedene Assays die Proteinmenge der Organlysate bestimmt. Fiir die
Herzproben und Kardiomyozytenlysate wurde der Bradford Assay (Sigma-Aldrich Co.
LLC, St. Louis, MO, USA) verwendet [87]. Die Aortenproben wurden mit dem BCA
Assay (Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, USA) auf ihren Proteingehalt
untersucht [88]. Es wurde fiir beide Assays das Standardprotokoll des Herstellers

verwendet.

Fiir die Gelelektrophorese wurden zundchst 10 % Tris-Glycin-Gele gegossen (Tabelle
13). Hierfiir wurden zunéchst die Zutaten des Trenngels gemischt und in die Gelkassette
gegossen. Nachdem das Trenngel polymerisiert war, wurde das zuvor angesetzte
Sammelgel der Kassette hinzugefiigt und ein Gelkamm eingesetzt. Nach erneuter

Polymerisation wurden die Kassetten bei 4 °C feucht gelagert.
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Tabelle 13: 10 % Tris-Glycin-Gel

Trenngel Sammelgel
Aqua dest. 4,8 ml Aqua dest. 3,5ml
Tris Base 1,5 M pH 8,8 2,5ml Rotiphorese Gel 40 720 pl
Rotiphorese Gel 40 2,5ml Tris Base 0,5 M pH 6,8 650 pl

20 % SDS in Aqua dest. 50 ul 20 % SDS in Aqua dest. 25 pl
10 % APS in Aqua dest. 100 ul 10 % APS in Aqua dest. 50 ul
TEMED 5ul TEMED Sul

Tabelle 13 Zutaten zum Gielen eines 10 % Tris-Glycin-Gels fiir die Gelelektrophorese im Rahmen von

Western Blots.

AnschlieBen wurden die Organlysate fiir die Gelelektrophorese vorbereitet. Fiir die
Herzproben wurden jeweils 30 pg, fiir die Aortenproben 20 pg und fiir die
Kardiomyozytenproben 50 pg Gesamtprotein aufgetragen. Die entsprechenden
Volumina der Organlysate wurden mit einem Viertel ihres Volumens an Laemmli-
Puffer (4X) ergidnzt (Tabelle 14). Die Proben wurden daraufthin kurzzeitig geriihrt, ehe
sie fiir eine halbe Minute mit maximal 20.000 G zentrifugiert wurden. AbschlieBend
wurden die Proben flinf Minuten lang bei 95 °C erwidrmt. Proben, die mit dem 3-
Nitrotyrosine-Antikorper inkubiert werden, wurden mit Laemmli-Puffer (4X) ohne

Mercaptoethanol behandelt und abschlieBend nicht gekocht.

Tabelle 14: Laemmli-Puffer (4X)

Laemmli-Puffer (4x)

1,5M Tris 18,2 ml
20 % SDS in Aqua dest. 9 ml
Glycerol 36,8 ml
Mercaptoethanol 27 ml
Aqua dest. 9 ml
Bromphenolblau 40 mg

Tabelle 14 Zutaten zur Herstellung von Laemmli-Puffer (4X). Fiir den 3-Nitrotyrosine Antikérper wurde

Laemmli-Puffer (4X) ohne Mercaptoethanol verwendet. Die restlichen Zutaten blieben unverandert.

Um die unterschiedlichen Proteine in den Proben nach ihrem Molekulargewicht
aufzutrennen, wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die Gelkassetten wurden in
die Gelkammer eingespannt und diese mit /X Tris-Glycine SDS Buffer (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) gefiillt. Zusétzlich wurde als Marker eine
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Mischung aus 5 pl Page Ruler Plus und 2 ul Super Signal Protein Ladder (jeweils
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) in die Taschen pipettiert. Die
Gelelektrophorese lief auf einer maximalen Spannung von 200 V und einer maximalen
Stromstérke von 20 mA pro Gel. Nachdem die Proben das Sammelgel verlassen hatten,
wurde die maximale Stromstirke auf 70 mA pro Gel angehoben. Nach Vollendung der

Gelelektrophorese waren alle Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

Um die Proteine aus dem Gel auf eine PVDF-Membran zu tiberfiihren, wurde eine SDS-
Page nach der Semi-Dry Methode durchgefiihrt. Das Gel und die zuvor kurz in
Methanol aktivierte PVDF-Membran wurden zwischen Whatman Paper gelegt und in
Transferpuffer getrinkt. Der Transfer lief {iber 90 Minuten auf einer maximalen
Spannung von 13 V und einer maximalen Stromstdrke von 400 mA. Die Proteine

wurden somit aus dem Gel auf eine PVDF-Membran tibertragen.

Damit densitometrisch spezifische Proteinbanden untersucht werden konnten, erfolgte
eine Antikorperbehandlung. Zunichst wurde die PVDF-Membran fiir 60 Minuten in
5 % Magermilch-TBST blockiert (Tabelle 15). Anschlieen erfolgte iiber Nacht bei
4 °C die Inkubation im Erstantikorper (Tabelle 16-18). Am nédchsten Morgen wurden
die Membranen drei Mal fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur in TBST gewaschen und
anschlieBend im Zweitantikorper inkubiert (Tabelle 16-18). Hierauf folgte ein erneuter
Waschdurchgang. Die Membranen wurden nun mit 500 pl Chemolumineszenz-Substrat
versetzt und ihre Signale von einer Kamera detektiert. Somit konnten densitometrisch

spezifische Proteinbanden untersucht werden.

Tabelle 15: 10X TBST Puffer

10X TBST Puffer
Tris Base 60,5¢g
NaCl 87,6 g
Aqua dest. 800 ml
mit 37 % HCI auf pH = 7,5 einstellen
Tween 20 10 ml

auf 1 1 mit Aqua dest. auffiillen

Tabelle 15 Herstellung von 10X TBST-Puffer als Stocklosung. Zu Verwendungszwecken wurde dieser
im Verhéltnis 1:10 in destilliertem Wasser zu 1X TBST-Puffer verdiinnt.
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Um eine Ladungskontrolle durchzufiihren, wurde die Membran einem Stripping

unterzogen [89]. Die Membran wurde mit 1000 ul Stripping Buffer (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) versetzt und fiir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert.

Im Anschluss erfolgte fiir 60 Minuten ein erneuter Blockierschritt in 5 % Magermilch-

TBST ehe die Inkubation im Erstantikorper durchgefiihrt wurde.

Tabelle 16: Western Blot Antikoérper Herzgewebe

Erstantikorper Konz. Zweitantikorper Konz. Inkubation
p-p44-42 MAPK 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
CS #4376 % BSA- % Milch-
TBST TBST
p4-42 MAPK 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
CS #4695 % BSA- % Milch-
TBST TBST
pSTAT3 CS #9145 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
% BSA- % Milch-
TBST TBST
tSTAT3 CS #4904 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
% BSA- % Milch-
TBST TBST
pAKT CS #4060 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
% BSA- % Milch-
TBST TBST
AKT (pan) 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
CS #4691S % BSA- % Milch-
TBST TBST
B-Actin CS #4957 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
% BSA- % Milch-
TBST TBST
eNOS CS #9572 1:500in 5% Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 120 min
BSA-TBST Milch-TBST
PARP CS #9532 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
% BSA- % Milch-
TBST TBST
Anti-3-Nitrotyrosine  1:1000 in 5 Sigma A9044 1:10000 in 5 60 min
ab110282 % BSA- % Milch-
TBST TBST
SOD1 Enzo 1:2000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
#ADI-SOD-100D % BSA- % Milch-
TBST TBST
SOD2 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
Millipore #06-984 % BSA- % Milch
TBST TBST
SOD3 Enzo 1:500in 5% Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 120 min
#ADI-SOD-106-D BSA-TBST Milch-TBST

Tabelle 16 Antikorperkonzentrationen und Inkubationszeiten beim Western Blot von Herzproben.
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Tabelle 17: Western Blot Antikorper Aortengewebe

Erstantikorper Konz. Zweitantikorper Konz. Inkubation
p-p44-41 MAPK 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
CS #4376 % BSA- % Milch-
TBST TBST
p44-42 MAPK 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
CS #4695 % BSA- % Milch-
TBST TBST
pSTAT3 CS #9145 1:500in 5% Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 60 min
BSA-TBST Milch-TBST
tSTAT3 CS #4904 1:500in 5 %  Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 60 min
BSA-TBST Milch-TBST
pAKT CS #4060 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:5000 in 5 % 60 min
% BSA- Milch-TBST
TBST
AKT (pan) 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:5000 in 5 % 60 min
CS #4691S % BSA- Milch-TBST
TBST
B-Actin CS #4957 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 120 min
% BSA- % Milch-
TBST TBST
eNOS CS #9572 1:300in 1 % Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 120 min
BSA-TBST Milch-TBST
SOD1 Enzo 1:2000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
#ADI-SOD-100D % BSA- % Milch-
TBST TBST
SOD2 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 60 min
Millipore #06-984 % BSA- % Milch-
TBST TBST
SOD3 Enzo 1:500in 5% Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 180 min
#ADI-SOD-106-D BSA-TBST Milch-TBST

Tabelle 17 Antikorperkonzentrationen und Inkubationszeiten beim Western Blot von Aortenproben.
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Tabelle 18: Western Blot Antikérper Kardiomyozyten

Erstantikorper Konz. Zweitantikorper Konz. Inkubation
p-p44-42 MAPK 1:500in 5 %  Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 120 min
CS #4376 BSA-TBST Milch-TBST
p4-42 MAPK 1:500in 5 %  Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 120 min
CS #4695 BSA-TBST Milch-TBST
pSTAT3 CS #9145 1:500in 5%  Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 120 min
BSA-TBST Milch-TBST
tSTAT3 CS #4904 1:500in 5 %  Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 120 min
BSA-TBST Milch-TBST
B-Actin CS #4957 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:5000 in 5 % 120 min
% BSA- Milch-TBST
TBST
SOD1 Enzo 1:2000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 120 min
#ADI-SOD-100D % BSA- % Milch-
TBST TBST
SOD2 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:10000 in 5 120 min
Millipore #06-984 % BSA- % Milch-
TBST TBST
SOD3 Enzo 1:300in 1 % Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 120 min
#ADI-SOD-106-D BSA-TBST Milch-TBST
3-Nitrotyrosine 1:1000 in 5 Sigma A9044 1:5000 in 5 % 120 min
% BSA- Milch-TBST
TBST

Tabelle 18 Antikdrperkonzentrationen und Inkubationszeiten beim Western Blot von Kardiomyozyten.

21.2.5 Angiotensin II-ELISA

Um die Plasmakonzentration von Angiotensin II zu messen, wurde ein ELISA
durchgefiihrt (Enzo Life Sciences, Inc., Farmingdale, NY, USA). Es wurden die
Plasmaproben der Zeitpunkte T1 (vor EKZ), T2 (25 °C Abkiihlung) und T5
(Euthanasie) untersucht. Der ELISA wurde nach dem empfohlenen Herstellerprotokoll
durchgefiihrt. Die Standardkurve wurde mit der Software Readerfit (Hitachi Solutions
America, Ltd., Greenville, SC, USA) berechnet.

2.1.2.6 Isolation adulter Kardiomyozyten

Fiir die Untersuchung adulter Rattenkardiomyozyten wurden Zellen mithilfe einer selbst
gebauten Langendorff-Anlage isoliert und eine Primarkultur angelegt. Fiir die Versuche
wurden Tiere mit einem Mindestgewicht von 250 g verwendet. Fiir die Zellisolation

und Kultivierung wurde ein modifiziertes Protokoll nach Vorlage von Louch et al [90]
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verwendet. Das Zellkulturmedium, die /X Control Solution sowie die Enzyme Solution

wurden in ihrer Zusammensetzung verdandert (Tabelle 19-21).

Tabelle 19: Zellkulturmedium

CCT-M199 Zellkulturmedium

M199 500 ml
Creatine 0,3275 g
Carnitine 0,198 g
Taurine 0,313 g
HEPES 1,L1I9g

Penicillin/Streptomycin 5 ml
Sodium Pyruvat (100X) 5 ml
ITS (100X) S5ml
steril filtern und bei 4 °C lagern

Tabelle 19 Zusammensetzung des Zellkulturmediums fiir die primére Kultur adulter Kardiomyozyten.

Tabelle 20: 1X Control Solution

1000 ml Control Solution (1X)

Glucose 40¢g
Control Solution (10X Stock) 100 ml
Aqua dest. 900 ml

pH = 7.4 einstellen, steril filtern und bei 4 °C lagern

Tabelle 20 Zusammensetzung der 1X Control Solution fiir die Isolation adulter Kardiomyozyten.

Tabelle 21: Enzyme Solution

150 ml Enzyme Solution

Collagenase Type I 75 mg
Protease 9 mg
100 mM Calcium Stock 20 pl
Control Solution-BSA 150 ml
steril filtern

Tabelle 21 Zusammensetzung der Enzymlosung fiir die Perfusion der Rattenherzen.

Um die Zellhaftung zu verbessern, wurden die Zellkulturplatten mit Laminin, in einer

Konzentration von 20 pg/ml geldst in DPBS, beschichtet.

Die Explantation wurde ebenfalls modifiziert. Nachdem die Tiere mit 750 ul’kg KG

Pentobarbital anisthesiert wurden und keine Schmerzreflexe mehr auszulosen waren,
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wurde zundchst mit einer zwei cm langen, medianen Laparatomie die Abdominalhdhle
eroffnet und die Gefae des Retroperitoneums dargestellt. Nun wurde dem Tier {iber die
Vena cava inferior 300 i.E./kg KG Heparin verabreicht. Nach einer flinfminiitigen
Inkubationszeit wurden im Folgenden zundchst die groBen Abdominalgefilie
durchtrennt, umgehend der Thorax er6ffnet und das Herz pripariert. Die Aorta wurde
auf Hohe des Pars descendens entnommen, die verbliebenen Geféalle herznah abgesetzt.
Nun wurde das Herz in eine Petrischale mit eisgekiihlter Control Solution-BSA
tiberfiihrt. Die Aorta wurde auf einem 17 Gauge Venenverweilkatheter aufgefadelt und
proximal der GefdBBabgidnge mit einem chirurgischen Faden der Stirke USP 4.0 fixiert.
Am weiteren Vorgehen wurden keine Anderungen vorgenommen. So wurden adulte
Rattenkardiomyozyten isoliert und kultiviert, um sie in in vitro-Experimenten

weiterfithrend zu untersuchen (Abb. 6).

Abbildung 6: Zellisolation mit Langendorff-Anlage

Abb. 6 Zellisolation: A Langendorff-Anlage: (O) Perfusionskammer, (=) Herz, (I) Rollerpumpe, (II)
temperaturreguliertes Wasserbad, (III) Membranoxygenator, (IV) Perfusionslosungen, (V) Blasenfang;
B Nahaufnahme Herzperfusion.
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2.1.2.7 Assays adulter Kardiomyozyten

Zur ndheren Untersuchung der kultivierten Kardiomyozyten wurden zwei verschiedene
Assays angewendet. Um die intrazelluldr entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies in
der adulten Primirkultur aus Kardiomyozyten zu bestimmen, wurde mit am Vortag
isolierten und kultivierten Kardiomyozyten ein CellROX-Assay (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) durchgefiihrt. Hierfiir wurden zunichst
Stimulantien im Medium gelost, die Wells der 96-Well-Zellkulturplatten abgesaugt und
mit je 100 ul der auf 37 °C vorgewdrmten Mischung aus Stimulanz und Medium
bedeckt (Tabelle 22). Es erfolgte eine vierstiindige Inkubation im Zellinkubator bei
37 °C und 5 % Kohlenstoffdioxid.

Tabelle 22: Stimulanzien der Kardiomyozyten-Assays

Gruppe Stimulanz Losungsmittel
Kontrolle

DMSO 20 ul DMSO
Menadione 100 uM Menadione 20 pul DMSO
SOD1 100 U/ml SOD1 20 ul DMSO

Tabelle 22 Die Zellen wurden fiir jeweils vier Stunden mit den entsprechenden Stimulanzien inkubiert,
ehe mit dem CellROX Assay (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) die entstandenen
reaktiven Sauerstoffspezies sowie mit dem DAF-FM Assay (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA)

der Level an Stickstoffmonoxid in den Zellen bestimmt wurde.

Wiéhrenddessen wurden 15 ml HBSS mit 30 ul CellROX Deep Red Reagent versetzt
und im Wasserbad vorgewédrmt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden alle Wells
abgesaugt und mit je 100 pl der HBSS-Cel/[ROX-Losung bedeckt. Es erfolgte eine
erneute Inkubation von 20 Minuten im Zellkulturinkubator. AnschlieBend wurden die
Wells abgesaugt und zunichst mit HBSS gespiilt, ehe sie mit 100 ul HBSS bedeckt
wurden. Es erfolgte die Messung im auf 37 °C vorgewiarmten Plate Reader. Hierbei
wurde fiir 30 Minuten im Abstand von je zwei Minuten eine Kinetik gemessen. Die
Anregung der Zellen erfolgte mit einer Wellenldnge von 655 nm, die Emission wurde

bei 644 nm detektiert.

Zur Bestimmung der intrazelluldiren Konzentration an Stickstoffmonoxid in den

kultivierten Kardiomyozyten wurde ein DAF-FM Assay (Molecular Probes Inc.,
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Eugene, OR, USA) durchgefiihrt. Dieses erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie das
CellROX-Assay. Jedes Well wurde nun jedoch mit je 100 ul HBSS-DAF-FM-Lsung
(20 pul DAF-FM Diacetate in 15 ml HBSS) inkubiert. Die kinetische Messung im Plate
Reader erfolgte bei einer Anregungswellenlinge von 495 nm und einer
Emissionswellenldinge von 515 nm. Aufgrund des Wellenldngenunterschiedes
gegeniiber dem CellROX Assay wurden beide Assays im Rahmen eines sogenannten

Multiplexings gleichzeitig durchgefiihrt.

Um die Messwerte eines Wells auf den Proteingehalt normieren zu kdnnen, wurden die
Zellen lysiert. Hierfiir wurde zu jedem Well 100 pul RIPA-Puffer dazugegeben (Tabelle
23). Die Zellkulturplatten wurden {iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am Folgetag wurde
eine Proteinbestimmung mittels Bradford Assay (Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis,
MO, USA) durchgefiihrt.

Tabelle 23: RIPA-Puffer

RIPA-Puffer

Natriumchlorid 1,752 g
IGEPAL CA 630 2 ml
DOC lg

20 % Natriumlaurylsulfat in Aqua dest. 1 ml
1,5 M Tris Base pH = 8,0 6,67 ml

Mit Aqua dest. auf 200 ml auffiillen

Tabelle 23 Zusammensetzung des RIPA-Puffers fiir die Lyse kultivierter Kardiomyozyten im Rahmen

der Proteinbestimmung mittels Bradford Assay.

Zur Auswertung wurde der Bereich des linearen Anstiegs der Emissionswerte bestimmt.
Fiir diesen Zeitabschnitt wurde nun der erfolgte Gesamtanstieg ermittelt und fiir die
einzelnen Versuchsgruppen die Mittelwerte bestimmt. Diese wurden auf die jeweilige
durchschnittliche Proteinmenge der Wells einer Versuchsgruppe normiert. Somit konnte
intrazelluldr der Level an reaktiven Sauerstoffspezies sowie an Stickstoffmonoxid in
primdren Rattenkardiomyozyten gemessen werden, um die Zellen somit ndher zu

untersuchen.
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2.1.2.8 Western Blot adulter Kardiomyozyten

Damit Western Blots mit Kardiomyozyten durchgefiihrt werden kdnnen, miissen diese
zunéchst isoliert werden. Die Isolation der Kardiomyozyten erfolgte dquivalent zu den
Zellassays. AnschlieBend wurden die Zellen jedoch nicht kultiviert. Es wurden 1,5
Millionen Zellen in 1 ml Medium resuspendiert und als Suspension in
MikroreaktionsgefdBle gegeben. Die Deckel dieser Rohrchen wurden zuvor perforiert,
um eine Ventilation zu ermoglichen. AnschlieBend wurden die Rohrchen im
Zellinkubator fiir vier Stunden hypoxisch bei 37 °C, 5 % CO; und 1 % O, inkubiert. Als
Kontrollgruppe wurden Zellen in Suspension flir vier Stunden normoxisch bei 37 °C,
5 % CO; und 21 % O, inkubiert. Danach wurden die Zellréhrchen fiir 5 Minuten bei
250 G zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpalett in 250 ul M-
PER Puffer (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) mit Protease- und
Phosphotaseinhibitoren lysiert. Das Zelllysat wurde nun per Ultraschall mit einer
Frequenz von 70 Hz homogenisiert und fiir 15 Minuten bei 15.000 G zentrifugiert.
AbschlieBend wurde der Uberstand in ein neues MikroreaktionsgefdB iiberfiihrt und bei
-80 °C gelagert. Die anschlieBende Proteinbestimmung sowie die Durchfiihrung des
Western Blots erfolgten nach dem oben beschriebenen Protokoll (2.1.2.4 Western Blot-
Analyse der Organproben).

21.29 Statistische Auswertung

Um die Aussagekraft der einzelnen Experimente statistisch zu belegen, erfolgte eine
computerunterstiitzte Auswertung der Messergebnisse. Sofern nicht im jeweiligen
Methodenkapitel gesondert beschrieben, wurden die gesammelten Rohdaten in das
Programm Prism 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) iibertragen. Mithilfe
von Prism 6 wurden jeweils die Mittelwerte, der Standardfehler sowie die
Standardabweichung der einzelnen Messgruppen berechnet. Die Grafiken und Daten in
dieser Arbeit geben Mittelwerte und Standardfehler an beziehungsweise zeigen
Boxplots vom Minimum zum Maximum. Im Text werden Mittelwerte mit
Standardabweichung  genannt.  Zur  Uberpriifung  statistisch  signifikanter
Gruppenunterschiede wurden die Daten durch Mann-Whitney-U-Tests untersucht.

Statistische Signifikanz wurde ab p-Wert < 0,05 angenommen.
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2.2 Der Kalziumsensitizer Levosimendan

2.2.1 Materialien

2211 Versuchstiere

Die Versuche wurden entsprechend der geltenden Tierschutz-Versuchstierverordnung
durchgefiihrt und durch das Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen (LANUV) mit dem Aktenzeichen: 84-02.04.2013A436
genehmigt. Die verwendeten Versuchstiere wurden von Janvier Labs (Le Genest-Saint-
Isle, Frankreich) bezogen und in der =zentralen Tierforschungseinrichtung des
Universititsklinikum Diisseldorf unter Standard-Laborbedingungen gehalten und mit

Wasser und Futter ad libitum versorgt [61].

Tabelle 24: Versuchsgruppen

Versuchsgruppe Gruppengrofie
Vehikelkontrolle n=>5
Levosimendan n=4

Tabelle 24 Ubersicht iiber die beiden Versuchsgruppen und die entsprechenden GruppengroBen.

2.2.1.2 Ausschlusskriterien

Fiir diese Versuche wurden erneut die im Kapitel 2.1.1.2 formulierten Kriterien
angewandt. Insgesamt wurden drei Tiere aus kardialen Ursachen und jeweils eins
aufgrund von Problemen mit der Kiihlung respektive Andsthesie nicht in die

Auswertung eingeschlossen [61].

2.21.3 Erganzungen

Fiir die Durchfiihrung der Versuche und Analysen wurden dieselben Materialien wie
bereits in den Kapiteln 2.1.1.3 bis 2.1.1.9 beschrieben verwendet. Zusédtzlich bendtigte
Materialien sind in Tabelle 25 aufgefiihrt [61].
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Tabelle 25: Erginzungen Materialien

Produkt Hersteller Referenz
Levosimendan (Simdax®) Orion Pharma GmbH PZN 9923605
p38 MAPK Antibody Cell Signaling Technology, 9212

Inc.
Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Cell Signaling Technology, 9211
Antibody Inc.
Povidone Sigma-Alrdrich Co. LLC. P2472-50G
Sodium citrate Sigma-Alrdrich Co. LLC. 1618859-1G

Tabelle 25 Zusitzliche Materialien im Levosimendanprojekt. Die dariiberhinaus verwendeten Materialien

und Gerite sind in den Kapiteln 2.1.1.3 bis 2.1.1.9 beschrieben.

2.2.2 Methoden

2.2.21 in-vivo Ratten-EKZ mit DHCA

Zur Indizierung der I/R-Schidigung wurde das im Kapitel 2.1.2.1 beschriebene und in
der Arbeitsgruppe etablierte EKZ-Modell mit DHCA angewendet [28, 61, 80-82]. Fiir
die Versuche wurden ménnliche Wistar-Ratten mit einem Korpergewicht zwischen
400 und 500 g verwendet. Nachdem die entsprechenden GefidBle wie beschrieben
kaniiliert waren, wurde entweder 12 pg/kg KG Levosimendan (Levosimendan) in
500 pl 0,9 % NaCl oder die dquivalente Menge Vehikellosung (Vehikelkontrolle) mit
einem Jugularvenenperfusor {iber den Zeitraum von 5 Minuten kontinuierlich appliziert.
Aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit von Levosimendan wurde dieses zuvor
gelost (Tabelle 26). Die Medikamentenldsung orientiert sich am entsprechenden Patent
des klinisch verwendeten Medikamentes Simdax® (US Patent 6730673). AnschlieSend
wurden die Tiere an die HLM angeschlossen und die EKZ gestartet. Wahrend der
Versuche wurden zu sechs Zeitpunkten Blutuntersuchungen durchgefiihrt (ta:
Kantilierung, tg: EKZ-Beginn, tc: 25 °C Kiihlung, tp: 20 °C Wiedererwdrmung,
tg: 35 °C Wiedererwirmung, tp: Euthanasie) [61].
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Tabelle 26: Zusammensetzung der Levosimendan- und Vehikellosung

Levosimendan Vehikel
Levosimendan 1,25 mg
Povidone 10 mg Povidone 10 mg
Citrat 2mg Citrat 2 mg
Ethanol 1 ml Ethanol 1 ml

12 pg/kg KG Levosimendan in 500 pl NaCl 0,9 % verdiinnen

Tabelle 26 Bestandteil der applizierten Medikamentenldsung (Levosimdan) respektive des Vehikels

(Vehikelkontrolle).

2.2.2.2 Western Blot

Um mogliche Einfliisse der Levosimendantherapie auf den Proteingehalt im

Herzgewebe zu untersuchen, wurden Western Blots durchgefiihrt. Methodisch wurde

dabei analog zu Kapitel 2.1.2.4 verfahren. Tabelle 27 gibt einen Uberblick iiber die

verwendeten Antikorperkonzentrationen und —inkubationszeiten [61].

Tabelle 27: Western Blot Antikérper

Erstantikorper Konz. Zweitantikorper Konz. Inkubation

pSTAT3 CS #9145 1:500in 5%  Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 60 min
BSA-TBST Milch-TBST

tSTAT3 CS #4904 1:500in 5%  Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 60 min
BSA-TBST Milch-TBST

pAKT CS #4060 1:500in 5%  Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 60 min
BSA-TBST Milch-TBST

AKT (pan) 1:500in 5% Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 60 min

CS #46918S BSA-TBST Milch-TBST

PARP CS #9532 1:1000 in 5 Dianova #111-035-003  1:5000 in 5 % 60 min
% BSA- Milch-TBST
TBST

p-p38 MAPK 1:500in 5% Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 60 min

CS #9211 BSA-TBST Milch-TBST

p38 MAPK 1:500in 5%  Dianova #111-035-003 1:5000 in 5 % 60 min

CS #9212 BSA-TBST Milch-TBST

Tabelle 27 Antikorperkonzentrationen und Inkubationszeiten beim Western Blot.
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2.2.2.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung orientiert sich an der bereits beschriebenen Methodik
(Abschnitt 2.1.2.9). Um die statistische Aussagekraft der Ergebnisse zu erhohen, wurde
zusitzlich die Effektstirke nach Cohen berechnet sowie eine Poweranalyse

durchgefiihrt [61].

3 Ergebnisse

3.1 Die extrazellulare Superoxiddismutase

Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden zu groBen Teilen in der
zugehorigen Publikation von Pinto et al. [82] verdffentlicht. Zur Erleichterung des
Leseflusses wurde darauf verzichtet nach jedem Ergebnis einzeln auf die Publikation zu
verweisen. Stattdessen sind die ensprechenden Ergebnisse abschnittsweise als Zitat

gekennzeichnet.

3.1.1 Vitalparameter

Wihrend des gesamten Versuches wurden die Vitalparameter Herzfrequenz, arterieller
Blutdruck, Korpertemperatur sowie die periphere Sauerstoffsdttigung mit einem
Monitor iiberwacht. Die gemessenen Vitalparameter wurden protokolliert (6.1 EKZ
Protokoll). Zum Beginn der Operation (t;) betrug die Herzfrequenz im Mittel
HF =273 + 28 /min in der SOD3-kompetenten Kontrollgruppe und HF = 266 + 44 /min
in der SOD3-E124D-Gruppe (Abb. 7). Mit Beginn der EKZ und wihrend der Kiihlung
fiel die Herzfrequenz in beiden Gruppen bis zum Beginn des DHCA ab. Bei
verminderter SOD3-Aktivitdt geschah dieser Abfall jedoch insgesamt vergleichsweise
schneller (t3: SOD3-kompetente Kontrolle HF = 254 + 35 /min; t;: SOD3-E124D
HF =199 + 67 /min) (Abb. 7). Nach Beendigung des hypothermen Kreislaufstillstands
stieg die Herzfrequenz wihrend der Wiedererwdrmung wie geplant in beiden Gruppen
an. Die SOD3-kompetente Kontrollgruppe erreichte hierbei eine mittlere Frequenz von
bis zu HF = 201 £+ 61 /min und damit rund 74 % ihres urspriinglichen physiologischen
Ausgangswertes vor Versuchsbeginn. Bei vorliegendem Defizit in der SOD3-Aktivitét
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wurde jedoch lediglich eine mittlere maximale Frequenz von HF = 177 + 75 /min und
damit 67 % des Ausgangswertes erreicht (Abb. 7). Wihrend der Reperfusionsphase
blieb die Herzfrequenz in der Kontrollgruppe anndhernd konstant. Sie war bei
Euthanasie mit HF = 177 + 43 /min um HF = 46 /min (35 %) hoher als in der Gruppe
mit verminderter Enzymaktivitit und lag damit bei 65 % ihres urspriinglichen Wertes
(Abb. 7). In der SOD3-inkompetenten Gruppe fiel die Herzfrequenz mit zunehmender
Reperfusionsdauer ab. Zum Zeitpunkt der Euthanasie betrug die mittlere Herzfrequenz

nur noch HF = 131 + 74 /min. Dies entsprach 49 % des Wertes zum Operationsbeginn

[82].

Abbildung 7: Verlauf der Herzfrequenz wiihrend des Versuchs
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Abb. 7 Wihrend der gesamten Operation wurden von beiden Gruppen (SOD3-kompetente Kontrolle:
Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D, n = 9) die Herzfrequenz mit einem Monitor {iberwacht (t;: vor
Kaniilierung, t,: Kaniilierung, t;: EKZ-Beginn, t;; 15 min Kihlung, ts: 25 min Kihlung, t4
Kreislaufstillstand, t;; 20 °C Wiedererwdrmung, tg: 27,5 °C Wiedererwdrmung, t,: 35 °C

Wiedererwarmung, tio: 15 min Reperfusion, t;;: 45 min Reperfusion, t;,: vor Euthanasie) [82].

Der MAD i&hnelte in seinem Verlauf dem Bild der Herzfrequenz; auch er fiel wahrend
des Versuches in beiden Gruppen ab (Abb. 8). Verminderte SOD3-Aktivitdt resultierte
jedoch zu OP-Beginn zunéchst in einem im Durchschnitt um MAD = 18 mmHg (18 %)
erhohten arteriellen Mitteldruck (t,, Abb. 8). Dieser Druck fiel jedoch schneller ab als in
der SOD3-kompetenten Kontrollgruppe (ts: SOD3-kompetente Kontrolle MAD = 91 +
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21 mmHg; t4: SOD3-E124D MAD = 78 = 11 mmHg). Im weiteren Verlauf zeigten sich
bedingt durch medikamentdse Interventionen (inbesondere Vasopressorengabe) nur
geringe Gruppenunterschiede im mittleren arteriellen Blutdruck (Abb. 8). Vor
Euthanasie betrug der durchschnittliche MAD in SOD3-kompetenten Tieren MAD = 62
+ 13 mmHg und damit 61 % des Ausgangswertes. In Tieren mit verminderter SOD3-
Aktivitdt betrug der durchschnittliche MAD zum gleichen Zeitpunkt MAD = 54 + 21
mmHg, dies entspricht 45 % des Wertes zu Versuchsbeginn. Obwohl sich insgesamt
weder in der Herzfrequenz noch im MAD signifikante Gruppenunterschiede zeigen
konnten, erschien eine verminderte SOD3-Aktivitit mit einer tendenziellen
Verschlechterung des kardialen Outcomes nach EKZ vergesellschaftet zu sein. So lagen
zum Zeitpunkt der Euthanasie sowohl Herzfrequenz als auch MAD in der SOD3-
E124D-Gruppe unterhalb der SOD3-kompetenten Kontrollen. Insbesondere im
Vergleich mit den urspriinglichen Ausgangsparametern vor Versuchsbeginn zeigte sich
in Tieren mit verminderter SOD3-Aktivitit ein negativer Trend. Dieser schien sich mit

zunehmender Dauer der Reperfusionzeit zu verstiarken [82].

Abbildung 8: Verlauf des Blutdruck wihrend des Versuchs
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Abb. 8 Wihrend der gesamten Operation wurden von beiden Gruppen (SOD3-kompetente Kontrolle:
Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D, n = 9) der mittlere arterielle Blutdruck mit einem Monitor iiberwacht (t;:
vor Kanilierung, t,: Kaniilierung, t;: EKZ Beginn, t;; 15 min Kihlung, ts: 25 min Kiihlung, t4:
Kreislaufstillstand, t;: 20 °C Wiedererwarmung, tg: 27,5 °C Wiedererwdrmung, t: 35 °C

Wiedererwarmung, tio: 15 min Reperfusion, t;;: 45 min Reperfusion, t|,: vor Euthanasie) [82].
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Die rektal gemessene Korpertemperatur lag vor EKZ in beiden Gruppen im
Normbereich und fiel wie geplant bis zum DHCA auf T = 16 °C ab (Abb. 9A).
AnschlieBend erreichten beide Gruppen wieder die regulire Korpertemperatur von
T = 37 °C. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Kdrpertemperatur im
Versuchsverlauf. Die periphere Sauerstoffsittigung blieb pulsoxymetrisch gemessen am
linken Hinterlauf zu jedem Messzeitpunkt iiber S,0, = 90 % (Abb. 9B). Auch hier

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen.

Wihrend des gesamten Versuchs konnten die Vitalparameter iiberwacht werden.
Unterschiede zwischen den Gruppen lieen sich zum Versuchsbeginn im Bezug auf
Herzfrequenz und Blutdruck feststellen. Im weiteren Versuchsverlauf zeigten sich
erneut Unterschiede in diesen beiden Parametern. Die Korpertemperatur, welche durch
den Versuchsalgorithmus vorgegeben war, zeigte keinerlei, moglicherweise
interferierende, Unterschiede im Gruppenvergleich. Gleiches gilt fiir die periphere

Sauerstoffsittigung.
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Abbildung 9: Verlauf der Temperatur und der Sauerstoffsittigung wihrend des Versuchs
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Abb. 9 Wihrend der gesamten Operation wurden von beiden Gruppen (SOD3-kompetente Kontrolle:
Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D, n = 9) die rektale Korpertemperatur (A) und die periphere
Sauerstoffsittigung (B) mit einem Monitor liberwacht (t;: vor Kaniilierung, t,: Kaniilierung, t;: EKZ
Beginn, t;: 15 min Kiihlung, ts: 25 min Kiihlung, ts: Kreislaufstillstand, t;: 20 °C Wiedererwdrmung, tg:
27,5 °C Wiedererwarmung, to: 35 °C Wiedererwdrmung, t;o: 15 min Reperfusion, t;;: 45 min

Reperfusion, t;,: vor Euthanasie).

48



3.1.2 Intraoperative Blutgasanalyse

Zur Uberwachung der Laborwerte wurden zu fiinf Zeitenpunkten Blutgasanalysen
durchgefiihrt und Blutproben zur spiteren Analyse abgenommen. Die Messungen
erfolgten zu den Zeitpunkten t; (Kaniilierung), t; (25 °C Abkiihlung), t; (20 °C
Wiedererwdrmung), t4 (35 °C Wiedererwidrmung) und ts (Euthanasie). Als Marker fiir
ischdmische Zell- und Gewebeschidigung wurden Kalium- und Laktatkonzentration im
Plasma bestimmt. Zum Zeitpunkt t; war die mittlere Kaliumkonzentration im Plasma
beider Versuchsgruppen normwertig und betrug Ckalium = 3,07 £ 0,65 mmol/l (SOD3-
kompetente Kontrolle) respektive Cxajiym = 2,91 + 0,59 mmol/l (SOD3-E124) (Abb. 10).
Wihrend der Reperfusionsphase stieg die Kaliumkonzentration in beiden Gruppen stark
an und betrug zum Zeitpunkt ts im Mittel Cgpiym = 8,2 £ 1,69 mmol/l (SOD3-
kompetente Kontrolle) sowie Cgalium = 9,70 = 4,57 mmol/l (+ 18 %) (SOD3-E124D)
(Abb. 10). Die Kaliumkonzentration lag damit in beiden Gruppen deutlich iiber dem
physiologischen Normwerten. Verglichen mit den Ausgangswerten zeigte sich eine
Steigerung der Kaliumkonzentration um 167 % (SOD3-kompetente Kontrolle,
p = 0,0003) respektive 233 % (SOD3-E124D, p < 0,0001) [82].

Abbildung 10: Verlauf der Kaliumkonzentration im Plasma
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Abb. 10 Wihrend der gesamten Operation wurden von beiden Gruppen (SOD3-kompetente Kontrolle:
Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D, n = 9) die Plasmakonzentration von Kalium durch Blutgasanalysen
iiberwacht (t;: Kaniilierung, t,: 25 °C Kiihlung, t;: 20 °C Wiedererwérmung, t4: 35 °C Wiedererwdrmung,

ts: vor Euthanasie) [82].
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Die Laktatkonzentration im Plasma war zum Zeitpunkt t; mit Cpue = 2,04 £ 0,66
mmol/l (SOD3-kompetente Kontrolle) und Cpaear = 1,96 = 0,98 mmol/l (SOD3-E124D)
in beiden Gruppen physiologisch und anndhernd identisch (Abb.11). Wahrend der
Reperfusionphase kam es in beiden Gruppen zu einem Anstieg der Laktatkonzentration.
Dieser Anstieg erfolgte zundchst verstirkt in den SOD3-kompetenten Kontrollen
(ts: SOD3-kompetente Kontrolle: Cpaxe = 11,61 = 4,62 mmol/l; t4: SOD3-E124D:
Craktat = 10,13 £ 5,18 mmol/l). Zum Zeitpunkt ts zeigte sich in der SOD3-E124D
Gruppe abschliefend eine Laktatkonzentration von durchschnittlich
ClLaktat = 20,9 £ 11,62 mmol/l und damit 15 % mehr als der Vergleichswert der SOD3-
kompetenten Kontrollgruppe (Abb. 11). Die Laktatkonzentration lag damit zum
Zeitpunkt der Euthanasie in beiden Gruppen in erheblichem Mafle auBerhalb ihres
physiologischen Normbereiches und hatte sich im Verlauf des Experimentes mehr als

verachtfacht [82].

Abbildung 11: Verlauf der Laktatkonzentration im Plasma

Laktat

50+
Kontrolle

404 SOD3-E124D
30~

20+

C [mmolf]

Zeitpunkt

Abb. 11 Wihrend der gesamten Operation wurden von beiden Gruppen (SOD3-kompetente Kontrolle:
Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D, n = 9) die Plasmakonzentration von Laktat durch Blutgasanalysen
iiberwacht (t;: Kaniilierung, t,: 25 °C Kiihlung, t;: 20 °C Wiedererwérmung, t4: 35 °C Wiedererwdrmung,

ts: vor Euthanasie) [82].
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Die durchschnittliche arterielle Sauerstoffsittigung betrug in beiden Gruppen zu jedem
Zeitpunkt mindestens S,0, = 97 % (Abb. 12). Es zeigten sich iliber den gesamten

Versuchsverlauf keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Abbildung 12: Verlauf der arteriellen Sauerstoffsittigung wihrend des Versuchs
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Abb. 12 Wihrend der gesamten Operation wurden von beiden Gruppen (SOD3-kompetente Kontrolle:
Kontrolle, n = §; SOD3-E124D, n = 9) die arterielle Sauerstoffsittigung durch Blutgasanalysen
iiberwacht (t;: Kaniilierung, t,: 25 °C Kiihlung, t3: 20 °C Wiedererwarmung, t,: 35 °C Wiedererwdrmung,

ts: vor Euthanasie).

Die Hdmoglobinkonzentration war in beiden Gruppen zu jedem Zeitpunkt ungefdhr
gleichwertig (Abb. 13). Aufgrund der Hamodilution durch das Priming der HLM mit
HES fiel der Himoglobinwert zwischen den Zeitpunkten t; und t, in beiden Gruppen
von Cyp = 14,51 + 1,68 g/dl auf Cyp = 6,73 + 1,18 g/dl (SOD3-kompetente Kontrolle)
respektive von Cyp = 14,02 + 1,65 g/dl auf Cy, = 6,94 + 0,50 g/dl (SOD3-E124D)
(Abb. 13). Im weiteren Verlauf blieb die Hidmoglobinkonzentration nahezu konstant.
Zur Euthanasie betrug die durchschnittliche Himoglobinkonzentration in der SOD3-
kompetenten Kontrollgruppe Cy, = 6,78 £ 1,0 g/dl sowie Cyp = 6,58 + 1,28 g/dl in der
SOD3-E124D Gruppe. Es zeigte sich demnach in beiden Versuchsgruppen im Verlauf
eine Abnahme der Himoglobinkonzentration bedingt durch das Priming der HLM und
die damit verbundene Hémodilution um 53 %. Zu keinem Zeitpunkt zeigten sich

statistisch signifikante Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen.
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Abbildung 13: Verlauf der Himoglobinkonzentration wiihrend des Versuchs
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Abb. 13 Wihrend der gesamten Operation wurden von beiden Gruppen (SOD3-kompetente Kontrolle:
Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D, n = 9) der Hamoglobinwert durch Blutgasanalysen iiberwacht (t;:
Kaniilierung, ty: 25 °C Kiihlung, t;: 20 °C Wiedererwdrmung, t;: 35 °C Wiedererwdrmung, ts: vor
Euthanasie). Durch Anschluss an die Herz-Lungen-Maschine kam es mit Beginn der extrakorporalen

Zirkulation zu einer Himodilution.

Der Hiamatokritwert verhielt sich aufgrund der Hamodilution &quivalent zur
Hamoglobinkonzentration und fiel mit Beginn der EKZ in beiden Gruppen von ca.
Hkt = 30 % auf ungefdhr Hkt = 20 % ab (Abb. 14A). Im weiteren Verlauf blieb der
Héamatokrit konstant und betrug zur Euthanasie in beiden Gruppen ungefdhr
Hkt = 19 %. Es zeigten sich zu keinem Zeitpunkt statistische signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Versuchsgruppen. Um die durch die Hédmodilution bedingten
Fehler in der Vergleichbarkeit der Zeitpunkte auszuschliefen, wurden die Werte der

zelluldren Blutbestandteile auf den Hamatokritwert bezogen.
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Abbildung 14: Verlauf des Hiimatokrits und der Erythrozytenzahl im peripheren Blut
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Abb. 14 Wihrend der gesamten Operation wurden von beiden Gruppen (SOD3-kompetente Kontrolle:
Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D, n = 9) der Hamatokrit (A) und die Erythrozytenzahl (B) durch
Laboruntersuchungen iiberwacht (t;: Kaniilierung, t,: 25 °C Kiihlung, t;: 20 °C Wiedererwdrmung,
ty: 35 °C Wiedererwdrmung, ts: vor Euthanasie). Durch Anschluss an die Herz-Lungen-Maschine kam es
mit Beginn der extrakorporalen Zirkulation zu einer Himodilution. Um die Vergleichbarkeit zwischen
den Zeitpunkten zu gewdhrleisten, wurden die Werte der korpuskuldren Blutbestandteile auf den

Héamatokrit normiert.

Die Thrombozytenzahlen unterschieden sich zwischen den Gruppen nicht. Wahrend der
EKZ kam es jedoch zu einem Abfall auf Thrombozyten/Hkt = 4,20 x 10°/ul /% Hkt

(Abb. 15). Dieser wurde wihrend der anschlieBenden Wiedererwdrmung und
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Reperfusionsphase teilweise kompensiert. Dieser Anstieg erfolgte in beiden Gruppen
ghnlich. Zum Zeitpunkt ts wurden Thrombozyten/Hkt = 9,797 + 2,902 x 10°/ul /% Hkt
(SOD3-kompetente ~ Kontrolle)  respektive ~ Thrombozyten/Hkt = 10,804
+ 5,593 x 10%/ ul /% Hkt Thrombozyten (SOD3-E124D) im Blut gemessen (Abb. 15).
Dies entsprach 68 % (SOD3-kompetente Kontrolle) respektive 77 % (SOD3-E124D)
des Ausgangswertes vor EKZ.

Abbildung 15: Verlauf der Thrombozytenzahl im peripheren Blut
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Abb. 15 Wihrend der gesamten Operation wurden von beiden Gruppen (SOD3-kompetente Kontrolle:
Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D, n = 9) die Thrombozytenzahl durch Laboruntersuchungen iiberwacht (t;:
Kaniilierung, t,: 25 °C Kiihlung, t;: 20 °C Wiedererwdarmung, t,: 35 °C Wiedererwdrmung, ts: vor
Euthanasie). Durch Anschluss an die Herz-Lungen-Maschine kam es mit Beginn der extrakorporalen
Zirkulation zu einer Himodilution. Um die Vergleichbarkeit zwischen den Zeitpunkten zu gewéhrleisten,

wurden die Werte der korpuskuldren Blutbestandteile auf den Himatokrit normiert.

Auch die Leukozytenzahl fiel zunéchst deutlich auf 30 % des Ausgangswertes in beiden
Gruppen ab (Abb. 16). Es zeigten sich bis zum Zeitpunkt t; keine Unterschiede
zwischen den beiden Versuchsgruppen (t3: SOD3-kompetente Kontrolle:
Leukozyten/Hkt = 0,039 + 0,014 x 10°/ul /% Hkt; t;: SOD3-E124D:
Leukozyten/Hkt = 0,043 + 0,024 x 10°/ul /% Hkt). Mit zunchmender Dauer der
Reperfusionsphase stieg die Zahl der Leukozyten deutlich an. Zum Zeitpunkt der

Euthanasie ergab sich eine durchschnittliche Anzahl an
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Leukozyten/Hkt = 0,105 + 0,023 x 10°/ul /% Hkt im Blutbild der SOD3-kompetenten
Kontrollen. Dies entspricht 74 % des Ausgangswertes. Im Blutbild der SOD3-
defizienten Tieren stieg die Anzahl an Leukozyten stirker an. Zum Zeitpunkt ts zeigten
sich im Mittel Leukozyten/Hkt = 0,135 + 0,098 x 10°/ul /% Hkt und damit 92 % des
Ausgangswertes. Damit war die Leukozytenzahl in den Tieren mit verminderter SOD3-
Aktivitdt um 29 % gegeniiber den SOD3-kompetenten Kontrollen erhoht (Abb. 16).

Dieser Effekt war jedoch zu keinem der Zeitpunkte statistisch signifikant.

Abbildung 16: Verlauf der Leukozytenzahl im peripheren Blut
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Abb. 16 Wihrend der gesamten Operation wurden von beiden Gruppen (SOD3-kompetente Kontrolle:
Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D, n = 9) die Leukozytenzahl durch Laboruntersuchungen iiberwacht
(t;: Kaniilierung, t,: 25 °C Kiihlung, t;: 20 °C Wiedererwdrmung, t;: 35 °C Wiedererwarmung, ts: vor
Euthanasie). Durch Anschluss an die Herz-Lungen-Maschine kam es mit Beginn der extrakorporalen
Zirkulation zu einer Himodilution. Um die Vergleichbarkeit zwischen den Zeitpunkten zu gewéhrleisten,

wurden die Werte der korpuskuldren Blutbestandteile auf den Himatokrit normiert.

In den {brigen gemessenen Plasmawerten (Natrium, Kalzium, Chlorid,
Hydrogencarbonat, pH, Anionen Gap, Base Excess, pO; und pCO) lieBen sich keine

Unterschiede feststellen.
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3.1.3 Medikamentenapplikation

Wiéhrend des Versuches wurden den Tieren, entsprechend der jeweiligen Ergebnisse der
Blutgasanalysen und Vitalparameter, Medikamente verabreicht. Zur Einstellung des
pH-Wertes wurden Natriumhydrogencarbonat und Trometamol eingesetzt. Adrenalin
wurde im Falle einer Asystolie verabreicht. Noradrenalin wurde als Vasopressor
eingesetzt, um den mittleren arteriellen Blutdruck auf mindestens MAD = 40 mmHg zu
halten. Kam es im Versuchsablauf wihrend der Wiedererwdrmung bei bestehendem
Kammerflimmern bis zu einer Temperatur von 30 °C nicht zu einer spontanen
Konversion in den Sinusrhythmus, wurde Magnesium appliziert (Abb. 17). Beide
Versuchsgruppen erhielten im Durchschnitt ungefihr dasselbe Volumen an
Natriumhydrogencarbonat (SOD3-kompetente Kontrolle: Vnagic = 0,223 + 0,26 ml;
SOD3-E124D: Vaasic = 0,28 = 0,38 ml) und Noradrenalin (1:5 in NaCl) (SOD3-
kompetente Kontrolle: Vya = 0,04 + 0,11 ml; SOD3-E124D: Vya = 0,02 + 0,07 ml)
verabreicht. SOD3-kompetente Kontrollen benétigten jedoch im Mittel 64 % weniger
Trometamol (SOD3-kompetente Kontrolle: Vs = 0,75 £ 0,53 ml; SOD3-E124D:
Vs = 1,23 +£ 0,84 ml) als Tiere mit verminderter SOD3-Aktivitidt. Nur ein Tier der
SOD3-kompetenten Kontrollgruppe benétigte wihrend der EKZ Adrenalin (12,5 %). Im
Gegensatz dazu entwickelten vier Tiere mit verminderter SOD3-Aktivitét (44,4 %) im
Versuchsverlauf Ardrenalinbedarf. Diese fiihrte zu einem, gegeniiber den SOD3-
kompetenten Kontrollen, im Gruppenmittel 15-fach erhohten Bedarf an Adrenalin
wihrend der EKZ (SOD3-kompetente Kontrolle: Vo = 0,04 = 0,11 ml; SOD3-E124D:
Vi = 0,58 £ 1,11 ml). Gleichzeitig zeigte sich bei den SOD3-kompetenten Kontrollen
ein erhohter Bedarf an Magnesium wihrend der Wiedererwdrmung der Versuchstiere
(SOD3-kompetente  Kontrolle: Vy, = 025 + 0,46 ml; SOD3-E124D:
Vme = 0,11 + 0,33 ml). Keiner dieser Unterschiede erreichte jedoch statistische
Signifikanz (Abb. 17).
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Abbildung 17: Applizierte Medikamente wihrend des Versuchs

Medikamentenapplikation

2.0
Kontrolle

SOD3-E124D
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Abb. 17 Wihrend der gesamten Operation wurden beiden Gruppen (SOD3-kompetente Kontrolle:
Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D, n = 9) in Abhéngigkeit der Vitalparameter und Blutgasanalysen
Medikamente verabreicht. Zur FEinstellung des pH-Wertes wurden Natriumhydrogencarbonat und
Trometamol eingesetzt. Im Falle einer plotzlichen Asystolie wurde Adrenalin verabreicht. Mithilfe von
Noradrenalin wurde der mittlere arterielle Blutdruck auf mindestens MAD = 40 mmHg gehalten. Kam es
wihrend der Wiedererwdrmung bei anhaltendem Kammerflimmern bis zu einer Korpertemperatur von

T =30 °C nicht zu einer spontanen Konversion in den Sinusrhythmus wurde Magnesium appliziert.

3.1.4 SOD3-Aktivitat

Um die Verminderung der SOD3-Aktivitit des Tiermodells zu belegen, wurde die
relative Plasmaaktivitit der SOD3 gemessen. Die Messung erfolgte zu den Zeitpunkten
t; (Kaniilierung), t, (25 °C Abkiihlung) und t; (vor Euthanasie). Dabei wurden die
Messwerte auf den Zeitpunkt t; der SOD3-kompetenten Kontrollen normiert. SOD3-
E124D-Ratten besaBlen eine zu jedem Messzeitpunkt deutlich verringerte relative
Plasmaaktivitit der SOD3 (Abb. 18). Vor Beginn der extrakorporalen Zirkulation war
die relative Plasmaaktivitit gegeniiber der Wildtypgruppe um rund 83 % erniedrigt
(t;i: SOD3-kompetente Kontrolle: rel. Aktivitit = 1,000; t;: SOD3-E124D:
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rel. Aktivitdit = 0,174). Zum Zeitpunkt t, war die relative Aktivitdt in etwa halbiert
(p = 0,032). Zur Euthanasie betrug die relative Plasmaaktivitdt der SOD3 in der SOD3-
kompetenten Kontrolle im Mittel eine rel. Aktivitdt = 0,688 und in der SOD3-E124D-
Gruppe eine rel. Aktivitdt = 0,260. Dies entspricht 38 % des Vergleichswertes zu
diesem Zeitpunkt (p = 0,008) (Abb. 18). Durch den Anschluss der mit HES geprimten
HLM kam es zwischen den Zeitpunkten t; und t; zu einer Hamodilution. Diese
erschwert den direkten Vergleich des Zeitpunktes t; mit den Zeitpunkten t; und t3, da
mogliche Verdiinnungseffekte des Enzyms in seiner Plasmakonzentration sehr
wahrscheinlich sind. Unabhingig von diesem potenziellen Storfaktor konnte die
signifikante Verminderung der SOD3-Aktivitit in den SOD3-E124D-Ratten zu jedem
Zeitpunkt wahrend der HLM-Behandlung belegt werden [82].

Abbildung 18: SOD3 Plasmaaktivitit
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Abb. 18 Die relative Plasmaaktivitdt der SOD3 wurde in beiden Gruppen (SOD3-kompetente Kontrolle:
Kontrolle; SOD3-E124D) zu verschiedenen Zeitpunkten (t;: Kaniilierung, n = 3; t,: 25 °C Kithlung, n = 5;
t;: vor Euthanasie, n = 5) gemessen. Durch Anschluss an die Herz-Lungen-Maschine kam es mit Beginn

der extrakorporalen Zirkulation zu einer Himodilution [82].
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3.1.5 Plasmahamolyse

Im Rahmen von kardiovaskuldren Eingriffen mit extrakorporaler Zirkulation kommt es
haufig zu Hdmolyseprozessen [91]. Um den Schweregrad der induzierten Schiadigung
zu iberpriifen, wurde photometrisch der relative Anstieg des Plasmahdmolysegrades
gemessen. Es erfolgten vergleichende Messungen zum Zeitpunkt Kaniilierung (t;) und
unmittelbar vor Euthanasie (t,). In beiden Versuchsgruppen war vor Beginn der EKZ
keine Hamolyse im Plasma nachzuweisen (Abb. 19). Bis zum Zeitpunkt der Euthanasie
fand in beiden Gruppen ein signifikanter Anstieg des Hamolysegrades statt. Die relative
Plasmahdmolyse stieg bei den SOD3-kompetenten Kontrollen von 1,0 auf 3,45
(+ 245 %, p = 0,0022). In der SOD3-E124D-Gruppe lie sich ein Anstieg von 1,23 auf
3,17 feststellen (+ 157 %, p = 0,0012). Es lieBen sich dabei keine signifikanten
Intergruppenunterschiede nachweisen (Abb. 19). Das verwendete Modell der
extrakorporalen Zirkulation mit 45 min DHCA fiihrt in Ratten demnach fotometrisch zu
ausgepragter Himolyse. Aufgrund der Beeinflussung durch die Himodilution zwischen

den beiden Messzeitpunkten konnte dieser Effekt insgesamt sogar noch hoher ausfallen.

Abbildung 19: Plasmahimolyse
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Abb. 19 Die Absorption des Plasmas bei einer Wellenlinge von 414 nm wurde in beiden Gruppen
(SOD3-kompetente Kontrolle: Kontrolle, n = 6; SOD3-E124D, n = 7) zu verschiedenen Zeitpunkten (t;:
Kaniilierung, t,: vor Euthanasie) gemessen. Durch Hamolyse freigesetztes Himoglobin im Plasma erhoht

die gemessene Absorption.
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3.1.6 Proteinanalyse von Organproben mittels
Western Blot

Zur Untersuchung der relativen Aktivierung und des relativen Gehaltes verschiedener
kardiovaskuldr wirksamer Proteine wurden Western Blots durchgefiihrt. Es wurden

Organlysate von Herzen und Aorten verwendet.

Der relative Proteingehalt der SOD3 war sowohl in Aorten als auch in Herzproben in
beiden EKZ-Gruppen gegeniiber den Sham-Tieren erhoht (Abb. 20). Der basale mittlere
relative SOD3-Proteingehalt im Herzgewebe von SOD3-kompetenten Tieren wurde als
rel. Proteingehalt = 1,000 definiert. Er war damit 10 % niedriger als in SOD3-E124D-
Proben (rel. Proteingehalt = 1,104) (Abb. 20A). Durch EKZ kam es zu einer Steigerung
des mittleren relativen SOD3-Proteingehaltes um 75 % auf rel. Proteingehalt = 1,752 in
SOD3-kompetenten Kontrollen respektive um 185 % auf rel. Proteingehalt = 3,143
(p = 0,0079) in Tieren mit verminderter SOD3-Aktivitét. Der relative Proteingehalt der
SOD3 in EKZ-SOD3-E124D-Proben ist demnach im Mittel um 89 % gegeniiber der
Kontrolle erhoht (Abb. 20A) [82].

Auch in der Aorta war der SOD3-Proteingehalt in Shamproben mit verminderter SOD3-
Aktivitdit gegeniiber den Kontrollen um 16 % erhoéht (SOD3-E124D:
rel. Proteingehalt = 1,160) (Abb. 20B). Durch EKZ wurde der relative SOD3-
Proteingehalt in beiden Gruppen statistisch signifikant gesteigert. Der mittlere relative
Proteingehalt  betrug  in  SOD3-kompetenten  Kontrollen  nach  EKZ
rel. Proteingehalt = 1,832 (+ 83 %, p = 0,029). In SOD3-defizienten Proben zeigte sich
ein mittlerer relativer Proteingehalt der SOD3 nach EKZ von rel. Proteingehalt = 2,493
(+ 149 %, p = 0,042). Der relative SOD3-Proteingehalt war in der SOD3-E124D-
Gruppe somit um 36 % groBer als bei den SOD3-kompetenten Kontrollen. Dieser Effekt
war statistisch nicht signifikant (Abb. 20B) [82].

60



Abbildung 20: Western Blot SOD3
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Abb. 20 Western Blot des relativen SOD3-Proteingehaltes im Herzen (A) und der Aorta (B). Vergleich
von Organproben ohne den Einfluss extrakorporaler Zirkulation (Sham) mit Proben nach extrakorporaler
Zirkulation (EKZ) fiir die verschiedenen Genotypen (SOD3-kompetente Kontrolle: Sham Kontrolle, n =7
(Referenz, Mittelwert per Definition: rel Proteingehalt = 1,000), EKZ Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D:
Sham SOD3-E124D, n = 5, EKZ SOD3-E124D, n = 9). Links semiquantitiave, Densitometrie-basierte
Auswertung; rechts: Aufnahmen der entsprechenden Banden (SOD3: 40 kDa, 35 kDa; B-Actin: 45 kDa).

Um  Aufschluss tiiber den Proteingehalt und gegebenenfalls bestehende
Kompensationsmechanismen der verschiedenen Isoformen der Superoxiddismutase zu
gewinnen, wurden diesbeziiglich weitere Herzproben mithilfe von Western Blots
analysiert (Abb. 21). Unter basalen Bedingungen war der Proteingehalt der
zytosolischen Isoform SODI1 in der Gruppe mit verminderter SOD3-Aktivitit
gegeniiber den SOD3-kompetenten Kontrollen signifikant gesteigert (p = 0,0262). Der
durchschnittliche relative SODI1-Proteingehalt in Shamproben der Kontrollgruppe
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wurde als rel. Proteingehalt = 1,000 definiert. In SOD3-E124D-Herzen betrug der
relative Proteingehalt der SODI1 rel. Proteingehalt = 1,322 (+ 32 %). Nach EKZ wurde
in  SOD3-kompetenten Kontrollen ein relativer SODI1-Proteingehalt von
durchschnittlich rel. Proteingehalt = 1,062 gemessen. Es zeigte sich keine Verédnderung
im Muster. In SOD3-defizienten Proben wurde ein relativer SOD1-Proteingehalt von
rel. Proteingehalt = 0,737 gemessen. Dieser war 31 % geringer als in SOD3-
kompetenten Kontrollen und entsprach 56 % des relativen Proteingehaltes in den

Shamproben (p = 0,557) (Abb. 21A).

Auch der relative Proteingehalt der SOD2 war in Shamproben von SOD3-defizienten
Tieren gegeniiber Kontrollen erhoht (SOD3-E124D: rel. Proteingehalt = 1,205,
+ 12,5 %) (Abb. 21B). Dieser Effekt war statistisch nicht signifikant. Durch den
Einfluss der EKZ kam es zu keiner statistisch signifikanten Steigerung im Proteingehalt
der mitochondrialen SOD-Isoform SOD2. Der relative Proteingehalt betrug in SOD3-
kompetenten Kontrollen nach EKZ rel. Proteingehalt = 1,241 (+ 24 %) und in SOD3-
E124D-Proben im Mittel rel. Proteingehalt = 1,133 (- 6 %) (Abb. 21B).
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Abbildung 21: Western Blot Herz SOD1 und SOD2
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Abb. 21 Western Blot des relativen Proteingehaltes der SOD1 (A) und der SOD2 (B) im Herzen.
Vergleich von Organproben ohne den Einfluss extrakorporaler Zirkulation (Sham) mit Proben nach
extrakorporaler Zirkulation (EKZ) fiir die verschiedenen Genotypen (SOD3-kompetente Kontrolle: Sham
Kontrolle, n = 7 (Referenz, Mittelwert per Definition: rel Proteingehalt = 1,000), EKZ Kontrolle, n = §;
SOD3-E124D: Sham SOD3-E124D, n = 7, EKZ SOD3-E124D, n = 9). Links semiquantitiave,
Densitometrie-basierte Auswertung; rechts: Aufnahmen der entsprechenden Banden ((A) SOD1: 19 kDa;
B-Actin: 45 kDa, (B) SOD2: 24 kDa; B-Actin: 45 kDa).

Zur Analyse der relativen Apoptoserate wurden Western Blots des Proteins PARP-1
und seines Spaltproduktes cleaved PARP-1 angefertigt (Abb. 22). Die relative Spaltung
von PARP-1 in Shamproben wurde als rel. Spaltung = 1,000 definiert (SOD3-
kompetente Kontrolle). In Tieren mit verminderter SOD3-Aktivitit betrug sie
rel. Spaltung = 0,871 (SOD3-E124D). Dieser Unterschied (- 13 %) war jedoch nicht
statistisch signifikant. Infolge der EKZ kam es in beiden Gruppen zu einem statistisch

signifikanten Anstieg der relativen Spaltung von PARP-1. In SOD3-kompetenten
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Kontrollen wurde eine nahezu verdoppelte Menge an gespaltenem Protein PARP-1
beobachtet (rel. Spaltung = 2,094; p = 0,017). SOD3-defiziente Proben zeigten einen
Anstieg der relativen Spaltung um 208 % auf rel. Spaltung = 2,687 (p = 0,002).
Wihrend sich die relative Spaltung in der Kontrollgruppe verdoppelt, kommt es bei
verminderter SOD3-Aktivitdt gar zu einer Verdreifachung der relativen PARP-1
Spaltung durch EKZ (Abb. 22) [82].

Abbildung 22: Western Blot PARP-1
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Abb. 22 Western Blot relative PARP-1 Spaltung im Herzen. Vergleich von Organproben ohne den
Einfluss extrakorporaler Zirkulation (Sham) mit Proben nach extrakorporaler Zirkulation (EKZ) fiir die
verschiedenen Genotypen (SOD3-kompetente Kontrolle: Sham Kontrolle, n = 7 (Referenz, Mittelwert per
Definition: rel Spaltung = 1,000), EKZ Kontrolle, n = 6; SOD3-E124D: Sham SOD3-E124D, n =7, EKZ
SOD3-E124D, n = 6). Links semiquantitiave, Densitometrie-basierte Auswertung; rechts: Aufnahmen der

entsprechenden Banden (PARP-1: 116 kDa; cleaved PARP-1: 89 kDa) [82].

Bei der Untersuchung des p44-42 MAPK Signalweges zeigte sich in den Gruppen mit
EKZ gegeniiber denen ohne EKZ (Sham) eine vermehrte relative Aktivierung
(Abb. 23). Diese fiel bei den SOD3-kompetenten Kontrollen gegeniiber den SOD3-
E124D-Ratten deutlich verstirkt aus. Allgemein zeigte sich im Herz ein stirkerer
Anstieg der relativen Aktivierung als in der Aorta (Abb. 23). Zwischen den beiden
Shamgruppen zeigten sich keine Unterschiede im Aktivierungszustand der p44-42
MAPK. Nach EKZ stieg die mittlere relative Aktivierung der p44-42 MAPK im
Herzgewebe gegeniiber der Sham SOD3-kompetenten Kontrolle (Referenz, per
Definition: rel. Aktivierung = 1,000) sowie der Sham SOD3-E124D
(rel. Aktivierung = 1,327) auf das 3,575-fache (rel. Aktivierung EKZ SOD3-kompetente
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Tiere) bzw. das 2,292-fache (EKZ SOD3-E124D-Tiere) (Abb. 23A). Wihrend der
relative Aktivierungszustand der p44-42 MAPK in SOD3-kompetenten Kontrollen
induziert durch I/R-Schidigung um 258 % signifikant (p = 0,002) gesteigert werden
konnte, flihrte die verminderte SOD3-Aktivitit lediglich zu einem Trend, jedoch zu
keiner signifikanten Steigerung in der relativen Enzymaktivierung der p44-42 MAPK
(+ 73 %, p = 0,0545) (Abb. 23A). Zwischen beiden EKZ-Gruppen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied (p = 0,0743), jedoch eine deutliche Tendenz zu einer

verstirkten relativen Aktivierung in der SOD3-kompetenten Kontrolle [82].

In Aorten zeigte sich tendenziell eine dhnliches Dynamik. Wéhrend SOD3-kompetente
Kontrollen die relative Aktivierung der p44-42 MAPK bei I/R-Schiadigung um 79 %
steigerten (p = 0,451), zeigte sich bei den SOD3-defizienten Tieren nur ein Anstieg um
40,4 % (p = 0,081) (Abb. 23B) [82].
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Abbildung 23: Western Blot p44-42 MAPK
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Abb. 23 Western Blot der relativen Aktivierung von p44-42 MAPK im Herzen (A) und der Aorta (B).
Vergleich von Organproben ohne den Einfluss extrakorporaler Zirkulation (Sham) mit Proben nach
extrakorporaler Zirkulation (EKZ) fiir die verschiedenen Genotypen (SOD3-kompetente Kontrolle: Sham
Kontrolle, n = 7 (Referenz, Mittelwert per Definition: rel Aktivierung = 1,000), EKZ Kontrolle, n = §;
SOD3-E124D: Sham SOD3-E124D, n = 7, EKZ SOD3-E124D, n = 9). Links semiquantitiave,
Densitometrie-basierte Auswertung; rechts: Aufnahmen der entsprechenden Banden (p-p44-42 MAPK:
44 kDa, 42 kDa; p44-42 MAPK: 42 kDa) [82].

Auch STATS3 zeigte basal keine Unterschiede und wurde unter EKZ verstirkt aktiviert
(Abb. 24). Erneut lieB sich ein stirkerer Anstieg der relativen Aktivierung in der SOD3-
kompetenten Kontrollgruppe gegeniiber den SOD3-E124D-Ratten nachweisen (Abb.
22). Im Herzen zeigte sich ein Anstieg der mittleren relativen Aktivierung um 667 %
(p = 0,006) von SOD3-kompetenten Tieren sowie um 633 % (p = 0,0033) bei den
SOD3-E124D (Abb. 24A). Damit wurde STAT3 im Herzen von SOD3-kompetenten
Kontrollen um 11 % stérker aktiviert als in der SOD3-E124D-Gruppe [82].
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In der Aorta stieg die mittlere relative Aktivierung in der SOD3-kompetenten Kontrolle
um 287 % auf rel. Aktivierung = 3,871 (p < 0,001) (Abb. 24B). Verminderte SOD3-
Aktivitdt fiihrte zu einem geringeren Anstieg um nur 205 % auf rel. Aktivierung = 2,476
(p = 0,002). Damit zeigte sich bei der Untersuchung von Aortengewebe nach EKZ und
I/R eine um 56 % signifikant hohere relative Phosphorylierung (Aktivierung) von
STAT3 bei SOD3-kompetenten gegeniiber den SOD3-defizienten Tieren (p = 0,027,
Abb. 24B) [82].

Abbildung 24: Western Blot STAT3
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Abb. 24 Western Blot der relativen Aktivierung von STAT3 im Herzen (A) und der Aorta (B). Vergleich
von Organproben ohne den Einfluss extrakorporaler Zirkulation (Sham) mit Proben nach extrakorporaler
Zirkulation (EKZ) fiir die verschiedenen Genotypen (SOD3-kompetente Kontrolle: Sham Kontrolle, n =7
(Referenz, Mittelwert per Definition: rel Aktivierung = 1,000), EKZ Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D:
Sham SOD3-E124D, n = 7, EKZ SOD3-E124D, n = 9). Links semiquantitiave, Densitometrie-basierte
Auswertung; rechts: Aufnahmen der entsprechenden Banden ((p-STAT3: 86 kDa, 79 kDa; STAT3: 86
kDa 79 kDa) [82].
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Die relative Aktivierung der AKT im Herzen war in Shamproben mit verringerter
SOD3-Aktivitdt mit rel. Aktivierung = 1,342 gegeniiber SOD3-kompetenten Kontrollen
erhoht (Abb. 25A). Durch EKZ kam es in keiner der beiden Gruppen zu einer
signifikanten Steigerung der relativen AKT-Aktivierung. Es zeigte sich jedoch eine
Tendenz zu einer verstirkten Aktivierung der AKT in der SOD3-kompetenten
Kontrollgruppe. Diese Tiere konnten die relative Aktivierung im Durchschnitt um
227 % auf rel. Aktivierung = 3,267 steigern. In SOD3-E124D-Tieren konnte nur eine
Steigerung auf rel. Aktivierung = 1,791 (+ 33 %) nachgewiesen werden. Nach EKZ war
damit die relative Aktivierung der AKT in SOD3-kompetenten Kontrollen gegeniiber
SOD3-defizienten Tieren 1,8-fach erhoht (Abb. 25A).

In Aorten von Sham-Tieren betrug die relative Aktivierung der AKT per Definition
rel. Aktivierung = 1,000 (SOD3-kompetente Kontrollen), in der SOD3-E124D-Gruppe
betrug sie rel. Aktivierung = 1,501 (SOD3-E124D) (Abb. 25B). Es zeigte sich auch hier
keine statistische Signifikanz in der erhohten relativen Aktivierung der AKT in Tieren
mit verringerter SOD3-Aktivitit. Durch EKZ kam es in beiden Gruppen zu einer
statistisch signifikanten Steigerungen des relativen Aktivierungszustandes der AKT.
SOD3-kompetente Kontrollen steigerten die relative Aktivierung um 301 % auf
rel. Aktivierung = 4,013 (p = 0,0003). Bei verringerter SOD3-Aktivitét lie} sich eine
Steigerung um 215 % auf rel. Aktivitit = 4,733 (p = 0,0012) beobachten. Damit war die
relative Phosphorylierung der AKT in Aorten von Tieren mit verminderter SOD3-
Aktivitdit nach EKZ im Mittel um 18 % grofBer als in SOD3-kompetenten Kontrollen
(Abb. 25B). Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 25: Western Blot AKT
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Abb. 25 Western Blot der relativen Aktivierung von AKT im Herzen (A) und der Aorta (B). Vergleich
von Organproben ohne den Einfluss extrakorporaler Zirkulation (Sham) mit Proben nach extrakorporaler
Zirkulation (EKZ) fiir die verschiedenen Genotypen (SOD3-kompetente Kontrolle: Sham Kontrolle, n =7
(Referenz, Mittelwert per Definition: rel Aktivierung = 1,000), EKZ Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D:
Sham SOD3-E124D, n = 7, EKZ SOD3-E124D, n = 9). Links semiquantitiave, Densitometrie-basierte
Auswertung; rechts: Aufnahmen der entsprechenden Banden (p-AKT: 60 kDa; AKT 60 kDa).

Zum besseren Verstindnis des Stoffwechsels von Stickstoffmonoxid wurde der
Proteingehalt der eNOS in Herz und Aorta untersucht (Abb. 26). Beim Vergleich der
Shamproben war der relative Proteingehalt der eNOS im Herzen der SOD3-E124D
gegeniiber der SOD3-kompetente Kontrolle erniedrigt (rel. Proteingehalt = 0,80;
Abb. 26A). Nach EKZ lieB3 sich eine Verringerung des relativen Proteingehaltes der
eNOS in beiden Gruppen feststellen. Diese war jedoch nur in der SOD3-kompetenten
Kontrolle statistisch signifikant (p = 0,021). Nach EKZ war der relative Proteingehalt

der eNOS im Herzen in beiden Gruppen anndhernd gleichwertig (rel. Proteingehalt
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Kontrollgruppe = 0,448 (- 55 %); rel. Proteingehalt SOD3-E124D = 0,503 (- 37 %;
Abb 26A) [82].

In der Aorta zeigte sich nur in der Kontrollgruppe eine klare Regulation der eNOS
durch EKZ. Diese erreichte jedoch in der weiteren Auswertung keine statistische
Signifikanz. Bei verminderter SOD3-Aktivitit betrug der durchschnittliche relative
eNOS-Proteingehalt in Shamproben rel. Proteingehalt = 0,693 und damit 30 % weniger
als in der Kontrolle (Abb. 26B). Nach EKZ wurde ein verringerter relativer eNOS-
Proteingehalt bei beiden Gruppen beobachtet (rel. Proteingehalt = 0,548 in SOD3-
kompetenten Tieren, entspreicht - 45 %; rel. Proteingehalt = 0,405 in SOD3-E124D,
- 42 %). Die Regulation der eNOS erfolgte in der Aorta demnach in beiden Gruppen
dhnlich (Abb. 26B) [82].
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Abbildung 26: Western Blot eNOS
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Abb. 26 Western Blot des relativen eNOS-Proteingehaltes im Herzen (A) und der Aorta (B. Vergleich
von Organproben ohne den Einfluss extrakorporaler Zirkulation (Sham) mit Proben nach extrakorporaler
Zirkulation (EKZ) fiir die verschiedenen Genotypen (SOD3-kompetente Kontrolle: Sham Kontrolle, n =7
(Referenz, Mittelwert per Definition: rel Proteingehalt = 1,000), EKZ Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D:
Sham SOD3-E124D, n = 5, EKZ SOD3-E124D, n = 9). Links semiquantitiave, Densitometrie-basierte
Auswertung; rechts: Aufnahmen der entsprechenden Banden (eNOS: 140 kDa; B-Actin: 45 kDa) [82].

Weiterhin wurde die Bildung von 3-Nitrotyrosine im Herzen als Indikator fiir
Peroxynitrit bestimmt (Abb. 27). Es zeigten sich keine statistisch signifikanten
Gruppenunterschiede sowie Regulationseffekte. Vor EKZ betrug die relative
Konzentration an 3-Nitrotyrosine in SOD3-kompetenten Kontrollen durchschnittlich
Cs~t = 1,000 (per Definition) und in SOD3-E124D Herzen C;nr = 0,80. In EKZ-
Proben wurde in beiden Gruppen ungefihr die gleiche relative mittlere Konzentration
an 3-Nitrotyrosine gemessen (SOD3-kompetente Kontrolle: Csnr = 0,490;
SOD3-E124D: Cs.nr= 0,430) (Abb. 27).
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Abbildung 27: Western Blot 3-Nitrotyrosine
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Abb. 27 Western Blot der relativen Konzentration an 3-Nitrotyrosine im Myokard. Vergleich von
Organproben ohne den Einfluss extrakorporaler Zirkulation (Sham) mit Proben nach extrakorporaler
Zirkulation (EKZ) fiir die verschiedenen Genotypen (SOD3-kompetente Kontrolle: Sham Kontrolle, n =7
(Referenz, Mittelwert per Definition: C;.nt = 1,000), EKZ Kontrolle, n = 8; SOD3-E124D: Sham SOD3-
E124D, n = 5, EKZ SOD3-E124D, n = 9). Links semiquantitiave, Densitometrie-basierte Auswertung;
rechts: Aufnahmen der entsprechenden Banden (3-NT: 130 kDa; Proteinfarbung: 50 kDa).

3.1.7 Angiotensin-ll ELISA

Um einen moglichen Zusammenhang des RAAS mit dem p44-42 MAPK-Signalweg
und der SOD3 zu untersuchen, wurde die Konzentration von Angiotensin-II im Plasma
mittels ELISA bestimmt (Abb. 28). Die Messung wurde zu drei Zeitpunkten
vorgenommen (t;: Kaniilierung; t,: 25 °C Kiihlung; t;: vor Euthanasie). Zum
Versuchsbeginn betrug die Konzentration von Angiotensin-II in SOD3-kompetenten
Kontrollen im Mittel Cat 1 = 192,257 pg/ml. In Tieren mit verminderter SOD3-
Aktivitdit war die Angiotensin-II-Konzentration hingegen um 131 % auf
Carur = 4449 pg/ml erhoht. Wihrend es mit Beginn der EKZ zum Zeitpunkt t, in der
Kontrollgruppe zu einem Anstieg der urspriinglichen Konzentration um 152 % auf
Cat 1 = 484,868 pg/ml kam, zeigte sich bei vorliegender SOD3-Defizienz nur ein
Anstieg um 14 % auf Cap = 508,345 pg/ml. Bis zum Zeitpunkt der Euthanasie kam es
zu einem weiteren Anstieg der Konzentration an Angiotensin-II in beiden Gruppen
(t3: SOD3-kompetente Kontrolle: Car yp = 1203,78 pg/ml; t;: SOD3-E124D:
Catr 1 = 941,49 pg/ml). Wéhrend im Versuchsverlauf in der SOD3-kompetenten

Kontrollgruppe ein signifikanter Anstieg der Angiotensin-II-Konzentration um 526 %
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(p = 0,0095) verzeichnet wurde, kam es in der SOD3-E124D-Gruppe nur zu einem
Anstieg um 112 % (Abb. 28). Dieser Effekt war statistisch nicht signifikant.

Abbildung 28: Angiotensin II Konzentration
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Abb. 28 Durch einen ELISA wurde die Konzentration an Angiotensin II im Plasma in beiden Gruppen
(SOD3-kompetente Kontrolle: Kontrolle, n = 6; SOD3-E124D, n = 7) zu verschiedenen Zeitpunkten
(t;: Kanniilierung; t: 25 °C Kiihlung; t;: vor Euthanasie) gemessen. Durch Anschluss an die Herz-

Lungen-Maschine kam es mit Beginn der extrakorporalen Zirkulation zu einer Himodilution.

3.1.8 Assays adulter Kardiomyozyten

Mit dem CellROX-Assay wurde die relative intrazellulire Konzentration an reaktiven
Sauerstoffspezies in kultivierten adulten Kardiomyozyten bestimmt (Abb. 29). In der
nativen Untersuchungsgruppe zeigte sich eine signifikant verminderte (p = 0,0286)
relative  mittlere intrazellulire = ROS-Konzentration in den SOD3-E124D-
Kardiomyozyten (Cros = 0,769) gegeniiber den Zellen der SOD3-kompetenten
Kontrollen (Referenz, per Definition: Cros = 1,000). Auch die Kontrolle mit dem
Losungsmittel DMSO zeigte dhnliche Ergebnisse. Die mit Menadione, einer Substanz
die den oxidativen Stress in den Zellen erhdht, versetzen Zellpopulationen zeigten, wie
erwartet, in beiden Gruppen einen insgesamt erhohten relativen Level an reaktiven
Sauerstoffspezies (SOD3-kompetente Kontrolle: Cros = 1,308; SOD3-E124D:
Cros = 0,954). Es zeigte sich erneut ein Trend im Unterschied zwischen den
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verschiedenen Genotypen der Zellen. Nach Zugabe von SODI, einer intrazellulédrer
Superoxiddismutase, stellte sich intrazelluldr eine verminderte relative Konzentration
von ROS dar (SOD3-kompetente Kontrolle: Cros = 0,531; SOD3-E124D:
Cros = 0,521) (Abb. 29).

Abbildung 29: CellROX-Assay
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Abb. 29 Mit dem CellROX-Assay wurde der relative intrazelluldre Level an reaktiven Sauerstoffspezies
in Kardiomyozyten bestimmt (ISO-SOD3-kompetente Kontrolle: Kontrolle; ISO SOD3-E124D: SOD3-
E124D). Die Kulturen wurden wéhrend der Inkubation mit Menadione (n = 3) oder SOD1 (n = 2)
stimuliert. Zur Kontrolle wurden Kulturen im Losungsmittel der Stimulanzien (DMSO, n = 4) und ohne

Zusitze (nativ, n = 4 (Referenz, Mittelwert per Definition: Cros = 1,000)) inkubiert.

Um zusitzlich den intrazelluldren Level an Stickstoffmonoxid zu messen, wurden
dariiber hinaus spezielle Untersuchungen, sog. DAF-FM-Assays durchgefiihrt
(Abb. 30). Fiir die Auswertung wurden die Werte der mittleren NO-Level in SOD3-
kompetenten Kardiomyozyten in der Nativuntersuchung als Referenz festgelegt
(Cno = 1,000). In SOD3-El124D-Kardiomyozyten wurden relative Werte von
Cro = 0,885 und damit statistisch signifikant erniedrigte Werte beobachtet (p = 0,0286).
Die DMSO-Gruppe zeigte ein dhnliches Bild. Inkubation mit Menadione sowie SODI
fiihrten hingegen zu einem Abfall an NO in SOD3-kompetenten Kardiomyozyten
(Menadione: Cno = 0,760; SOD1: Cno = 0,849), jedoch nicht in Kardiomyozyten mit
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verminderter SOD3-Aktivitit (Menadione: Cno = 0,872; SODI1: Cno = 0,922)
(Abb. 30).

Abbildung 30: DAF-FM Assay
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Abb. 30 Mit dem DAF-FM-Assay wurde der relative intrazelluldre Level an Stickstoffmonoxid in
Kardiomyozyten bestimmt (ISO-SOD3-kompetente Kontrolle: Kontrolle; ISO SOD3-E124D: SOD3-
E124D). Die Kulturen wurden wihrend der Inkubation mit Menadione (n = 4) oder SODI1 (n = 3)
stimuliert. Zur Kontrolle wurden Kulturen im Losungsmittel der Stimulanzien (DMSO, n = 4) und ohne

Zusitze (nativ, n = 4 (Referenz, Mittelwert per Definition: Cyo = 1,000)) inkubiert.

3.1.9 Proteinanalyse adulter Kardiomyozyten mittels
Western Blot

Um den direkten Einfluss der EKZ auf den Herzmuskel zu untersuchen und systemische
Nebeneffekte auszuschlieBen, wurden zusédtzliche Western Blots mit zuvor isolierten
adulten Kardiomyozyten durchgefiihrt. Tendenziell zeigte sich unter normoxischen
Inkubationsbedingungen eine geringere Aktivierung der p44-42 MAPK (Abb. 31A)
sowie von STAT3 (Abb. 31B) in den SOD3-E124D-Zellen gegeniiber den SOD3-
kompetenten Kontrollen. Die relative Aktivierung der p44-42 MAPK in der SOD3-
kompetenten Kontrolle wurde als rel. Aktivierung = 1,000 definiert. Bei SOD3-
Aktivititsverlust war sie um 20 % (rel. Aktivierung = 0,802) vermindert. Die relative
Phosphorylierung des STAT3 war in der SOD3-E124D-Gruppe bei Normoxie um 33 %
(rel. Aktivierung = 0,667) gegeniiber der SOD3-kompetenten Kontrolle vermindert.
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Unter hypoxischen Bedingungen zeigte sich eine Abnahme in der relativen Aktivierung
der p44-42 MAPK in SOD3-kompetenten Kontrollen (rel. Aktivierung = 0,466;
- 53 %). Dieser Regulationseffekt fiel fiir SOD3-E124D-Kardiomyozyten geringer aus
(rel. Aktivierung = 0,638; - 4 %) (Abb. 31A). Wihrend die relative mittlere STAT3-
Phosphorylierung in der SOD3-kompetenten Kontrolle nach Hypoxie um 12 % abnahm
(rel. Aktivierung = 0,875), stieg die relative mittlere STAT3-Phosphorylierung in
SOD3-E124D-Kardiomyozyten um 42 % (rel. Aktivierung = 0,946) (Abb. 31B).

Abbildung 31: Western Blot Kardiomyozyten p44-42 MAPK und STAT3
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Abb. 31 Western Blot der relativen Aktivierung der p44-42 MAPK (A) und des STAT3 (B) in adulten
Kardiomyozyten. Vergleich von Zellkulturproben ohne den Einfluss von Hypoxie (Normoxie) mit Proben
nach vierstiindiger Hypoxie mit 1 % Sauerstoft (Hypoxie) fiir die verschiedenen Genotypen (ISO-SOD3-
kompetente Kontrolle: Normoxie Kontrolle, n = 3 (STAT3 n = 2) (Referenz, Mittelwert per Definition:
rel Aktivierung = 1,000), Hypoxie Kontrolle, n = 3; ISO-SOD3-E124D: Normoxie SOD3-E124D, n =3
(STAT3 n = 2), Hypoxie SOD3-E124D, n = 3 (STAT3 n = 1)). Links semiquantitiave, Densitometrie-
basierte Auswertung; rechts: Aufnahmen der entsprechenden Banden ((A) p-p44-42 MAPK: 44 kDa, 42
kDa; p44-42 MAPK: 44 kDa, 42 kDa, (B) p-STAT3: 86 kDa, 79 kDa; STAT3: 86 kDa, 79 kDa).
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Um mogliche Kompensationseffekte im Proteingehalt der verschiedenen SOD-
Isoformen auch auf zelluldrer Ebene direkt in Kardiomyozyten zu untersuchen, wurden
weitere Western Blots angefertigt (Abb. 32-33). Unter normoxischen Bedingungen
zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede im mittleren relativen Proteingehalt der
SOD1  zwischen = SOD3-kompetenten  (Referenz,  per  Definition:  rel.
Proteingehalt = 1,000) und SOD3-defizienten (rel. Proteingehalt = 1,089)
Kardiomyozyten (Abb. 32A). Hypoxie steigerte den mittleren relativen Proteingehalt
der zyotsolischen SODI-Isoform in der Kontrollgruppe um 73 9% (rel.
Proteingehalt = 1,732). In Kardiomyozyten mit verminderter SOD3-Aktivitit
verringerte sich der mittlere relative Proteingehalt hingegen um 21 % (rel.

Proteingehalt = 0,858) (Abb. 32A) [82].

Unter normoxischen Bedingungen war der mittlere relative SOD2-Proteingehalt in
SOD3-E124D-Kardiomyozyten verglichen mit SOD3-kompetenten Kontrollen um
42 % erhoht (Abb. 32B). Hypoxie fiihrte in Zellen mit verminderter SOD3-Aktivitit zu
keiner weiteren Steigerung des relativen mittleren Proteingehaltes (Normoxie SOD3-
E124D: rel. Proteingehalt = 1,418; Hypoxie SOD3-E124D: rel. Proteingehalt = 1,462).
SOD3-kompetente Kontrollen steigerten jedoch den Proteingehalt der SOD2 unter
Hypoxie auf 241 % ihres normoxischen Vergleichswertes sowie 165 % des hypoxischen

Vergleichswertes der SOD3-inkompetenten Zellen (Abb. 34B) [82].
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Abbildung 32: Western Blot Kardiomyozyten SOD1 und SOD2
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Abb. 32 Western Blot des relativen Proteingehaltes von SOD1 (A) und SOD2 (B) in adulten
Kardiomyozyten. Vergleich von Zellkulturproben ohne den Einfluss von Hypoxie (Normoxie) mit Proben
nach vierstiindiger Hypoxie mit 1 % Sauerstoff (Hypoxie) fiir die verschiedenen Genotypen (ISO-SOD3-
kompetente Kontrolle: Normoxie Kontrolle, n = 3 (Referenz, Mittelwert per Definition: rel Proteingehalt
= 1,000), Hypoxie Kontrolle, n = 3; ISO-SOD3-E124D: Normoxie SOD3-E124D, n = 3, Hypoxie SOD3-
E124D, n = 3). Links semiquantitiave, Densitometrie-basierte Auswertung; rechts: Aufnahmen der

entsprechenden Banden ((A) SOD1: 19 kDa; B -Actin: 45 kDa, (B) SOD2: 24 kDa; S -Actin: 45 kDa)
[82].

Der mittlere relative Proteingehalt der SOD3 war bei SOD3-E124D-Mutanten deutlich
hoher als bei SOD3-kompetenten Kontrollen (Faktor: 3,204). Hypoxie konnte diesen
relativen Proteingehalt in beiden Gruppen weiter steigern (Hypoxie SOD3-kompetente
Kontrolle:  rel.  Proteingehalt =  5,213; Hypoxie = SOD3-E124D:  rel.
Proteingehalt = 4,311). Erneut zeigte sich eine deutlich stirkere Steigerung des relativen

Proteingehaltes in den SOD3-kompetenten Kardiomyozyten (Abb. 33) [82].
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Abbildung 33: Western Blot Kardiomyozyten SOD3
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Abb. 33 Western Blot des relativen Proteingehaltes von SOD3 in adulten Kardiomyozyten. Vergleich
von Zellkulturproben ohne den Einfluss von Hypoxie (Normoxie) mit Proben nach vierstiindiger Hypoxie
mit 1 % Sauerstoff (Hypoxie) fiir die verschiedenen Genotypen (ISO SOD3-kompetente Kontrolle:
Normoxie Kontrolle, n = 3 (Referenz, Mittelwert per Definition: rel Proteingehalt = 1,000), Hypoxie
Kontrolle, n = 3; ISO SOD3-E124D: Normoxie SOD3-E124D, n = 3, Hypoxie SOD3-E124D, n = 3).
Links semiquantitiave, Densitometrie-basierte Auswertung; rechts: Aufnahmen der entsprechenden

Banden (SOD3: 40 kDa, 35 kDa; -Actin: 45 kDa) [82].

Nitrosativer Stress, gekennzeichnet durch die Bildung von 3-Nitrotyrosine, war bei
vorliegendem SOD3-Defekt in Kardiomyozyten deutlich erhoht (Abb. 34). Der relative
mittlere Level an 3-Nitrotyrosinein der SOD3-kompetenten Kontrolle bei Normoxie
wurde als Referenz als Cs.nr= 1,000 definiert. Der Vergleichswert bei eingeschrankter
SOD3-Aktivitit betrug Csnr= 2,642 (Normoxie SOD3-E124D). Nach Hypoxie fiel in
beiden Versuchsgruppen die relative Konzentration an 3-Nitrotyrosine ab (Hypoxie
SOD3-kompetente Kontrolle: Cs;nr = 0,490; Hypoxie SOD3-E124D: Csnr = 1,492).
Die relative 3-Nitrotyrosinekonzentration nach Hypoxie betrug damit in
Kardiomyozyten mit verminderter SOD3-Aktivitdt 304 % der Konzentration in SOD3-
kompetenten Herzmuskelzellen (Abb. 34) [82].
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Abbildung 34: Western Blot Kardiomyozyten 3-Nitrotyrosine
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Abb. 34 Western Blot der relativen Konzentration an 3-Nitrotyrosine in adulten Kardiomyozyten.
Vergleich von Zellkulturproben ohne den Einfluss von Hypoxie (Normoxie) mit Proben nach
vierstiindiger Hypoxie mit 1 % Sauerstoff (Hypoxie) fiir die verschiedenen Genotypen (ISO SOD3-
kompetente Kontrolle: Normoxie Kontrolle, n = 3 (Referenz, Mittelwert per Definition: C;.nr = 1,000),
Hypoxie Kontrolle, n = 3; ISO SOD3-E124D: Normoxie SOD3-E124D, n = 3, Hypoxie SOD3-E124D,
n = 3). Links semiquantitiave, Densitometrie-basierte Auswertung; rechts: Aufnahmen der

entsprechenden Banden (3-NT: 130 kDa; Proteinfarbung: 50 kDa) [82].

Durch die Western Blot-Analysen konnten direkte Effekte der SOD3 auf regulatorische
Prozesse in Herzmuskelzellen im Rahmen von I/R-Schidigung nachgewiesen werden.
Diese deckten sich mit den molekularbiolgischen Organeffekten aus dem

kardiovaskuldren System (s. 3.1.6).

3.2 Der Kalziumsensitizer Levosimendan

Die in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse wurden zu groBen Teilen in der
zugehorigen Publikation von Immohr et al. [61] verdffentlicht. Zur Erleichterung des
Leseflusses wurde darauf verzichtet nach jedem Ergebnis einzeln auf die Publikation zu
verweisen. Stattdessen sind die ensprechenden Ergebnisse abschnittsweise als Zitat

gekennzeichnet.
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3.2.1 Vitalparameter

Wie beschrieben wurden wéhrend des gesamten Experiments die Vitalparameter der
Tiere iiberwacht und zu definierten Zeitpunkten protokolliert. Zum Startzeitpunkt (t;)
betrug die Herzfrequenz der Vehikelkontrollen durchschnittlich HF = 292 + 11 /min
und unterschied sich damit nicht malBigeblich von der Levosimendangruppe
(HF = 266 + 24 /min) (Abb. 35). Nach Anschluss an die HLM und Einsetzen der
Kiihlung fiel die Herzfrequenz in beiden Gruppen bis zum Beginn des DHCA
vergleichbar ab (t: Vehikelkontrolle: HF = 37 £+ 6 /min; Levosimendan:
HF = 40 £+ 0 /min). Nach Beendigung des Kreislaufstillstandes und Wiederaufnahme
der Perfusion iiber die EKZ erholte sich die Herzfrequenz in Tieren mit priaventiver
Levosimendantherapie zundchst schneller (t;: Vehikelkontrolle: HF = 60 + 14 /min;
Levosimendan: HF = 170 £ 60 /min, + 183 %, Cohen’s d = 2,10, Power = 73,8 %). In
der Reperfusion zeigte sich jedoch eine Verschlechterung der Herzfrequenz der mit
Levosimendan behandelten Tieren gegeniiber den Kontrollen. Zum Zeitpunkt der
Euthanasie (t;;) betrug die durchschnittliche Herzfrequenz fiir Kontrolltiere
HF = 274 + 23 /min und fiir Levosimendan HF = 193 £+ 98 /min (Cohen’s d = 1,28,
Power = 35,8 %) (Abb. 35) [61].

Zu Beginn (t; - ts) war der MAD in der Levosimendangruppe gegeniiber den Kontrollen
erhoht (t: Kontrolle: MAD = 69 + 9 mmHg, Levosimendan: MAD = 91 + 4 mmHg)
(Abb. 36). Nach dem Kreislaufstillstand zeigten sich, bedingt durch medikamentdses
Druckmanagement, keine  Unterschiede im  Blutdruck  (tj2: Kontrolle:
MAD = 44 + 16 mmHg, Levosimendan: MAD = 41 + 2 mmHg) (Abb. 36), wihrend

sich in beiden Gruppen eine Hypotension einstellte [61].
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Abbildung 35: Verlauf der Herzfrequenz wihrend des Versuchs
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Abb. 35 Wihrend der gesamten Versuchszeit wurde die Herzfrequenz beider Gruppen (Vehikelkontrolle,
n = 5; Levosimendan, n = 4) mit einem Monitor iiberwacht (t;: vor Kaniilierung, t,: Kanniilierung, t;:
EKZ Beginn, t;: 15 min Kiihlung, ts: 25 min Kiihlung, ts: Kreislaufstillstand, t;: 20 °C Wiedererwarmung,

tg: 27,5 °C Wiedererwarmung, to: 35 °C Wiedererwdrmung, t;o: 15 min Reperfusion, t;;: 45 min

Reperfusion, t;,: vor Euthanasie) [61].

Abbildung 36: Verlauf des Blutdrucks wihrend des Versuchs
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Abb. 36 Wihrend der gesamten Versuchszeit wurde der mittlere arterielle Blutdruck beider Gruppen
(Vehikelkontrolle, n = 5; Levosimendan, n = 4) mit einem Monitor {iberwacht (t;: vor Kaniilierung, t,:
Kanniilierung, t;: EKZ Beginn, t4: 15 min Kiihlung, ts: 25 min Kiihlung, ts: Kreislaufstillstand, t;: 20 °C

Wiedererwarmung, tg: 27,5 °C Wiedererwdrmung, to: 35 °C Wiedererwdrmung, to: 15 min Reperfusion,

t;1: 45 min Reperfusion, t;,: vor Euthanasie) [61].
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Die Korpertemperatur entsprach dem Versuchsprotokoll und unterschied sich zwischen

den beiden Gruppen nicht (Abb. 37).

Abbildung 37: Verlauf der Kérpertemperatur wihrend des Versuchs
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Abb. 37 Wihrend der gesamten Versuchszeit wurde rektal die Korpertemperatur beider Gruppen
(Vehikelkontrolle, n = 5; Levosimendan, n = 4) mit einem Monitor iiberwacht (t;: vor Kaniilierung, t,:
Kanniilierung, t;: EKZ Beginn, t4: 15 min Kiihlung, ts: 25 min Kiihlung, ts: Kreislaufstillstand, t;: 20 °C
Wiedererwarmung, tg: 27,5 °C Wiedererwdrmung, to: 35 °C Wiedererwdrmung, t;o: 15 min Reperfusion,

ty1: 45 min Reperfusion, t;,: vor Euthanasie).

3.2.2 Intraoperative Blutgasanalyse

Zu sechs definierten Zeitpunkten (ta: Kaniilierung, tg: EKZ-Beginn, tc: 25 °C Kiihlung,
tp: 20 °C Wiedererwdarmung, tg: 35 °C Wiedererwdrmung, tp: Euthanasie) wurden
Blutgasanalysen und Zellzahlungen von Blutproben durchgefiihrt. Zu Beginn der
Kantilierung zeigten sich keine Unterschiede in der Plasmakonzentration von Kalium
zwischen der Vehikelkontrolle (Ckaiym = 5,13 += 0,67 mmol/l) und der
Levosimendangruppe (Ckalium = 5,0 £ 0,2 mmol/l) (Abb. 38). Wihrend der Reperfusion
zeigte sich ein Anstieg der Kaliumkonzentration in beiden Gruppen. Zum Zeitpunkt tg
(Euthanasie) betrug die durchschnittliche Konzentration Cgjiym = 10,28 = 0,89 mmol/l
(Vehikelkontrolle) respektive Cgaium = 12,6 £ 3,24 mmol/l (Levosimendan). Dieser
Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (p = 0,254) [61].
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Abbildung 38: Verlauf der Kaliumkonzentration im Plasma

Kalium
20 .
EZd Vehikelkontrolle
I Levosimendan
157 2
=3 =
2 2
10-
E
m @E
51l = ﬁﬂ Sm
&
c 1 1 1 L] L] L]
ta ts tc tp te te

Abb. 38 Zu sechs Zeitpunkten wurde die Kaliumkonzentration im Plasma beider Gruppen
(Vehikelkontrolle, n = 5; Levosimendan, n = 4) mit einem BGA-Gerit gemessen (ta: Kaniilierung, tg:
EKZ-Beginn, tc: 25 °C Kiihlung, tp: 20 °C Wiedererwarmung, tg: 35 °C Wiedererwiarmung, tg:
Euthanasie) [61].

Die Laktatkonzentration im Plasma war in beiden Gruppen bis zum DHCA annéhernd
konstant (ta: Vehikelkontrolle: Cruwe = 2,10 £ 0,95 mmol/l, Levosimdendan:
Craktat = 2,40 = 0,76 mmol/l; tc: Vehikelkontrolle: Cprakw: = 3,48 = 1,02 mmol/l,
Levosimendan: Crauae = 4,53 = 2,53 mmol/l) (Abb. 39). Mit Beginn der
Wiedererwdrmung stieg die Laktatkonzentration in beiden Versuchsgruppen stark an.
Bei Euthanasie zeigten Tiere nach préventiver Levosimendanapplikation eine nicht-
signifikant erhohte (p = 0,214) Laktatkonzentration (Vehikelkontrolle:
ClLaktat = 35,0 = 8,86 mmol/l, Levosimdendan: Cp e = 45,25 + 14,13 mmol/l) (Abb. 39)
[61].

Auch die Sauerstoffsittigung wurde durch regelmifBige Blutgasanalysen kontrolliert. Es
konnten keine signifikanten Gruppenunterschiede festgestellt werden. Alle Tiere zeigten

durchgehend gute Séttigungswerte (Abb. 40).

84



Abbildung 39: Verlauf der Laktatkonzentration im Plamsa
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Abb. 39 Zu sechs Zeitpunkten wurde die Laktatkonzentration im Plasma beider Gruppen
(Vehikelkontrolle, n = 5; Levosimendan, n = 4) mit einem BGA-Gerit gemessen (t,: Kaniilierung, tg:
EKZ-Beginn, tc: 25 °C Kihlung, tp: 20 °C Wiedererwdrmung, tg: 35 °C Wiedererwdrmung, tg:
Euthanasie) [61].

Abbildung 40: Verlauf der Sauerstoffsiittigung wihrend des Versuchs
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Abb. 40 Zu sechs Zeitpunkten wurde die Sauerstoffsittiung des Blutes beider Gruppen (Vehikelkontrolle,
n = 5; Levosimendan, n = 4) mit einem BGA-Gerit gemessen (to: Kaniilierung, tg: EKZ-Beginn, tc: 25

°C Kiihlung, tp: 20 °C Wiedererwarmung, tg: 35 °C Wiedererwarmung, tp: Euthanasie).
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Auch die Analyse der Himoglobinwerte ergab keine Gruppenunterschiede. Aufgrund
des Primings der HLM zwischen den Zeitpunkten ty, und tg kam es zu einer
ausgepriagten Hamodilution und damit zum Abfall der Himoglobinkonzentration von
von Cyp, = 14,06 + 1,08 g/dl auf Cyp, = 7,56 £ 1,50 g/dl (Vehikelkontrolle) respektive
von Cyp = 13,03 + 1,58 g/dl auf Cyp = 6,28 £ 0,54 g/dl (Levosimendan) (Abb. 41). Im
weiteren Verlauf zeigte sich keine weitere Dynamik der Werte. Zur Euthanasie betrug
die Hémoglobinkonzentration Cy, = 6,02 + 1,79 g/dl (Vehikelkontrolle) sowie
Cub = 6,10 + 0,43 g/dl (Levosimendan) (Abb. 41).

Abbildung 41: Verlauf der Himoglobinkonzentration wiihrend des Versuchs
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Abb. 41 Zu sechs Zeitpunkten wurde die H&moglobinkonzentration im Blut beider Gruppen
(Vehikelkontrolle, n = 5; Levosimendan, n = 4) mit einem BGA-Gerit gemessen (ta: Kaniilierung, tg:
EKZ-Beginn, tc: 25 °C Kiihlung, tp: 20 °C Wiedererwarmung, tg: 35 °C Wiedererwiarmung, tg:
Euthanasie). Durch das Priming der Herz-Lungen-Maschine kam es mit Beginn der extrakorporalen

Zirkulation zu einer Himodilution.

Auch die Werte fiir den Hamatokrit (Abb. 42A) und die Erythrozytenzahl (Abb. 42B)
zeigten keine Gruppenunterschiede. Analog zur Hidmoglobinkonzentration liel sich
auch ein Abfall des Hamatokritwertes bedingt durch die Hamodilution mit Anschluss an

die HLM feststellen (Abb. 42B).
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Abbildung 42: Verlauf des Hiimatokrit und der Erythrozytenzahl im peripheren Blut
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Abb. 42 Zu sechs Zeitpunkten wurde der Hamatokrit (A) und die Erythrozytenzahl (B) im Blut beider
Gruppen (Vehikelkontrolle, n = 5; Levosimendan, n = 4) durch Laboruntersuchungen gemessen (ta:
Kaniilierung, tz: EKZ-Beginn, tc: 25 °C Kiihlung, tp: 20 °C Wiedererwdrmung, tz: 35 °C
Wiedererwdarmung, tr: Euthanasie). Durch das Priming der Herz-Lungen-Maschine kam es mit Beginn
der extrakorporalen Zirkulation zu einer H@modilution. Um die Vergleichbarkeit zwischen den
Zeitpunkten zu gewdhrleisten, wurden die Werte der korpuskuldren Blutbestandteile auf den Hématokrit

normiert.

Die Thrombozyten fielen zwischen der Kaniilierung und dem DHCA in beiden Gruppen

in dhnlichem Ausmall ab (ta: Vehikelkontrolle: Thrombozyten/Hkt = 11,93 =+

3,65 x 10°/ ul / %Hkt, Levosimdendan: Thrombozyten/Hkt = 13,59 =+
1,86 x 10°/ul /% Hkt; tp: Vehikelkontrolle: Thrombozyten/Hkt = 9,59 =+
2,61 x 10%/ ul /% Hkt, Levosimendan: Thrombozyten/Hkt = 8,17 <+
1,24 x 10°/ul /% Hkt) (Abb. 43). Bis zur Euthanasie stieg dieser Wert jedoch in beiden
Gruppen wieder an (tp: Vehikelkontrolle: Thrombozyten/Hkt = 13,52 =+

1,18 x 103/u1 /% Hkt, Levosimdendan: Thrombozyten/Hkt
2,15 x 10°/ul /% Hkt) (Abb. 43).

13,18 =+
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Abbildung 43: Verlauf der Thrombozytenzahl im peripheren Blut
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Abb. 43 Zu sechs Zeitpunkten wurde die Thrombozytenzahl im Blut beider Gruppen (Vehikelkontrolle, n
= 5; Levosimendan, n = 4) durch Laboruntersuchungen gemessen (t5: Kaniilierung, tg: EKZ-Beginn, tc:
25 °C Kiihlung, tp: 20 °C Wiedererwdrmung, tg: 35 °C Wiedererwdrmung, tg: Euthanasie). Durch das
Priming der Herz-Lungen-Maschine kam es mit Beginn der extrakorporalen Zirkulation zu einer
Hamodilution. Um die Vergleichbarkeit zwischen den Zeitpunkten zu gewéhrleisten, wurden die Werte

der korpuskulédren Blutbestandteile auf den Himatokrit normiert.

Auch die Zahl zierkulierender Leukozyten im Blut fiel zum DHCA in beiden Gruppen
ab (ta: Vehikelkontrolle: Leukozyten/Hkt = 0,29 + 0,08 x 10%/ ul /% Hkt,
Levosimdendan: Leukozyten/Hkt = 0,21 £+ 0,04 x 10°/ ul /% Hkt; tp: Vehikelkontrolle:
Leukozyten/Hkt = 0,11 + 0,04 x 10°/ul /% Hkt, Levosimendan: Leukozyten/Hkt = 0,06
+ 0,03 x 10°/ul /% Hkt) (Abb. 44). Anschliefend kam es in beiden Gruppen zu einem
erneuten Anstieg der Leukozyten im Blut (tp: Vehikelkontrolle: Leukozyten/Hkt = 0,31
+ 0,02 x 10°/ pul /% Hkt, Levosimdendan: Leukozyten/Hkt = 0,26 =+
0,12 x 10*/ul /% Hkt). In der Levosimendangruppe zeigte sich eine, verglichen mit
Vehikelkontrollen, tendenziell erniedrigten Anzahl an Leukozyten in Blut (ta: -27 %,

tg: -11 %, te: - 41 %, tp: - 44 %, tg: - 24 %, tr: -30 %) (Abb. 44).
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Abbildung 44: Verlauf der Leukozytenzahl im peripheren Blut
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Abb. 44 Zu sechs Zeitpunkten wurde die Leukozytenzahl im Blut beider Gruppen (Vehikelkontrolle, n =
5; Levosimendan, n = 4) durch Laboruntersuchungen gemessen (ts: Kaniilierung, tz: EKZ-Beginn, tc:
25 °C Kiihlung, tp: 20 °C Wiedererwdrmung, tg: 35 °C Wiedererwdrmung, tg: Euthanasie). Durch das
Priming der Herz-Lungen-Maschine kam es mit Beginn der extrakorporalen Zirkulation zu einer
Hamodilution. Um die Vergleichbarkeit zwischen den Zeitpunkten zu gewéhrleisten, wurden die Werte

der korpuskuldren Blutbestandteile auf den Hdmatokrit normiert.

3.2.3 Medikamentenapplikation

Zum Ausgleich von pH-Wertverschiebungen wurden Puffersubstanzen verabreicht.
Vehikelkontrollen benétigten im Schnitt Vnggie = 1,66 £ 2,22 ml Natriumbicarbonat
sowie Vs = 2,52 &+ 2,15 ml Trometamol (insgesamt Vpygrer = 4,18 ml) (Abb. 45). Tiere,
die vor Beginn der EKZ mit Levosimendan behandelt wurden, bendtigten hingegen
durchschnittlich lediglich Vnggic = 0,53 £ 0,46 ml Natriumbicarbonat und Vs = 1,92 +
0,56 ml Trometamol (insgesamt Vpyser = 2,48 ml) zum Erhalt der pH-Homdostase
(Natriumbicarbonat: Cohen’s d = 0,67, Power = 13,4 %; Trometamol: Cohen’s d = 0,34,
Power = 7,1 %) (Abb. 45) [61].
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Abbildung 45: Applizierte medikamentose Puffer
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Abb. 45 Wihrend der gesamten Operation wurden beiden Gruppen (Vehikelkontrolle, n = 5;
Levosimendan, n = 4) Medikamente verabreicht. Zur Einstellung des pH-Wertes wurden

Natriumbicarbonat (Bicarbonat 8,4 %) und Trometamol 36,34 % eingesetzt [61].

Zur Unterstiitzung der kardiovaskuldren Funktion wurden Katecholamine eingesetzt.
Gemal} der formulierten Ausschlusskriterien wurde Noradrenalin eingesetzt, um den
MAD auf mindestens 40 mmHg zu stabilisieren. Vehikelkontrollen bendtigten im
Mittel Vna = 0,3 £ 0,26 ml Noradrenalin (Abb. 46). Durch préaventive
Levosimendanapplikation konnte eine Reduktion des benoétigten Noradrenalins um
83 % (Vna = 0,05 £ 0,06 ml) erzielt werden (Cohen’s d = 1,23, Power = 33,6 %)
(Abb. 46). Gleichzeitig benotigten die Tiere in der Levosimendangruppe 30 % weniger
Adrenalin (Vehikelkontrolle: V4 = 0,32 + 0,46 ml, Levosimendan: V = 0,23 + 0,39 ml;
Cohen’s d = 0,22, Power = 5,9 %) (Abb. 46) [61].
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Abbildung 46: Applizierte Katecholamine
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Abb. 46 Wihrend der gesamten Operation wurden beiden Gruppen (Vehikelkontrolle, n = 5;
Levosimendan, n = 4) Medikamente verabreicht. Zur Unterstiitzung der kardiovaskuldren Funktion

wurden Katecholamine (Adrenalin, Noradrenalin) eingesetzt [61].

3.24 Proteinarbeiten

Zur Untersuchung moglicher Verdnderungen des Proteingehaltes und der
Proteinphosporylierung im Zusammenhang mit Levosimendan wurden interesssante
Zielproteine mittels Western Blots von Herzgewebeproben semiquantitativ untersucht.
Um Verdnderungen im Apoptoseverhalten zu untersuchen, wurden Western Blots des
Proteins PARP-1 und dessen Spaltprodukt cleaved PARP-1, welches im Rahmen des
Apoptoseprozesses vermehrt gebildet wird, durchgefiihrt. Das mittlere relative
Verhiltnis von cleaved PARP-1/PARP1 in Vehikelkontrollen wurde als Referenz als
rel. Spaltung = 1,000 definiert. Nach Levosimendangabe wurde eine Reduktion der
relativen Spaltung um durchschnittlich 35 % auf rel. Spaltung = 0,645 (p = 0,191,
Cohen’s d = 1,5, Power = 46,3 %) festgestellt (Abb. 47).
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Abbildung 47: Western Blot PARP-1
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Abb. 47 Untersuchung der relativen PARP-1-Spaltung im Herzen mittels Western Blot.
(Vehikelkontrolle, n = 5 (Referenz, Mittelwert per Definition: rel Spaltung = 1,000); Levosimendan,
n = 4). Links semiquantitiave, Densitometrie-basierte Auswertung; rechts: Aufnahmen der

entsprechenden Banden (PARP-1: 116 kDa; cleaved PARP-1: 89 kDa) [61].

Die relative durchschnittliche Aktivierung der p38 MAPK konnte durch die Gabe von
Levosimendan gesteigert werden (Abb. 48). Im Vergleich zu Vehikelkontrollen zeigte
sich ein Anstieg der relativen p38 MAPK Aktivierung (Phosphorylierung) durch
Levosimendan um 17 % (p = 0,413, Cohen’s d = 0,29, Power = 6,5 %) (Abb. 48) [61].

Abbildung 48: Western Blot p38 MAPK
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Abb. 48 Western Blot relative Aktivierung der p38 MAPK im Herzen. (Vehikelkontrolle, n = 5
(Referenz, Mittelwert per Definition: rel Aktivierung = 1,000); Levosimendan, n = 4) . Links
semiquantitiave, Densitometrie-basierte Auswertung; rechts: Aufnahmen der entsprechenden Banden

(p-p38 MAPK: 43 kDa; p38 MAPK: 43 kDa) [61].
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Im Gegensatz dazu zeigte sich in der Levosimendangruppe gegeniiber den
Vehikelkontrollen eine Abnahme der Aktivierung des STAT3 um 55 % (p = 0,06,
Cohen’s d = 1,21, Power = 32,7 %) (Abb. 49) [61].

Abbildung 49: Western Blot STAT3
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Abb.49 Western Blot relative Aktivierung der STAT3 im Herzen. (Vehikelkontrolle, n = 5 (Referenz,
Mittelwert per Definition: rel Aktivierung = 1,000); Levosimendan, n = 4) . Links semiquantitiave,
Densitometrie-basierte Auswertung; rechts: Aufnahmen der entsprechenden Banden (p-STAT3: 86 kDa,
79 kDa; STAT3: 86 kDa, 79 kDa) [61].

Die relative Aktivierung der AKT im Herzen wurde durch die praventive Therapie mit
Levosimendan nicht beeinflusst (Vehikelkontrolle: Referenz, per Definition: rel.

Aktivierung = 1,000, Levosimendan: rel. Aktivierung = 1,074) (Abb. 50) [61].
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Abbildung 50: Western Blot AKT
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Abb. 50 Western Blot relative Aktivierung der AKT im Herzen. (Vehikelkontrolle, n = 5 (Referenz,
Mittelwert per Definition: rel Aktivierung = 1,000); Levosimendan, n = 4) . Links semiquantitiave,
Densitometrie-basierte Auswertung; rechts: Aufnahmen der entsprechenden Banden (p-AKT: 60 kDa;
AKT: 60 kDa) [61].

4 Diskussion

4.1 Die extrazellulare Superoxiddismutase

Der erste Teil dieser Arbeit behandelt den Einfluss der extrazelluldren
Superoxiddismutase auf I/R-Schdden im Zusammenhang mit EKZ. Hierfiir wurde ein
Rattenstamm mit verminderter Enzymaktivitidt bei erhaltener Expression sowie ein
speziell zugeschnittenes Kleintiermodell mit EKZ und globalem hypothermen
Kreislaufstillstand verwendet. Unter diesen Bedingungen konnte gezeigt werden, dass

eine Verminderung der Enzymaktivitit der SOD3 die I/R-Schiadigung verstarkt.

SOD-AKktivitit beeinflusst das klinische Outcome nach I/R

Wihrend der EKZ wurden die Vitalparameter des Tieres aufgezeichnet. Zu Beginn des
Versuches war die Herzfrequenz in beiden Gruppen nahezu identisch. Es zeigte sich
wihrend der Kiihlung jedoch ein schnelleres Absinken der Herzfrequenz im
Zusammenhang mit verminderter SOD3-Aktivitdt. Gleichzeitig kam es in der

Reperfusion zu einer deutlichen Verminderung der Herzfrequenz im Vergleich mit
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SOD3-kompetenten Kontrollen [82]. Bedenkt man die wesentlich hdohere
physiologische Herzfrequenz der Tiere, ergibt sich demnach elektrokardiografisch ein
Nachteil der Tiere mit verminderter Enzymaktivitét hinsichtlich der post-ischdmischen
Kreislaufstabilitidt. Dieser Trend bestdtigte sich auch hinsichtlich des arteriellen
Blutdrucks. Wahrend der MAD vor Beginn der EKZ in der SOD3-E124D-Gruppe im
Vergleich zur SOD3-kompetenten Kontrolle im Durchschnitt erhoht war, kam es im
weiteren Versuchsverlauf zu einem deutlichen Abfall des MAD. Zum Zeitpunkt der
Euthanasie betrug der MAD in der Kontrolle 61 % des urspriinglichen Ausgangswertes.
Verminderte SOD3-Aktivitdt resultierte gar in einem MAD von lediglich 45 % des
Ausgangwertes vor EKZ [82]. Herzfrequenz und Blutdruck sind entscheidende
Kreislaufparameter. So stellt erniedrigter systolischer Blutdruck einen Risikofaktor fiir
erhohte Mortalitidt und Morbiditdt bei Patienten mit Herzversagen dar [92, 93]. Zudem
konnten Makita et al. [94] in einer klinischen Studie zeigen, dass auch Bradykardie ein
Risiko fiir Herzkreislauferkrankungen darstellt und die Mortalitit erhoht. Die
aufgezeigten Ergebnisse deuten auf eine Verstirkung dieser Effekte durch verminderte

SOD3-Aktivitdt im Organismus hin.

Hinsichtlich der Korpertemperatur, welche durch den Versuchsaufbau vorgegeben
wurde, ergaben sich modellbedingt keine Besonderheiten; die dargestellten Ergebnisse
sind vielmehr als eine Validierung des Modells zu betrachten. Auch die
pulsoxymetrisch gemessene periphere Sauerstoffsittigung zeigte keine Unterschiede
zwischen den Gruppen. Dariiber hinaus haben auflerdem die Konzentration an
Hamoglobin, der Himatokrit sowie die Anzahl an Erythrozyten im Blut einen Einfluss
auf die induzierte Gewebehypoxie. Durch das Priming der HLM kam es zu Beginn der
EKZ zu einer relevanten Hamudilution. Dementsprechend fielen die
Hamoglobinkonzentration und der Hdmatokrit zwischen den Zeitpunkten t1 (vor EKZ)
und t2 (25 °C Kiihlung) in beiden Gruppen jeweils ab. Es zeigten sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Ein Einfluss auf das Ausmal} der
Hypoxie in den beiden Gruppen aufgrund unterschiedlicher
Hamoglobinkonzentrationen, Hé&matokritwerte und Erythrozytenzahlen erscheint

demnach unwahrscheinlich.

Auch die Thrombozyten zeigten normiert auf den Hamatokritwert keine Unterschiede

zwischen den beiden Gruppen. Es kam jedoch im Versuchsverlauf zunéchst zu einem
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Abfall der Thrombozytenzahl im Verlauf der Kiihlung. Mit Beginn der
Wiedererwdrmung zeigte sich anschlieBend auch ein Wiederanstieg der Thrombozyten
im Blut. Diese Dynamik konnte auch von de Vrij et al. [95] in Untersuchungen von
verschiedenen Nagetieren nachgewiesen werden. Hier kann am ehesten eine
Verlagerung oder auch relative Konzentration der Plattchen in peripheren Organen bzw.
kleinkalibrigen Gefd3en als eine mogliche Ursache fiir diese Beobachtung angenommen

werden, wie sie auch von de Vrij et al. [95] postuliert wird.

Wihrend der Kiihlung kam es ebenfalls zu einem Abfall der Leukozyten im Blutbild
beider Gruppen. Im Laufe der Reperfusion ergab sich ein Wiederanstieg der
Leukozyten. Zur Euthanasie zeigte sich eine um fast ein Drittel hohere Leukozytenzahl
in den SOD3-defizienten Tieren. Diese relative Leukozytose kann als Anzeichen
erhohter Inflammation durch verminderte SOD3-Aktivitit gedeutet werden und wird im
Zusammenhang mit I/R-Schadigung beschrieben [28]. Diese Inflammation ist typisch

fiir I/R-Schédigung und kann in ein SIRS sowie MODS iibergehen [62].

Die Uberwachung der Laborwerte durch Blutgasanalysen offenbarte wihrend der
Reperfusion einen deutlichen Anstieg der Kaliumkonzentration im Serum. Die
Kaliumkonzentration lag bei Euthanasie in beiden Gruppen deutlich oberhalb des
physiologischen Normbereichs. Zusétzlich zeigte sich eine im Mittel erhohte
Kaliumkonzentration in der Gruppe mit verminderter SOD3-Aktivitdt [82]. Ebenso
stieg die Laktatkonzentration im Serum der beiden Versuchsgruppen. AbschlieBend
besallen Tiere mit SOD3-Defizienz eine hohere Serumkonzentration als die SOD3-
kompetenten Kontrollgruppe [82]. Kalium und Laktat gelten als Marker fiir
Zellschiadigung und Hypoxie. Der deutliche Anstieg dieser Marker ist fiir Kleintier-
EKZ-Modelle typisch und deckt sich mit Ergebnissen in der Literatur [28, 96, 97].
Dadurch konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit EKZ und I/R in beiden
Gruppen eine starke Gewebeschddigung induziert wurde. Der Umfang dieser I/R-
Schiaden war in der SOD3-E124D-Gruppe zusétzlich erhoht und die klinische Prognose
daher verschlechtert. Obal et al. [57] konnten in transgenen Médusen mit SOD3-
Uberexpression eine Verminderung der InfarktgroBe und verbesserte Regeneration des
infarzierten Gebietes nach koronarer Okklusion nachweisen. Da die SOD3-kompetente

Kontrollgruppe im Vergleich zu den SOD3-E124D-Tieren auch eine relative
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Uberexpression der SOD3 besitzt, werden die in dieser Gruppe gemessenen geringeren

Parameter der Zellschddigung durch die Ergebnisse von Obal ef al. [57] unterstiitzt.

Die Tiere erhielten wihrend des Versuchs Medikamente nach Bedarf, um moglichst
physiologische Blutwerte zu erhalten. Die hoheren Laktatkonzentrationen in Tieren mit
verminderter SOD3-Aktivitdt erforderten auch ein erhdhtes Volumen von
medikamentdsen Puffern zur Korrektur des pH-Wertes und Therapie der Laktatazidose.
Diese metabolische Azidose ist eine Folge von I/R-Schidden und unterstreicht die
starkere klinische Auspragung der Schiadigung in der SOD3-E124D-Gruppe [26]. Des
Weiteren weist auch der erhohte Katecholaminbedarf der Tiere mit verminderter SOD3-

Aktivitét auf ein schlechteres kardiovaskulares Outcome hin (Abb. 17) [98].

Durch die Messung der SOD-Aktivitit im Plasma konnte eine deutlich geringere
Enzymaktivitdt bei vorliegender SOD3-E124D-Mutation nachgewiesen und das
verwendete Tiermodell bestétigt werden. Der Grad der Plasmahdmolyse stieg wihrend
der extrakorporalen Zirkulation wie erwartet an [91]. Da sich gleichzeitig keine
Gruppenunterschiede feststellen lieen, ist davon auszugehen, dass die Hamolyse der
Plasmaproben keinen FEinfluss auf die weiteren vergleichenden photometrischen

Messungen der Proben genommen hat.

Einfluss eingeschrinkter SOD3-Aktivitit und I/R auf die Regulation der SOD-

Isoformen

Um zu untersuchen, ob die geringere Enzymaktivitit der SOD3 Einfluss auf den
Proteingehalt der verschiedenen SOD-Isoformen nimmt, wurde auf Proteinebene mittels
Western Blot an Proben von Herz- und Aortengewebe sowie kultivierten adulten
Kardiomyozyten der semiquantitativen Untersuchung der SOD-Isotypen nachgegangen.
Hierbei zeigte sich sowohl im Herzen als auch in der Aorta, und ebenso in
Kardiomyozyten unter Normoxie initial eine erhohter relativer Proteingehalt der SOD3,
was darauf hin deutet, dass verminderte Enzymaktivitit der SOD3 zu einem
kompensatorisch erhohten Proteingehalt des Enzymproteins fithrt. Dies konnte eine
Reaktion auf die erhohten Konzentrationen von reaktiven Sauerstoffspezies im Gewebe
darstellen. Eine &hnliche Regulation konnte im Zusammenhang mit ischdmischer

Kardiomyopathie gezeigt werden [99]. In kardiovaskuldren Organproben kommt es
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infolge der EKZ und I/R reaktiv sogar zu einer weiteren, signifikanten Steigerung der
Enzymgehaltes bei vorliegendem Aktivititsmangel. So zeigte sich nach der EKZ und
I/R ein stark erhohter SOD3-Proteingehalt im Herzen und ein deutlich erhoéhter
Proteingehalt in Aorten von den hier eingesetzten SOD3-Mutanten gegeniiber
vergleichbaren Proben aus SOD3-kompetenten Kontrollen [82]. In der Zellkultur
hingegen lie sich dieser Effekt nicht im Rahmen der reinen Hypoxie-Behandlung
reproduzieren. Nach hypoxischer Inkubation konnten nur SOD3-kompetente Kontrollen
den relative Enzymgehalt steigern. Es zeigte sich in beiden Gruppen ein &hnlicher
relativer Proteingehalt [82]. Diese Diskrepanz zu den in vivo-Ergebnissen konnte darauf
zuriickgefiihrt werden, dass die zusédtzliche Steigerung des Proteingehaltes in SOD3-
E124D-Tieren entweder postischdmisch einsetzt oder durch andere Zellarten als
Kardiomyozyten tibernommen werden. Diese Annahme wird durch Stralin et al. [52]
gestlitzt, die zeigen konnten, dass SOD3 vornehmlich von vaskuldren Glattmuskelzellen
produziert wird. Ferner darf nicht {ibersehen werden, dass das komplexe in vivo-Modell
eine echte, globale I/R verursacht, wihrend das hier verwendete in vitro-Modell
lediglich eine Hypoxie herbeifiihrt, sodass davon auszugehen ist, dass sich die

Antwortmuster grundsitzlich unterscheideiden kdnnten.

Der relative SOD1-Proteingehalt im Herzen von SOD3-defizienten Tieren war initial
gegeniiber den SOD3-kompetenten Kontrollen signifikant erhoht. Die I/R-Schédigung
durch EKZ fiihrte in SOD3-kompetenten Kontrollen zu keiner Anderung des
Proteingehaltes. In SOD3-E124D-Herzen lieB sich hingegen eine Abnahme des
relativen SOD1-Proteingehaltes gegeniiber den Shamproben nachweisen [82]. In vitro
fiihrte eine Hypoxie zu einer deutlichen Steigerung des relativen SOD1-Proteingehalt in
SOD-kompetenten Kontrollen, in Kardiomyozyten mit verminderter SOD3-Aktivitit
zeigte sich hingegen erneut eine Abnahme des SOD1-Proteingehaltes gegeniiber dem
Ausgangswert [82]. Die Abnahme des relativen SOD1-Proteingehaltes infolge von I/R-
Schiadigung und Hypoxie deutet auf eine tiefgreifende Fehlregulation in der SOD3-
E124D-Gruppe hin. In der Literatur lassen sich hierzu nur sehr wenige Ergebnisse
Dritter finden. Brahmajothi und Campbell [100] berichten von einer heterogenen
Expression der SOD-Isoformen im Herzen und vermuten, dass keine gegenseitige
Modulation stattfindet. Dies widerspricht der Hypothese einer kompensatorischen
Steigerung des Proteingehaltes, die durch unsere Versuche in dem speziellen Modell
des partiellen Funktionsverlustes (SOD3-E124D) gewonnen wurden.
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Im Proteingehalt der mitochondrialen SOD2 zeigten sich im Herzgewebe keine
Gruppenunterschiede und ebenso keine wesentlichen Regulationsmechanismen. In
Kardiomyozyten konnte jedoch ein basal erhohter relativer SOD2-Proteingehalt in
Zellen mit verminderter SOD3-Aktivitdt nachgewiesen werden. Wéhrend in SOD3-
kompetenten Kontrollen induziert durch Hypoxie ein Anstieg des relativen
Proteingehaltes der SOD2 gemessen wurde, zeigte sich kein Anstieg des Proteingehaltes
in SOD3-E124D-Kardiomyozyten. Die in vitro-Ergebnisse decken sich demnach mit
denen des SODI-Proteingehaltes [82]. Negoro et al. [101] vermuten, dass eine
Aktivierung von STAT3 zu einer vermehrten Expression von SOD2 fiihrt. Da die
verminderte SOD3-Aktivitdt auch zu einer Verminderten STAT3-Aktivierung fiihrt,

konnte dies ursédchlich fiir die fehlende Steigerung des SOD2-Proteingehaltes sein.

Einfluss der SOD3-E124D-Mutation auf intrazellulare ROS

Um mdgliche zelluldre Verdnderungen im Umgang mit ROS durch die SOD3-E124D-
Mutation ndher zu untersuchen, wurden in vitro-Assays an adulten Kardiomyozyten
durchgefiihrt. Mithilfe des Cell[ROX-Assays konnte die intrazelluldre Konzentration an
ROS gemessen werden. Da es sich bei der SOD3 um eine extrazellulire Isoform
handelt, sollten vor allem der Proteingehalt der SOD1 und SOD2 Einfluss auf das
Messergebnis nehmen. Verglichen mit SOD3-kompetenten Kontrollen zeigte sich
intrazelluldr eine signifikant geringere ROS-Konzentration in Kardiomyozyten mit
verminderter SOD3-Aktivitdt. Dies konnte gegebenenfalls durch kompensatorisch
verstiarkt exprimierte intrazellulire SOD-Isoformen verursacht werden. Diese
Hypothese deckt sich mit dem Proteingehalt der SOD1 und SOD2 in in vivo-
Shamproben, nicht jedoch mit dem Proteingehalt der in vitro-Proben. Leider lassen sich
in der Literatur bisher keine vergleichbaren Untersuchungen finden, um diese These

angemessen diskutieren zu konnen.

Verminderte SOD3-Aktivitit steigert kardiale Apoptose bei I/R

Die Spaltung von PARP-1 gilt als Apoptosemarker. So konnte gezeigt werden, dass es
einen Zusammenhang zwischen dem Zeitintervall von Ischdmie, dem Ausmall von

Gewebeschdden und der relativen Spaltung von PARP-1 im kardiovaskuldren System
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von Kaninchen gibt [102]. In dem her verwendeten in vivo-Modell fiihrte die EKZ und
I/R Behandlung wie erwartet in beiden Gruppen zu einem signifikanten Anstieg der
Apoptose mit einem stirkeren Trend bei intrinsisch verminderter SOD3-Aktivitét [82].
Ramlawi et al. [103] konnten ebenfalls zeigen, dass die Spaltung von PARP-1 sowie
weitere Apoptosemarker nach EKZ in humanem Herzgewebe erhoht waren.
Dartiberhinaus wurde gezeigt, dass die Spaltung von PARP-1 in humanen Herzbiopsien
nach I/R-Schidigung in Proben mit kalter kristalloider Kardioplegie geringer war als in
Proben ohne Kardioplegie [104]. Diese beiden Studien konnten demnach auf dhnliche
Weise zeigen, dass EKZ und I/R-Schidden im Herzen mit der Spaltung von PARP-1
assoziiert sind und es einen direkten Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der
Schidigung und der relativen Spaltung von PARP-1 gibt. Sie unterstiitzen daher
gemeinsam mit den Ergebnissen dieser Studie die Hypothese, dass die Enzymaktivitét
der SOD3 einen entscheidenden protektiven Einflussfaktor im Kontext von I/R-
Schiadigung darstellt. Wéahrend im konkreten SOD3-E124D Modell die Enzymaktivitit
unter basalen Bedingungen als ausreichend erscheint, um die Homdostase der Zellen in
beiden Gruppen zu gewihrleisten, scheint es durch EKZ einen Nachteil fiir die Gruppe

mit verminderter SOD3-Aktivitit zu geben.

SOD3 beeinflusst intrazellulire Signalwege

Weitere Proteinarbeiten wurden mit dem Ziel der ndheren Aufkldrung der potentiell
regulierten intrazelluldren Signalwege durchgefiihrt. Die p44-42 MAPK ist Teil des
Reperfusion Injury Salvage Kinase (RISK)-pathway und gilt als wichtiger protektiver
und anti-apoptotischer Zellsignalweg im Zusammenhang mit kardiovaskuldren I/R-
Schiden [105]. In Shamproben von Herzen und Aorten zeigte sich — wie erwartet - kein
Unterschied im relativen Aktivierungszustand der p44-42 MAPK zwischen den beiden
Gruppen. In SOD3-kompetenten Kontrollen zeigte sich nach EKZ im Herzen ein
Anstieg der relativen Aktivierung um ein Vielfaches sowie eine anndhernde
Verdopplung der relativen Aktivierung in der Aorta. In Proben mit verminderter SOD3-
Aktivitdt lieB sich hingegen ein deutlich schwiécherer Anstieg der Aktivierung
nachweisen [82]. In vitro lieB sich basal eine erhohte Aktivierung der p44-42 MAPK in
SOD3-kompetenten Kardiomyozyten zeigen. Durch Hypoxie kam es jedoch zu einer

Abnahme der relativen Aktivierung in dieser Gruppe, sodass sich hier ein kontréres Bild
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zu den in vivo-Experimenten ergibt. Obal et al. [57] konnten einen positiven Einfluss
der SOD3 auf die p44-42 MAPK-Signalkaskade im Mausmodell nachweisen.
Zusitzlich ist in der Literatur ein Zusammenhang zwischen der SOD3 und der
Aktivierung der p44-42 MAPK beschrieben [58]. Dies unterstiitzt die in vivo-
Ergebnisse sowie die Normoxieversuche in der Zellkultur. Verminderung der SOD3-
Aktivitét fithrt demnach zu einer Verminderung der Aktivierung der p44-42 MAPK und
somit zu einer schlechteren Toleranz gegeniiber I/R-Schdden. Die Ergebnisse der
Hypoxieversuche sind jedoch ohne Weiteres nicht hinreichend zu deuten. Hier bedarf es
weiterer Untersuchungen, die dann allerdings unter Beriicksichtigung der zuvor
genannten Limitationen der in vitro-Bedingungen weitere Faktoren einschliefen sollten
(Hypoxie vs. Ischdmie, Monokultur von Kardiomyozyten vs. komplexe Interaktionen

und prakrine Aktivierungswege unterscheidlicher Zellarten, etc.).

STAT3 gehort zum Survivor Activating Factor Enhancement (SAFE)-pathway und gilt
im Zusammenhang von I/R-Schédigung ebenfalls als protektiver Zellsignalweg [106].
Durch EKZ kam es im Herzen zu einem Anstieg der relativen Aktivierung des STATS3.
In SOD3-kompetenten Kontrollen zeigte sich jedoch ein hoheres relatives
Aktivierungsniveau als in SOD3-E124D-Organen. Auch in der Aorta und in der
basalen Zellukultur mit adulten Kardiomyozyten lieB sich ein dhnliches Ergebnis
reproduzieren [82]. Verminderte SOD3-Aktivitit konnte demnach zu einer
Verminderung der relativen STAT3-Aktivierung und zu einer Vergroferung der
Gewebeschddigung durch EKZ und I/R fithren. Dies stellt einen moglichen
Wirkmechanismus der verminderten SOD3-Aktivitit jenseits der eigentlichen direkten

Wirkweise des Abbaus von Superoxid dar.

Die AKT (Proteinkinase B) ist essenziell fiir das physiologische Herzwachstum und
kann tiber die Regulation von Wachstumsfaktoren anti-apoptotisch und protektiv wirken
und vor Gewebeschidden durch I/R und Hypoxie schiitzen [107, 108]. Wahrend es im
Herzen nach EKZ nur in SOD3-kompetenten Kontrollen zu einer deutlichen Steigerung
der relativen Aktivitit der AKT kam, liel sich in Aorten in beiden Gruppen eine
signifikante Steigerung nachweisen. Im Herzgewebe von SOD3-kompetenten
Kontrollen wurde eine 1,8-fach groBere postischdmische Aktivierung der AKT
nachgewiesen, in Aorten jedoch eine geringere Aktivierung. Laatikainen et al. [58]

wiesen eine verstirkte Aktivierung der AKT im Zusammenhang mit erhdhter SOD3-
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Aktivitdt nach. Dies unterstiitzt die Ergebnisse dieser Arbeit, die an Myokardproben
gewonnen wurden, und stirkt die Hypothese, dass sich die SOD3 ebenfalls positiv auf
die Aktivierung der AKT und demnach protektiv auf das kardiovaskuldre System nach

I/R-Schidigung auswirkt.

Einfluss der SOD3-E124D-Mutation auf den Stickstoffstoffwechsel

Die Bioverfiigbarkeit von Stickstoffmonoxid steht im kardiovaskuldren System in
direktem Zusammenhang mit der SOD3. Diese schiitzt nicht nur die Diffusion von NO
im GefdBmuskel, indem sie Superoxid abbaut und damit die Reaktion mit NO zu
Peroxynitrit verhindert, sonder ist dariiberhinaus mit der eNOS kolokalisiert [100]. Die
eNOS gilt als wichtigste NO-Synthase im kardiovaskuldren Gewebe. Im Herzen nahm
der relative Proteingehalt der eNOS in beiden Gruppen infolge der EKZ und I/R ab. In
SOD3-kompetenten Kontrollen wurde eine stirkere Abnahme des Proteingehaltes als in
SOD3-E124D-Tieren beobachtet. Vor EKZ war der relative Proteingehalt der eNOS in
der Aorta von Tieren mit verminderter SOD3-Aktivitdt im Durchschnitt ein Drittel
niedriger als in SOD3-kompetenten Kontrollen. Durch EKZ und I/R kam es in beiden
Gruppen zu einer Abnahme dhnlichen Umfangs [82]. Die beobachte Abnahme des
relativen eNOS-Proteingehalt konnte sowohl durch Auswaschungen aufgrund der
kiinstlichen Perfusion als auch kompensatorisch, um der Bildung von Peroxynitrit
entgegenzuwirken, bedingt sein. Interessanterweise erschien der basale eNOS-
Proteingehalt bei verminderter SOD3-Aktivitdt leicht verringert, dies konnte mit der

hiufig beobachteten Hypertension in diesem Phianotyp zusammenhéngen [109].

Zur ndheren Untersuchung des nitrosativen Stresses durch die mogliche Bildung von
Peroxynitrit wurde die Konzentration an 3-Nitrotyrosine im Herzgewebe sowie in
isolierten adulten Kardiomyozyten analysiert. Im Herzen lie3en sich keine signifikanten
Unterschiede oder Regulationsmechanismen der Konzentration an 3-Nitrotyrosine
nachweisen. In Shamproben zeigte sich jedoch zunichst tendenziell eine hohere
Konzentration an 3-Nitrotyrosine in SOD3-kompetenten Kontrollen. Auch in
Kardiomyozyten lieBen sich bedingt durch groBe Streuung und die sehr kleine
GruppengrofBBe keine signifikanten Effekte im Stickstoffmonoxidhaushalt nachweisen.
Sowohl nach Normoxie als auch nach Hypoxie flihrte verminderte SOD3-Aktivitét

jedoch zu einer tendenziell erhohten Konzentration an 3-Nitrotyrosine [82]. Dies deutet
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auf eine fehlende Schutzwirkung der NO-Diffusion durch die SOD3, wie es bereits in
der Literatur beschrieben wurde, hin [57].

Um einen ndheren Einblick in den intrazelluliren NO-Haushalt zu bekommen, wurde
mit adulten Kardiomyozyten ein DAF-FM-Assay durchgefiihrt. Auf diese Weise konnte
die intrazellulire Konzentration an NO gemessen werden. SOD3-defiziente
Kardiomyozyten besallen eine signifikant erniedrigte intrazellulire NO-Konzentration.
Dies konnte mit dem tendenziell geringeren basalen eNOS-Proteingehalt
zusammenhdngen, der auch im Herzen und der Aorta gefunden wurde, weist aber auch
auf eine erheblich relevante Dysregulation des kardiovaskuldren System infolge des
partiellen SOD3-Funktionsverlustes hin. Nach der Inkubation mit Menadione sowie mit
SOD1 war die intrazelluldire NO-Konzentration in dieser Gruppe jedoch gegeniiber der
SOD3-kompetenten Kontrolle erhdht. Da das Losungsmittel keinen Einfluss auf die
Messung zu haben schien, bleibt die Ursache fiir diese Ergebnisse unklar. Leider finden
sich hierfiir bisher auch in der Literatur keine Erkldrungen. Um abschlieend zu kléren,
wie die SOD3-E124D-Mutation Einfluss auf die NO-Homoostase nimmt, sind demnach

in Zukunft weitere experimentelle Arbeiten notig.

Lob et al. [55] konnten zeigten, dass die SOD3 ein wichtiger Modulator des arteriellen
Blutdrucks ist und diesen antagonistisch zu Angiotensin-II senken kann. In unserer
Arbeit war der Blutdruck vor Beginn der EKZ in der Gruppe mit verminderter SOD3-
Aktivitdt gegeniiber den Kontrollen erhoht [82]. Gleichzeitig konnte zu OP-Beginn im
Plasma eine gegeniiber den SOD3-kompetenten Kontrollen erhdhte Konzentration an
Angiotensin-II nachgewiesen werden. Unter der Annahme, dass der Effekt der SOD3
auf den Blutdruck durch direkte enzymatische Aktivitidt des aktiven Proteinzentrums
verursacht wird, deckt sich dies mit dem von Lob ef al. [55] beschriebenen Ergebnis.
Sollte der Effekt jedoch allosterisch bedingt sein, widerspréche dies der Literatur, da der
SOD3-Proteingehalt zu diesem Zeitpunkt erhoht war. Allerdings kann man allein
aufgrund der hier beobachteten Zusammenhdnge zwischen SOD3 und der
Bioverfiigbarkeit von NO sowie der Angiotensin II-Konzentration von weiteren
Moglichkeiten der Interaktion von SOD3 mit der Blutdruckregulation ausgehen.
Wiéhrend der provozierten experimentellen Bedingungen im Versuchsverlauf kam es in
der Gruppe der SOD3-kompetenten Kontrollen zu einem signifikanten, mehr als

fiinffachen Anstieg der Angiotensin-II Konzentration im Plasma. In der SOD3-E124D-
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Gruppe lieB sich hingegen kein signifikanter Anstieg nachweisen. Da ein ausreichend
hoher Blutdruck fiir die postoperative Kreislaufstabilitit obligatorisch ist, ist dieser
fehlende Anstieg unter Stressbedingungen potenziell als nachteilig gegeniiber den
Kontrollen zu bewerten. Klinisch zeigten sich auch ein geringerer MAD wihrend der
Reperfusion, der jedoch keinen signifikant erhdhten Bedarf an Noradrenalin zur Folge
hatte. Einschrankungen in der SOD3-Homoostase konnten sich daher sowohl basal
(arterielle Hypertonie) als auch nach EKZ (arterielle Hypotonie) belastend auf die

Kreislaufstabilitit auswirken.

Einschrinkungen und Ausblick

Trotz der geringen Zahl an Versuchstieren war es moglich, bei einigen Untersuchungen
bereits statistisch signifikante Gruppenunterschiede festzustellen. Viele Ergebnisse
zeigten jedoch nur einen statistischen Trend und erfordern weitere Untersuchungen mit
groBBeren Gruppenzahlen, um statistisch belastbare Aussagen formulieren zu kdénnen.
Dartiber hinaus unterscheidet sich die molekularbiologische Struktur des SOD3-Enzyms
der Ratte von der humanen Form. Dem SOD3-Protein der Ratte fehlt eine
chromatografische Fraktion, wodurch die Heparinaffinitit gesenkt wird und das Enzym
im Plasma nicht als Homotetramer, sondern als Homodimer vorliegt. Dies konnte die
Ergebnisse in noch unbekanntem Ausmall beeinflussen. Carlsson et al. [110] konnte
jedoch zeigen, dass der Austausch einer einzigen Aminosdure im SOD3-Enzym der
Ratte dieses zu einem Homotetramer mit hoher Heparinaffinitit verdndern kann. Zudem
haben epidemischen Studien auch menschliche Mutationen mit verringerter

Heparinaffinitdt beschrieben [16].

Weitere Studien mit einer therapeutischen Applikation von SOD3 bzw. SOD3-
Mimetika verdienen hier eine Erwidhnung. Rekombinante humane Superoxiddismutase
(h-SOD) konnte die ventrikuldre Funktion nach akutem Myokardinfarkt und PTCA
nicht verbessern [111]. Hierbei handelte es sich jedoch um ein anderes
Anwendungsgebiet. Zudem wurden Dosis und Applikationszeit der Studie nicht
ausreichend variiert. AuBerdem handelte es sich bei der h-SOD nicht um ein
spezifisches SOD3-Mimetikum. Pharmakologische Entwicklung mit dem Fokus auf der
SOD3 konnten hier neue Ergebnisse hervorbringen. Eine neue rekombinante humane

SOD3-Variante (rh-SOD3) konnte bereits deutliche Verbesserungen in der
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Plasmahalbwertszeit zeigen [112]. Eine &hnliche rekombinante humane SOD3-Form
(thEC-SOD) konnte nach inhalativer Applikation als Aerosol Maéuse vor
Lungenschiden durch Hypoxie schiitzen und die Mortalitét senken [113].

Das verwendete Kleintiermodell der extrakorporalen Zirkulation zur Indizierung von
I/R-Schiden ist gut etabliert. Der verwendete hypotherme Kreislaufstillstand findet
heute jedoch nur noch in der Aorten- und der Kinderherzchirurgie routineméBige
Anwendung. Um das Verstdndnis der SOD3 noch weiter zu untersuchen, konnte daher
ein Modell ohne Hypothermie hilfreich sein und sollte vor dem Hintergrund der zuvor
genannten Erkenntnisse fiir weitere zukiinftige wissenschaftliche Untersuchungen

herangezogen werden.

Zusammenfassend ldsst sich folgern, dass die SOD3 signifikanten Einfluss auf die
Aktivierung von kardioprotektiven Signalwegen nimmt. Eine Verminderung in der
Enzymaktivitit fithrt zu einer Verstirkung der I/R-Schadigungen durch extrakorporale
Zirkulation und damit des Risikos fiir systemische Inflammation und multiplem
Organversagen. SOD3 hat sowohl einen direkten Einfluss auf die Organe des
kardiovaskuldren Systems als auch auf Kardiomyozyten und stellt somit einen
potenziellen Schutzfaktor im Rahmen globaler I/R dar. Die weitere Erforschung und
Entwicklung SOD3-basierter Behandlungsstrategien konnte eine vielversprechende
Therapieoption fiir Patienten mit umfangreichen kardiochirurgischen Eingriffen
darstellen. In weiteren Projekten miissen nun zunichst die chronischen Folgen der
verminderten SOD3-Aktivitdt untersucht werden, um anschlieBend die festgestellten
positiven Effekte der SOD3 auch bei systemischer Gabe eines Mimetikums im

Behandlungskonzept nachzuweisen.

4.2 Der Kalziumsensitizer Levosimendan

Der zweite Teil der Dissertation befasst sich mit dem Einfluss des Kalziumsensitizers
Levosimendan (Simdax®) auf I/R-Schaden durch EKZ. Mithilfe eines Kleintiermodells
mit EKZ und DHCA konnten globale I/R-Schdden und systemische Inflammation
induziert werden, um den Einfluss einer praventiven Levosimendangabe vor Anschluss
an die EKZ zu simulieren. Verglichen mit Vehikelkontrollen konnte gezeigt werden,

dass Levosimendan zu einer verbesserten Herzleistung nach Beendigung des
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Herzstillstands fiihrt, kardioprotektive Zellsignalwege in verstirktem Male aktiviert
und anti-apoptotisch wirkt [61]. Trotz des routinemafigen Einsatzes von Levosimendan
im klinischen Alltag konnten klinische Studien bisher nicht sicher die Wirksamkeit
belegen [72-75]. Diese Studie hat das Ziel, das Verstindnis der Wirkungsweise von
Levosimendan in einem in vivo-Modell auf molekularbiologischer Ebene zu verbessern,

um in Zukunft patientengerechtere Therapieschemata ermoglichen zu konnen [61].

Levosimendan beeinflusst das klinische Outcome nach I/R

Ratten, die vor Anschluss an die HLM und Aufnahme der EKZ 12 pg/kg KG
Levosimendan erhielten, erreichten wéhrend der Wiedererwdrmung schneller eine
suffiziente Herzfrequenz. Eine normofrequente Herzfrequenz ist gemeinsam mit
physiologischen Blutdruckwerten entscheidend fiir die hdmodynamische Stabilitdt. Der
Blutdruck wurde aufgrund von medikamentdsen Interventionen in beiden Gruppen
stabil gehalten. Levosimendan verringerte jedoch die bendtigte Menge an
Medikamenten, insbesondere an Katecholaminen, was gemeinsam mit der verbesserten
Herzfrequenz fiir eine Verbesserung der Hamodynamik durch die Applikation von
Levosimendan spricht [61]. Dieses Ergebnis steht jedoch im Widerspruch zu
beschriebenen vasodilatorischen Effekten von Levosimendan [70]. Rungatscher et al.
[78] konnten hingegen ebenfalls eine Uberlegenheit von Levosimendan in der
Héamodynamik gegeniiber einer reinen Katecholamintherapie zeigen. Auch in einer
klinischen Studie konnte die Herzleistung von Kindern durch die Gabe von

Levosimendan verbessert werden [114].

Im Verlauf kam es in beiden Gruppen zu einem starken Anstieg der Kalium- und
Laktatkonzentration. Diese Effekte sind durch die Schwere der induzierten I/R-
Schéadigung des Models begriindet und wurden bereits in der Literatur beschrieben [28,
96, 97], ebenso wie sie im Abschnitt 1 dieser Arbeit in einem anderen Projekt mit
demselben Modell beobachtet wurden. Levosimendan erhdhte jedoch sowohl die
Konzentration an Kalium als auch an Laktat zum Ende des Versuches gegeniiber
Vehikelkontrollen [61]. Dies konnte durch die vermehrte Arbeit des Herzmuskels
bedingt sein, die zu der beschriebenen Verbesserung der himodynamischen Parameter
fiihrte. Moglich wire auch eine bessere Mikrozirkulation, wodurch die postischimische

Freisetzung von Laktat und Kalium aus peripheren Organen begiinstigt wird.
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Wihrend sich im Hinblick auf die Korpertemperatur, die arterielle Sauerstoffsittigung
sowie den Hidmoglobinwert und die Anzahl an Erythrozyten keine Unterschiede zeigten,
lieB sich eine Dynamik in den Messwerten der Thrombozyten und Leukozyten
erkennen. Im Zusammenhang mit der Hypothermie zeigte sich in beiden Gruppen eine
voriibergehende Abnahme der Thrombozytenzahlen. Es lieBen sich jedoch keine
Einfliisse von Levosimendan auf die zirkulierenden Thrombozyten im Blut erkennen.
Die beschriebene Dynamik dhnelte hierbei den beschriebenen Ergebnissen des SOD3-
Projekts (s. Abschnitt 1) [82, 95]. Auch die Anzahl an frei zirkulierenden Leukozyten
im Blut verhielt sich analog zum SOD3-Projekt und fiel in beiden Gruppen wahrend der
Kiihlung ab und stieg anschlieBend wieder an [82]. Auffillig war jedoch eine
verminderte Anzahl an Leukozyten in der Levosimendangruppe. Diese Unterschiede
waren zu jedem Zeitpunkt zu verzeichnen. In wie weit ein direkter Zusammenhang zur
Applikation von Levosimendan besteht, bleibt daher unklar. In der Literatur ist eine
Abnahme der Anzahl an Leukozyten im Blut durch Levosimendan in einer klinischen
Studie beschrieben worden [115]. Dariiber hinaus konnten Hasslacher et al. [116]
zeigen, dass Levosimendan die Freisetzung von ROS durch Leukozyten in Patienten mit
akutem Herzversagen und septischen Schock vermindert und somit positiv
immunmodulatorisch wirkt. Diese Studien unterstiitzen die hier erhobenen Ergebnisse
sowie die These, dass Levosimendan protektive Funktionen im kardiovaskuldren

System begiinstigt.

Levosimendan beeinflusst Apoptose und intrazellulire Signalwege

Um einen Einblick in die molekularbiologischen Effekte von Levosimendan zu
gewinnen, wurden Proteinanalysen an Myokardgewebe experimentell behandelter Tiere
durchgefiihrt. Western Blots des Apoptosemarkers PARP-1 und seines Spaltproduktes
cleaved-PARP-1 zeigten eine Verminderung der induzierten Apoptose durch die
Behandlung mit Levosimendan verglichen zu Vehikelkontrollen [61, 102]. Auch
Malmberg et al. [117] haben anti-apoptotische Effekte von Levosimendan nach

myokardialer Ischemie beschrieben.

In der Literatur sind positive Effekte von Levosimendan auf die Aktivierung der p38
MAPK-, AKT- und p44-42 MAPK-Signalwege in Kardiomyozyten beschrieben [118].

Eine Aktivierung der p38 MAP-Kinase gilt als zelluldrer Schutzmechanismus
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gegeniiber I/R-Schiaden [119]. Verglichen mit der Vehikelkontrolle konnte durch
Levosimendan-Gabe nach EKZ und I/R eine vermehrte Aktivierung der p38 MAPK
festgestellt werden [61]. Auch Grossini et al. [120] konnten einen solchen positiven
Effekt von Levosimendan in einem in vitro-Versuch nachweisen und zudem einen
Zusammenhang zum NO-Stoffwechsel aufzeigen. Im Gegensatz zu den in vitro-
Versuchen von Markou ef al. [118] lieB sich in unserem Versuchsaufbau nach EKZ und
I/R keine Steigerung in der Phosphorylierung der als protektiv geltenden AKT durch
Levosimendan nachweisen [61, 107, 108]. Die Aktivierung des STAT3, welcher Teil
des protektiven SAFE-Signalwegs ist, erschien in unserer Studie gar vermindert [61,
106, 121]. Leider finden sich in diesem Zusammenhang in der Literatur noch keine
Ergebnisse vergleichbarer Studien, um dieses Resultat ndher einzuordnen. In der
Zusammenschau der molekularbiologischen Ergebnisse scheint jedoch ein insgesamt
positiver Einfluss von Levosimendan auf Zellsignalebene moglich. Insbesondere die
Ergebnisse der Spaltung von PARP-1 deuten auf einen protektiven und anti-

apoptotischen Effekt durch die praventive Applikation von Levosimendan vor EKZ hin.

Einschrinkungen und Ausblick

Die Ergebnisse dieses Projektes sind in ihrer Aussagekraft in einem dhnlichem Umfang
wie das SOD3-Projekt begrenzt [61, 82]. Insbesondere die geringe Anzahl an
Versuchstieren, die fiir die Experimente zur Verfiigung standen, erschweren die
Ubertragung der Ergebnisse in die klinische Anwendung. Dariiber hinaus stellt die
Verwendung von unterschiedlichen Konzentrationen an Levosimendan und Variationen
des Applikationszeitpunktes einen wichtigen Ansatzpunkt fiir weitere Versuche in der

Zukunft dar [61].

Zusammenfassend lassen sich durch die Therapie mit Levosimendan die Himodynamik
verbessern und gleichzeitig Medikamente reduzieren. Insbesondere der Einsatz von
Katecholaminen, welche den Sauerstoffbedarf des Herzmuskels weiter steigern und pro-
inflammatorisch wirken konnen, kénnen so eingespart werden [61, 65, 66]. Aullerdem
zeigte sich eine Verringerung der Apoptoserate durch die Levosimendanbehandlung
sowie eine veranderte Aktivierung von molekularbiologischen Signalwegen. Diese
Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass sich eine praventive Applikation von

Levosimendan vor EKZ positiv auf Patienten auswirkt [61].
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4.3 Schlussfolgerungen

Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war zunidchsst die ndhere Untersuchung des Einflusses der
extrazelluldaren Superoxiddismutase auf I/R-Schéden im Kontext von EKZ und globaler
Ischdmie. Hierfiir wurde ein Rattenmodell mit verminderter Enzymaktivitit verwendet
und mit SOD3-kompetenten Kontrollen verglichen. Durch EKZ und einen 45-miniitigen
tiefen hypothermen Kreislaufstillstand mit globaler Ischdmie und anschlieBender
Reperfusion wurden I/R-Schiden induziert. Die in diesem Rahmen aufgetretenen

Effekte wurden zuvor weltweit noch nicht wissenschaftlich publiziert.

Wiihrend der intraoperativen Uberwachung zeigten sich in der Interventionsgruppe mit
verminderter SOD3-Aktivitdt eine verminderte Herzfrequenz und leicht verminderter
Blutdruck wéhrend der Reperfusion. Gleichzeitig lagen, im Vergleich zur
Kontrollgruppe, erhohte Plasmakonzentrationen von Kalium und Laktat vor. Diese
Ergebnisse sprechen fiir einen klinisch schlechteren Umgang mit I/R-Schidden bei
verminderter SOD3-Aktivitit und damit verbundenen groBleren Gewebeschadigungen

und resultierender Kreislaufinstabilitit.

Auf dem Proteinlevel konnte gezeigt werden, dass unter Basalbedingungen keine
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen bestehen. Eine Verminderung der SOD3-
Aktivitdt fiihrt bei EKZ jedoch zu einem kompensatorischen Anstieg des
Enzymgehaltes. Dieser Anstieg reicht jedoch nicht aus, um die Gewebeschidigung zu
verhindern. Die verringerte Enzymaktivitit fiihrt zu einer signifikant verminderten
Aktivierung protektiver intrazelluldrer Signalwege. Diese Signalkaskaden gelten als
anti-apoptotisch und pro-proliferativ und schiitzen das Gewebe des kardiovaskulédren
Systems im chronischen Verlauf vor den Folgen von I/R. In der Zellkultur adulter
Kardiomyozyten konnte zudem gezeigt werden, dass der Level an nitrosativem Stress
durch die Bildung von Peroxynitrit gegeniiber der SOD3-kompetenten Kontrollgruppe
erhoht ist. Dies flihrt zu einer zusétzlichen toxischen Zellschdadigung sowie durch das
resultierende Defizit an Stickstoffmonoxid im GefdBmuskel zu einer Vasokonstriktion

und damit Verschlechterung der systemischen Durchblutung.

Im zweiten Teil der Dissertation wurde der Einfluss des Kalziumsensitizers

Levosimendan auf kardiale I/R-Schiaden in einem Kleintiermodel mit EKZ und
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45 Minuten DHCA untersucht [61]. Vor Initiation der EKZ wurden entweder
12 ul/’kg KG Levosimendan oder ein Vehikel intravenos appliziert [61]. Die in diesem
Rahmen aufgetretenen Effekte wurden bisher nicht wissenschaftlich publiziert. Die
Applikation von Levosimendan konnte dabei das Outcome sowohl auf klinischer
Ebenen als auch insbesondere molekularbiologisch verbessern [61]. Dadurch erweitert
sich das Verstindnis der Wirkungsweise von Levosimendan und ermdglicht so eine

gezieltere Therapie.

Fazit

Taglich sind weltweit tausende Patienten auf eine Behandlung mit HLM und EKZ
angewiesen. Aufgrund von I/R-Schiden besteht auch bei erfolgreicher Behandlung der
Grunderkrankung die Gefahr eines systemischen inflammatorischen Reaktion und der
Entwicklung eines hdufig letal verlaufenden MODS. Therapien, die die Entstehung
einer solchen Reaktion verhindern konnen, sind daher ndtig, um die Ergebnisse
kardiovaskuldrer Eingriffe zu verbessern. Es konnte ein entscheidender positiver
Einfluss der SOD3 auf I/R-Schéddigung durch EKZ gezeigt werden. Sowohl klinisch als
auch molekularbiologisch zeigte sich ein verschlechtertes Oufcome, verursacht durch
die verminderte Enzymaktivitit. Der Einsatz neuer SOD3-basierten Therapiekonzepte
konnte daher die Komplikationsrate durch systemische Inflammationsreaktionen nach
Operationen mit HLM verringern. Dies erfidhrt besondere Bedeutung, da eine hiufige
humane Genvariante (SOD-R213G) die natiirliche Schutzwirkung der SOD3 verringert
und mit einem erhdhten Risiko filir ischdmische Herzkrankheiten vergesellschaftet zu
sein scheint. Insbesondere diese Patienten konnten von einer speziellen SOD3-Therapie
profitieren. Auch die Anwendung einer individuellen priventiven Levosimendangabe

kann dabei eine Moglichkeit einer solchen Verbesserung darstellen.
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6 Anhang

6.1 EKZ Protokoll

6.1.1 Vitalparameter, BGA und Blutbild

OP-Beginn  |Ver EKZ Vor EKZ | Kihlung Kishlung Stillstand | Aufwirmung | Aufwirmung |Aufwarmung |Reperfusion |Reperfusion |Exitus
nach 25min 20°C 35°C nach 15min | nach 45min

Uhrzeit [h]

HF ( /min)
MAD (mmHG)
Sa02 (%)
Temperatur [*C]
Isofluran (Vol3%)

Fi0Z (%)

Luft 02 (I/min)
A02/Cap.

AC02/ Cap. (Vol3)
Beatmungsfr. 70 70 70 28 28 28 28 28 28 28 28 28
Beatmungsdr. 15 15 15

BGA &

Blutbild:

Na+ (mmol/l)

K+ (mmol/1)

Ca 2+ (mmol/1)
Cl- (mmel/l)
Anionen Gap
Glukose (mg/dL)
Laktat (mmol/1)

pH

pCO2 (mmHg)
pO2 (mmHg}
Hb (g/d1)

Sa02 (%)
HCO3 (mmol/1)
BE (mmol/1)
HKT (%)

Erys 106
Leukos 1043
Thrombos 10*3

6.1.2 Medikamentengabe

Spaltel |~ [Spalte3 | = |spalted |~ |spaltes | = |spaltes |~ |Spalte7 | =[Spalte8 |~ [Spalted ~ [Spalte10 | = Spalte1l | = Spaltei2 | =]
Zeit [Fentanyl (0,05mI/h] __|Heparin (L.E.) | NaBic 8,4% (ml) | Nimbex (0,2 ml) _|TRIS (ml) HES (mi) Suprarenin (ml) __|CO2 (min) icard i.v. (ml)
gesamt 0 0 0 0 0 0 0 0 0 .
Arterenol-Bedarf
Erwdrmung |Reperfusion
Uhrzeit  [MAD [mmHg) * Uhrzeit Dosis (ml} MAD (mmHg)
vorher nachher vorher nachher

Gesamt Arterenol (m!
HES (ml)
Gesamt Velumen (ml)

)
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6.1.3 Protokollzeiten

Datum:

Anwesend:
KanGlierung:
Protokollfuhrung:
Narkoselberwachung:
Blutgasanalysen:

Anschluss an HLM:
Versuchstier:

Gewicht:
Geburtsdatum:

Protokoll-Zeiten

Datum:

Uhrzeit [h]

Temperatur [°C]

Dauer

Narkose-Einleitung

Priparierungs-Beginn

Priparierungs-Ende

Kaniilierungs-Beginn

Kaniilierungs-Ende

1. Blutabnahme

EKZ-Beginn

EKZ-Kiihlung-Beginn

2. Blutabnahme bei 25°C

EKZ-Kiihlung-Ende

30 min

EKZ-Kreislaufstillstand-Beginn

EKZ-Kreislaufstillstand-Ende

20 min

EKZ-Aufwirmung-Beginn

40 min

3. Blutabnahme bei 20°C

4, Blutabnahme bei 35°C

EKZ-Aufwirmung-Ende

Beginn Perfusion

Ende Perfusion

60 min

5. Blutabnahme vor Eutha

Euthanasie

6.1.4 Notizen

HLM

Kanilierung:

Anschluss an HLM:
Lauf der HLM:
Asystolie:
Sinusrythmus:
Organexplantation:
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