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Zusammenfassung

Die Bedeutung von Connexin 43 bei der durch Proteinkinase A-Aktivierung
induzierten Kardioprotektion

Die Kardioprotektion durch Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) wird iiber
mitochondriale calciumsensitive Kaliumkanéle (mKc,-Kanéle) reguliert und ist im Alter
aufgehoben. Weder die PKA noch die mKc,-Kanile und deren downstream pathway
unterliegen alterungsbedingten Verdnderungen. Dies deutet darauf hin, dass die
Signalvermittlung von der PKA zum mKc,-Kanal tiber Zwischenschritte vermittelt
wird, welche alterungsbedingten Verdnderungen unterliegen. Das Transmembranprotein
Connexin 43 (Cx43) ist eine mogliche Komponente der Signalkaskade, die fiir diesen
alterungsabhingigen Effekt verantwortlich sein konnte. Das Ziel dieser Studie war, die
mogliche Beteiligung von Cx43 bei der durch PKA-Aktivierung bedingten

Kardioprotektion zu untersuchen.

Die Versuche wurden an isolierten Herzen von ménnlichen Wistar-Ratten durchgefiihrt
(6 Versuchsgruppen, alle Gruppen n=8). Mit Hilfe einer Langendorff-Anlage wurden
die Herzen bei einem Druck von 80 mmHg mit einem Krebs-Henseleit-Puffer
perfundiert. Nach einer globalen Ischimie von 33 Minuten folgte eine einstiindige
Reperfusionsphase. Im Anschluss wurde die Infarktgrofe mittels Triphenyltetrazolium-
chlorid-Féarbung bestimmt. Die Kontrollgruppe (con) blieb unbehandelt. Der PKA-
Aktivator Forskolin (for; 0,3 uM) wurde acht Minuten vor Beginn der Ischdmie iiber
einen Zeitraum von drei Minuten appliziert. Die Cx43-Inhibitoren gap27 (gap27; 6 uM)
bzw. Heptanol (hep;0,5 mM) wurden alleine (gap27 bzw. hep) oder in Kombination mit
Forskolin (gap27+for bzw. hep+for), beginnend zwolf Minuten vor der Ischimiephase
iiber acht Minuten appliziert. Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit
ANOVA zur Varianzanalyse und Tukey’s post hoc test zur Signifikanztestung (p< 0,05).
Die Ergebnisse sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

Die PKA-Aktivierung durch Forskolin fiihrte zu einer Reduktion der Infarktgrofe im
Vergleich zur Kontrollgruppe (for: 26 + 6 %, vs. con: 37 £ 8 %; p<0,05). Im Gegensatz
hierzu zeigte Forskolin nach Blockade von Cx43 durch entweder gap27 oder Heptanol
keinen signifikanten infarktgroBenreduzierenden Effekt (gap27+for 33 + 7 %; hep-+for
30 £ 6 %; vs. con: 37 £ 8 %, jeweils p>0,05). Die alleinige Gabe von gap27 oder
Heptanol hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Infarktgrofe (gap27: 32 + 7 %;
hep: 32 + 6 %; vs. con: 37 £ 8 %, p>0,05). In Bezug auf die Himodynamik zeigten sich
am Ende der Reperfusionsphase keine signifikanten Unterschiede in den
Versuchsgruppen. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Cx43 an der

Signaltransduktion der Forskolin-induzierten Kardioprotektion beteiligt ist.



Summary
The role of Connexin 43 in protein kinase A-induced cardioprotection

Cardioprotection by activation of protein kinase A (PKA) is regulated by mitochondrial
calcium-sensitive potassium channels (mKc, channels) and is abolished in old age.
Neither the PKA nor the mK¢, channels and their downstream pathway are subject to
age-related changes. This indicates that signal transduction from the PKA to the mKc,
channel is mediated through intermediate steps, that are subject to age-related changes.
The transmembrane protein connexin 43 (Cx43) is a potential component of the
signaling cascade that might be responsible for this age-related effect. The aim of the
study was to investigate the possible involvement of Cx43 in PKA activation-induced

cardioprotection.

The experiments were carried out on isolated hearts of male Wistar rats (6 experimental
groups, all groups n= 8). Using a Langendorff system, the hearts were perfused with a
Krebs-Henseleit buffer at a constant pressure of 80 mmHg. After a global ischemia of
33 minutes, a one-hour period of reperfusion followed. Subsequently, the infarct size
was determined by means of triphenyltetrazolium chloride staining. The control group
(con) remained untreated. The PKA activator forskolin (for, 0.3 uM) was administered
8 minutes before the onset of ischemia over a period of 3 minutes. The Cx43 inhibitors
gap27 (gap27, 6 uM) and heptanol (hep, 0.5 mM) were administered alone (gap27 or
hep) or in combination with forskolin (gap27+for or hep+for) starting twelve minutes
before the ischemic phase and applied for 8 minutes. Statistical analysis of the data was
done with ANOVA for analysis of variance and Tukey's post hoc test for significance

testing (p <0.05). The results are expressed as mean =+ standard deviation.

Forskolin-induced PKA activation reduced infarct size in comparison to the control
group (for: 26 = 6 % vs. con: 37 £ 8 %; p <0.05). In contrast, after blocking Cx43 by
either gap27 or heptanol, forskolin did not show a significant effect on reducing infarct
size (gap27+for 33 £ 7 %, hep+for 30 £ 6 %, vs. con: 37 + 8 %; p> 0.05, respectively).
The sole administration of gap27 or heptanol had no significant effect on infarct size
(gap27: 32 = 7 %, hep: 32 £ 6 %, vs. con: 37 £ 8 %; p> 0.05). In terms of
hemodynamics, there were no significant differences in the experimental groups at the
end of the reperfusion phase. The results indicate that Cx43 is involved in signal

transduction of forskolin-induced cardioprotection.
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1 Einleitung

1.1 Die akute Myokardischamie

1.1.1 Epidemiologie

Ischimische Herzerkrankungen sind in den westlichen Industrielindern von enormer
medizinischer und gesellschaftlicher Relevanz. Im Jahr 2017 lag 37 % der Todesfille in
Deutschland eine Erkrankung des Herz-Kreislaufsystems zugrunde [1]. Im gleichen
Jahr verstarben insgesamt 46966 Menschen an einem akuten Myokardinfarkt, einer der
wesentlichen Folgen einer ischamischen Herzerkrankung [2]. Im Laufe der letzten
Jahrzehnte zeichnete sich ein Riickgang der Inzidenz und Letalitdt des Myokardinfarkts
ab. Allerdings betrigt die 28-Tage-Letalititsrate nach einem Myokardinfarkt in der
Altersgruppe zwischen 25 und 84 Jahren immer noch 45,9 % bei Ménnern und 55,9 %
bei Frauen [3]. Herz-Kreislauf-Erkrankungen verursachen neben erheblichen
individuellen Krankheitsfolgen auch enorme gesellschaftliche Krankheitskosten. Im
Jahr 2017 betrugen die Krankheitskosten durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen 46,4
Milliarden Euro und somit 13,7% der Gesamtausgaben im Gesundheitswesen [4].
Insgesamt zeigen diese Daten, dass einer weiteren Verbesserung der Pravention und

Behandlung des akuten Myokardinfarkts eine grof3e Bedeutung zukommt.

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Bei einem akuten Myokardinfarkt kommt es durch einen plotzlichen Verschluss einer
Koronararterie zu einer reduzierten bis fehlenden Durchblutung des durch die
Koronararterie versorgten Myokardareals. Ein solcher Gefdlverschluss kann
beispielsweise durch einen Thrombus bedingt sein. Eine anhaltende Unterbrechung der
Sauerstoffversorgung im Myokard fiihrt zu einem Gewebeuntergang, der sogenannten
Infarzierung. Die entstandenen nekrotischen Areale konnen nicht regenerieren und

fiihren zu einer kontraktilen Funktionsstorung des Herzens. Eine schnellstmogliche



Wiederherstellung der Blutversorgung des betroffenen Areals ist daher von
entscheidender Bedeutung [5]. Abhingig von Ausmall und Dauer der ischdmischen
Phase konnen unterschiedliche Syndrome auftreten: Hibernation, Stunning oder Infarkt
[6].

Die aktive Anpassung des Energieverbrauchs des Herzens durch Reduktion der
myokardialen kontraktilen Funktion wird als Hibernation bezeichnet. Rahimtoola
beschrieb dieses Phdnomen in den frithen achtziger Jahren erstmals bei Patienten, die
aufgrund einer koronaren Herzkrankheit eine Bypassoperation erhielten. Durch eine
Verringerung des myokardialen Energieverbrauchs ist das Herz fihig, trotz des
verminderten Sauerstoffangebots eine ausreichende Pumpfunktion zu gewihrleisten und
eine Nekrose zu vermeiden. Die Hibernation ist ein reversibler Prozess, bei welchem es
zu einer Erholung der kontraktilen Funktion kommt [7-9].

Unter Stunning wird eine prolongierte myokardiale Dysfunktion nach kurzzeitiger
Ischimie und sofortiger Reperfusion verstanden. Die Durchblutung und die Funktion
des Myokards sind wihrend der Ischdmie stark eingeschrinkt. In der Reperfusion wird
die Durchblutung wieder vollstindig hergestellt. Die kontraktile Funktion regeneriert
sich abhingig von der Dauer der vorherigen Ischdmiephasen [10, 11]. Ist eine bleibende
Schidigung im Myokard entstanden, spricht man von einem Myokardinfarkt. Die
Myokardnekrose fiihrt zu einer eingeschrinkten kontraktilen Funktion des Herzens. Sie
entwickelt sich etwa 20 Minuten nach einem Koronarverschluss und erreicht ihr
maximales Ausmafl nach etwa sechs Stunden [5]. Die InfarktgroBe ist ein

entscheidender Faktor fiir die Prognose des Patienten [12].

1.1.3 Ischamie- und Reperfusionsschaden

Das AusmalBl der myokardialen Gewebeschiddigung, das heillt die InfarktgroBe, wird
pathophysiologisch nicht nur durch die Ischdmiedauer und den wihrend der Ischidmie
entstandenen Schaden bestimmt, sondern auch durch einen weiteren Gewebeuntergang
wihrend der frithen Reperfusion, dem sogenannten Reperfusionsschaden [13].

Die Pathophysiologie der Gewebeschddigung ist durch eine Vielzahl unterschiedlicher
Mechanismen bedingt. Beteiligt sind hierbei Ionenkanile, reaktive Sauerstoffspezies

(ROS), Entziindungsmechanismen und endotheliale Dysfunktion [14-17].



Durch eine Unterbrechung des Blutflusses und der Sauerstoffzufuhr wird ein
Myokardinfarkt induziert. Durch den Sauerstoffmangel wird der Stoffwechsel in den
Zellen von einer aeroben Energiegewinnung (oxidative Phosphorylierung, 3-Oxidation)
auf eine anaerobe Energiegewinnung umgestellt. Dies fiihrt zu einer Akkumulation von
Laktat, Protonen und ROS in der Zelle, es kommt zu einer Gewebsazidose. Im
anaeroben Energiestoffwechsel werden pro mol Glucose nur noch drei statt 38 mol
Adenosintriphosphat (ATP) gewonnen. Dieser zelluldre Energiemangel fiihrt zu einer
Abnahme der myokardialen Kontraktion. Die Akkumulation von Laktat, Protonen und
ROS fiihrt dariiber hinaus zu einer Beeinflussung der kardialen Natriumkanile. Unter
physiologischen Bedingungen Offnen sich diese Ionenkandle zu Beginn eines
Aktionspotentials der Herzmuskelzelle fiir wenige Millisekunden. Bei einer
Myokardischimie kommt es zu einem spiteren und ldngeren Natriumeinstrom mit
resultierender intrazelluldrer Akkumulation von Natrium [18-20]. Hohe intrazellulire
Natriumkonzentrationen bewirken iiber eine Umkehr des Natrium/Calcium-
Austauschers  eine  vermehrte  intrazellulire = Calciumkonzentration.  Der
Natrium/Calcium-Austauscher befordert unter physiologischen Bedingungen das
Calcium aus der Zelle hinaus. Wihrend der Ischdmie kommt es zu einer Umkehr der
Transportrichtung und Calcium wird in die Zelle transportiert. Die resultierende
Calciumiiberladung bedingt eine gestorte diastolische Relaxation mit einer hieraus
resultierenden Erhohung der myokardialen Wandspannung. Daraus ergeben sich
Mikrozirkulationsstorungen mit reduzierter Sauerstoffversorgung [19, 21-23].

Durch das Wiedereinsetzen des Blutflusses nach einer Ischdmiephase wird dem
Myokard jedoch weiterer Schaden zugefiigt. Diese wegweisende Erkenntnis wurde im
Jahr 1960 erstmalig von Jennings et al. als Reperfusionsschaden beschrieben [13].
Tierexperimentelle Studien zeigten, dass bis zu 50 % der endgiiltigen Myokardnekrose
durch den Reperfusionsschaden bedingt ist [24]. In der einsetzenden Reperfusionsphase
kommt es zu einer schnellen Normalisierung des durch die Ischdmiephase bedingten
azidotischen pH-Wertes mit folgender letaler Schidigung der Myozyten [25].
Zusatzlich  tragt  eine  vermehrte  ROS-Produktion zur  Entstehung des
Reperfusionsschadens bei [14, 15].

Zudem konnen in der friihen Reperfusionsphase durch eine Thrombozytenaggregation
bzw. Thrombozytenaktivierung Mikroembolien verursacht werden, welche zu einer
Reduktion der Gewebeperfusion fithren konnen [26]. Dariiber hinaus kommt es durch

die Expression von proinflammatorischen, prokoagulatorischen und



vasokonstriktorischen Entziindungsmediatoren zu einer  iiberschieBenden
Entziindungsreaktion, die eine zusitzliche Schidigung des Herzmuskels bedingt [16,
17].

Obwohl, wie bereits dargestellt, in der Reperfusionsphase zusitzlicher Gewebeschaden
am Myokard entsteht, ist die Wiederherstellung der Reperfusion das oberste
therapeutische Ziel bei der Infarkttherapie, da ein anhaltender Verschluss der

Koronararterien zu einem vollstdndigen Gewebeuntergang am Myokard fiihrt.

1.1.4 Therapie des akuten Myokardinfarktes

Zur Verringerung des Ischdmie- und Reperfusionsschadens ist es entscheidend, die
Blutversorgung in dem betroffenen Myokard durch Reperfusionstherapien
schnellstmoglich wiederherzustellen und somit die Ischimiezeit zu minimieren.

Eine mogliche Behandlungsoption ist die medikamentds durchgefiihrte Lyse des
Thrombus. Mit Hilfe von Aktivatoren der Fibrinolyse, z.B. Streptokinase, wird der
Thrombus aufgelost und die Durchblutung wiederhergestellt. Diese Rekanalisation ist in
70-80 % der Fille erfolgreich. Mogliche Nebenwirkungen der Lysetherapie sind
lebensbedrohliche Blutungskomplikationen und allergische Reaktionen [27, 28].

Eine weitere Reperfusionstherapie ist die PTCA (percutanous transluminal coronary
angioplasty). Hierbei wird ein Katheter, an dessen Ende sich ein Ballon befindet, bis in
die betroffene Koronararterie vorgeschoben. Ein Aufblasen des Ballons fiihrt zu einer
Aufweitung des stenotischen Gefdabschnitts. Eine anschlieBende Stentimplantation
verringert die Restenoserate. Mogliche Komplikationen des Verfahrens sind eine
Fehlpositionierung des Stents, Seitastverschliisse und ein Stentverlust mit resultierender
Stentembolie [29, 30].

Bei einer Bypassoperation wird die Koronarstenose durch eine direkte Verbindung
zwischen Aorta, bzw. aortennaher Arterie und dem Koronargefill umgangen. Hiufig
wird die linke A. thoracica interna als arterielles Verbindungsstiick verwendet. Die
Operation birgt ein hohes Risiko, sowohl fiir chirurgische, als auch fiir
anisthesiologische Komplikationen. Die zehnjdhrige Wiederverschlussrate betrigt 50 %

[30].



1.2 Kardioprotektion

1.2.1 Einfihrung

Neben den zuvor beschriebenen Therapien zur Wiederherstellung der Gewebeperfusion,
konnte die Anwendung kardioprotektiver Interventionen zur Minimierung des
Ischidmie- und Reperfusionsschadens beitragen. Diese Interventionen zielen darauf ab,
die Toleranz des Herzens gegeniiber einer myokardialen Ischdmie- und
Reperfusionssituation zu steigern. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der

Kardioprotektion durch Prikonditionierung.

1.2.2 Prakonditionierungsstrategien

Es gibt verschiedene Prikonditionierungsstrategien, wie beispielsweise die ischdmische
oder pharmakologische Prikonditionierung. Bei der ischamischen Prikonditionierung
wird durch vorausgehende kurzzeitige myokardiale Ischdmiephasen die
Ischimietoleranz des Herzens in Bezug auf nachfolgende Ischimieereignisse gesteigert.
Murry und Kollegen beschrieben dieses Phinomen erstmalig im Jahr 1986 bei ihren
Untersuchungen an Hundeherzen. Vier Zyklen mit jeweils fiinfminiitiger Ischimie und
anschlieBender Reperfusionsphase, vor dem FEintritt einer lidngeren folgenden
Ischimiephase, konnten die InfarktgroBe im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne
ischidmische Prikonditionierung um 75 % senken [31].

Die Erstbeschreibung der remote ischemic preconditioning (RIPC) erfolgte 1993 durch
Przyklenk et al.. In einem Kaninchenmodell konnten sie zeigen, dass kurzzeitige
Ischidmieepisoden, ausgelost durch einen rezidivierenden Verschluss der Koronararterie,
das Myokard vor einer nachfolgenden anhaltenden Ischidmie schiitzen [32].

Die oben beschriebene protektive Wirkung der ischamischen Prikonditionierung konnte
im Tiermodell auch auf andere Organsysteme, beispielsweise Niere oder Leber,
angewendet werden, was auf ein potentiell hohes klinisches Potential hindeutet [33, 34].
Allerdings ist die klinische Anwendbarkeit gering, da die Initiierung der Ischimie
wenig praktikabel und aufgrund ihrer hohen Invasivitit stark risikobehaftet erscheint.
Vor diesem Hintergrund erscheint das Prinzip der herzfernen RIPC interessant, mit

welchem sich im Laufe der letzten Jahre mehrere Arbeitsgruppen beschiftigten.



Hierbei wird die Ischdmie nicht am Zielorgan selbst induziert, sondern an herzfernen
Korperregionen, beispielsweise am Oberarm des Patienten [35-40]. Eine solche
Extremitidtenischamie ist zum Beispiel unter Verwendung einer Oberarmmanschette
einfach, risikoarm und kostengiinstig durchzufiihren.

Insgesamt deutet dies darauf hin, dass die RIPC eine klinische Relevanz haben konnte;
allerdings ist die Datenlage zur Wirksamkeit von RIPC widerspriichlich.

Es gibt tierexperimentelle Daten, die auf die Effizienz von RIPC hinweisen. 1996
zeigten Gho et al., dass eine Fernkonditionierung von Niere und Diinndarm das
Myokard schiitzt [41]. 1997 unterstrichen Birnbaum et al. die Bedeutung der RIPC,
indem sie zeigten, dass eine Prikonditionierung der Skelettmuskulatur einer Extremitit
einen protektiven Effekt auf das Myokard bewirkt [42].

Zudem konnten auch klinische Studien die Effizienz von RIPC nachweisen. Es wurde
gezeigt, dass RIPC bei Patienten, die erstmalig eine koronare Bypassoperation erhielten,
einen protektiven Einfluss auf das Herzmuskelgewebe ausiibt und die Prognose der
Patienten verbessert [40, 43].

Des Weiteren zeigte sich bei notfallmiBig und elektiv durchgefiihrten perkutanen
koronaren Interventionen der positive Effekt der RIPC-Methode [44-46].

Dem entgegen stehen die Ergebnisse zweier kiirzlich veroffentlichter Studien, der
RIPHeart-Studie [47], und der ERICCA-Studie [48]. In beiden Studien wurde die
Kardioprotektion durch ischdmische Fernkonditionierung im Rahmen herzchirurgischer
Operationen untersucht und es zeigte sich kein protektiver Effekt durch RIPC.
Zusammengefasst gibt es starke Hinweise auf eine Wirksamkeit der RIPC. Trotz einiger
gegensitzlicher Ergebnisse (RIPHeart, ERICCA) zeigt die Mehrzahl der Studien einen
positiven Effekt der RIPC. Es handelt sich um ein interessantes und klinisch potentiell
relevantes Phinomen, dessen molekulare Grundlage bisher nicht vollstindig aufgeklart
ist.

Neben einer ischdmischen Prikonditionierung konnen auch verschiedene
pharmakologische Stimuli eine kardiale Prikonditionierung initiieren. Einen solchen
Effekt konnen sowohl volatile Anisthetika, wie beispielsweise Isofluran [49, 50],
Desfluran [51], Sevofloran [51], Halothan [52], als auch die Edelgase Helium [53] und
das andsthetisch wirksame Xenon [54, 55] haben. Neben den oben genannten volatilen
Anisthetika und den Edelgasen wurde auch in der Gruppe der Opioide eine
prikonditionierende Wirkung nachgewiesen. Schultz et al. zeigten, dass eine

Prikonditionierung mittels Morphin die Infarktgrofle in demselben Ausmaf} reduzieren



kann, wie eine ischdmische Prikonditionierung [56]. Ein weiterer prikonditionierender
Effekt wurde fiir die aus der Gruppe der Phosphodiesteraschemmer kommenden

Substanzen Sildenafil [57], Tadalafil [58] und Vardenafil [57] beschrieben.

1.2.3 Mechanismen der Kardioprotektion

Uberblick

Auch wenn die exakten Signalwege der verschiedenen Prikonditionierungsformen
bisher nicht vollstindig aufgeklédrt werden konnten, gibt es deutliche Hinweise auf eine
gemeinsame molekulare Endstrecke. Insbesondere in der Regulation der
mitochondrialen Funktion ist im Sinne einer gemeinsamen Endstrecke der Effektor der
verschiedenen Prikonditionierungsformen zu sehen.

Pagliaro et al. veroffentlichten im Jahr 2000 eine Ubersichtsarbeit, die die Komplexitit
der verschiedenen moglichen Signalwege der Kardioprotektion aufzeigt. Hierbei
werden drei Hauptsignalwege dargestellt: 1) der cyclische Guanosinmonophosphat
(cGMP)/ Proteinkinase G (PKG)-Signalweg, 2) der Reperfusion Injury Salvage Kinase
(RISK)-Signalweg und 3) der Survivor Activation Factor Enhancement (SAFE)-
Signalweg. Die verschiedenen Signalkaskaden laufen in einer gemeinsamen Endstrecke
im Mitochondrium zusammen, wobeli in einer Inhibition der Offnung der mitochondrial
permeability transition pore (mPTP) ein Endeffektor der Kardioprotektion gesehen wird
[59].

Die mPTP ist ein unspezifischer Kanal der Mitochondrienmembran, dessen Offnung es
in den ersten Minuten der Reperfusionsphase Molekiilen mit einer Grée von bis zu 1,5
kDa ermdglicht, die Membran zu passieren. Dadurch kommt es zu einem Abfall des
Membranpotentials, einer Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung mit folgendem
ATP-Verlust und nekrotischem Zelluntergang [60].

Zusitzlich zu erwihnen ist der an der mitochondrialen Membran von Kardiomyozyten
gelegene ATP-abhidngige Kaliumkanal. Dieser ist zwar nicht das Endglied der
Signalkaskade, kann jedoch durch die Beeinflussung des ROS/RNS-Systems (reaktive

oxygen species/ reactive nitrogen species—System) die Kardioprotektion fordern [61].



Neben den bereits erwihnten Strukturen ist ein weiterer mitochondrialer Kanal von
Bedeutung, der mitochondriale calciumsensitive Kaliumkanal (mKc,). Die Existenz des
mKc,-Kanals in Kardiomyozyten wurde im Jahr 2002 erstmals beschrieben, wobei Xu
und Mitarbeiter zeigen konnten, dass die Offnung des mKc,-Kanals  einen

kardioprotektiven Effekt hat [62].

mKc,-Kanal, Kardioprotektion und alterungsbedingter Wirkverlust

Die Aktivierung der mKc,-Kanile fiihrt nicht nur zur Regulierung mitochondrialer
Vorginge, sondern auch zur Kardioprotektion [63].

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass der mKc,-Kanal
Bestandteil einer kardioprotektiven Signalkette durch das Edelgas Helium ist [53]. Als
Endpunkt wurde in dieser Studie die InfarktgroBe nach einer myokardialen Ischimie-
und Reperfusion bestimmt. Heinen et al. verwendeten als mKc,-Kanal-Blocker
Iberiotoxin. Es konnte gezeigt werden, dass Helium in jungen Rattenherzen die
InfarktgroBBe reduziert. Dieser Effekt konnte durch eine mKc,-Kanal-Blockade
aufgehoben werden. In der Versuchsgruppe der élteren Herzen war kein protektiver
Effekt nachweisbar. Somit wurde gezeigt, dass die Kardioprotektion des Heliums durch
mKc,-Kanile vermittelt wird und im Alter aufgehoben ist [53].

In der Studie konnte nicht nur gezeigt werden, dass der Effekt der
InfarktgroBenreduktion durch Helium in alten Herzen nicht mehr vorhanden ist, sondern
auch, dass die Gabe von Helium zu einer Modulation der mitchondrialen Funktion
fiihrte. Helium induzierte eine geringgradige Entkopplung von oxidativer
Phosphorylierung und Atmungskettenaktivitit, was durch einen Abfall des respiratory
control index (RCI) gezeigt werden konnte. Da der mKc,-Kanal-Blocker Iberiotoxin
diesen Effekt aufhob, scheint der durch Helium induzierte Effekt iiber eine (")ffnung
dieser Kanile vermittelt zu werden. Interessanterweise hatte Helium keinen Effekt auf
die Funktion von Mitochondrien aus Herzen alter Versuchstiere, in welchen auch kein
infarktgroenreduzierender Effekt nachweisbar war.

Zusammengefasst deutet dies darauf hin, dass eine Ursache des alterungsbedingten
Wirkverlustes in einer alterungsabhédngigen Verdnderung der mKc,-Kanalfunktion oder

in dem mKc,-Kanal vorangeschalteten Signalweg zu sehen sein konnte [64].



Ursachen des alterungsbedingten Wirkverlusts der Kardioprotektion

Ausgehend von der Hypothese, dass der alterungsbedingte Wirkverlust moglicherweise
auf Hohe des mKc,-Kanals und/oder upstream lokalisiert ist, wurden weitere
Untersuchungen durchgefiihrt. Im Jahr 2012 konnte gezeigt werden, dass der direkte
mKc,-Kanal Aktivator NS1619, die InfarktgroBe sowohl in jungen, als auch in alten
Herzen verringert [65]. Dies deutet darauf hin, dass die mKc,-Kanalfunktion auch in
alten Herzen intakt ist und die Ursache des Wirkungsverlustes im upstream pathway

liegt (Abb. 1).

Alter |’\L

—> —> [ Myokardprotektion]

Abb. 1: Mégliche Signalkaskade des alterungsbedingten Wirkverlusts der

Kardioprotektion

Der alterungsbedingte Wirkverlust der Kardioprotektion ist in einem Anteil der Signalkaskade zu
finden, die dem mKc,-Kanal vorgeschaltet ist.

Als moglicher upstream Regulator des Kanals wurde im Jahr 2012 die Beteiligung der
Proteinkinase A (PKA) untersucht. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass eine
PKA-Aktivierung  durch den  Adenylylcyclase-Aktivator ~ Forskolin  eine
Kardioprotektion in jungen, jedoch nicht in alten Rattenherzen bewirkt [65].

Zur Untersuchung eines moglichen alterungsbedingten Wirkverlusts der PKA, wurde in
einer weiteren Studie als Marker der PKA-Aktivitit, die Phosphorylierung des
Phospholambans, eines Substrats der PKA, gemessen. Die Analyse ergab, dass die PKA
keinen alterungsbedingten Verdnderungen unterliegt. Der alterungsbedingte Verlust der
Kardioprotektion ist somit wahrscheinlich nicht durch die PKA bedingt [66]. Aus
diesen Ergebnissen wird deutlich, dass die Signalvermittlung von der PKA zum mKc,-
Kanal iiber Zwischenschritte vermittelt wird, welche alterungsbedingten Verianderungen

unterliegen (Abb. 2).



Alter I/‘L

PKA | — — —> [Myokardprotektion]

Abb. 2: PKA-mKc,-Sighalweg mit alterungsabhidngigem Zwischenschritt

Connexin 43

Connexin 43 (Cx43) gehort zu den Transmembranproteinen. Insgesamt sind 21
verschiedene Isoformen des Connexin bekannt sind. Sie werden nach ihrer jeweiligen
molekularen Masse klassifiziert. Cx43 beispielsweise besitzt eine molekulare Masse
von 43kDa. Die Connexine bestehen aus vier Transmembrandominen, die durch eine
intrazelluldre und zwei extrazellularen Schlaufen verbunden sind. Dariiber hinaus
besitzen sie eine N- und eine C-terminale zytoplasmatische Doméne [67, 68]. Eine
schematische Darstellung der Struktur des Connexins, sowie eines Halbkanals und einer

gap junction ist in Abbildung 3 erkennbar.

Connexine sind in einer Hexameter-Form angeordnet und bilden einen sogenannten
Halbkanal mit zentraler Pore, der als Connexon bezeichnet wird. Zwei Kopf-an-Kopf
verbundene Connexone bilden einen gap junction-Kanal. Dieser ermdglicht einen
direkten Zell-zu-Zell-Kontakt. Ungepaarte Halbkanile fungieren als Membrankanile,
dhnlich Ionenkanilen. Es ist bekannt, dass Connexine sowohl als gap junctions, als auch
als Halbkanile auftreten konnen. Gap junctions im Herzen bestehen vor allem aus
Connexin 40, Cx43 und Connexin 45, wobei das Cx43 das dominierende Protein

darstellt [68-70].
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Abb. 3: Schematischer Aufbau der Struktur des Connexins, eines Halbkanals und einer

gap junction

Es konnte gezeigt werden, dass Cx43 eine Phosphorylierungsstelle fiir die PKA besitzt
und als proximaler Regulator der mKc,-Kanile fungieren kann [71]. Zudem konnten
Boengler et al. im Jahr 2007 zeigen, dass das mitochondriale Cx43 an kardioprotektiven
Mechanismen der Prikonditionierung beteiligt ist. Somit konnte Cx43 als gesuchter

Zwischenschritt der Signalkaskade von Bedeutung sein [53, 71-73].

Interessanterweise kommt es mit zunehmendem Lebensalter zu einer Abnahme des
kardiomyozytdren Cx43-Gehaltes, was einen alterungsbedingten Wirkverlust
kardioprotektiver Interventionen erkldaren konnte [74]. Das Transmembranprotein Cx43
ist daher eine mogliche Komponente der Signalkaskade, die fiir diesen Effekt

verantwortlich sein konnte.

1.3 Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine mogliche Signalkaskade der Kardioprotektion
experimentell untersucht. In vorangegangenen Studien der Arbeitsgruppe wurde eine
mogliche Grundstruktur der Signalkaskade entwickelt, welche die Grundlage der
Hypothese meiner Dissertationsarbeit darstellt. Die Forschungsergebnisse zeigten, dass
weder die PKA noch die mKc,-Kandle und deren downstream pathway
alterungsbedingten Veridnderungen unterliegen. Dies deutet darauf hin, dass die

Signalvermittlung von der PKA zum mKc,-Kanal iiber Zwischenschritte vermittelt
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wird, welche alterungsbedingten Verdnderungen unterliegen. Das Transmembranprotein
Cx43 ist eine mogliche Komponente der Signalkaskade, die fiir diesen
alterungsabhingigen  Effekt verantwortlich sein konnte (Abb. 4). Die
Voruntersuchungen der Forschungsgruppe zur Signalkaskade fiihrten zu der

Fragestellung meiner Dissertation:

Ist Cx43 an der Signaltransduktion der durch PKA-Aktivierung bedingten
Kardioprotektion beteiligt?

?
PKA | — — — [Myokardprotektion]

Abb. 4: Fragestellung der Dissertationsarbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden die Versuche an isolierten Herzen von ménnlichen
Wistar-Ratten mit Hilfe einer Langendorff-Anlage durchgefiihrt. Nach einer 33-
miniitigen Ischimie folgte eine einstiindige Reperfusionsphase. Im Anschluss wurde die
InfarktgroBBe mittels Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Fiarbung bestimmt. Die
Aktivierung der PKA erfolgte durch Forskolin, die Bedeutung von Cx43 wurde durch

den Einsatz zweier pharmakologischer Cx43-Inhibitoren untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Puffer und Chemikalien

2.1.1 Krebs-Henseleit-Puffer

Fiir die Versuche an der Langendorff-Apparatur verwendeten wir einen Krebs-
Henseleit-Puffer (KHB), dessen Elektrolytzusammensetzung sich an den
physiologischen Blutplasmakonzentrationen orientierte. Durch Verwendung dieser
Perfusionslosung wurde es dem isolierten Herzen ermdglicht, fiir mehrere Stunden an
der Langendorff-Anlage weiter zu schlagen, was eine entscheidende Voraussetzung fiir
die experimentellen Versuche am isolierten Herzen ist. Die Zusammensetzung des

KHBs kann Tabelle 1 entnommen werden.

Substanz (Strukturformel) Molekiilmasse [g/mol] | Stoffmenge [mM]
Natriumchlorid (NaCl) 58,44 118
Kaliumchlorid (KCI) 74,55 4,7
Magnesiumsulfat-Heptahydrat

246,48 1,2
(MgSo,* TH,0)
Kaliumdihydrogenphosphat

YETOBENPROSP 136,09 1,2

(KH,PO,)
Natriumhydrogencarbonat

84,01 25
(NaHCO»)
Ethylenediaminetetraacetic acid

2922 0,5
(C1oH;6N20g)
Calciumchlorid

110,99 2,25
(CaCl,)
Glucose

180,16 11
(CsH1206)
Lactat (C3H603) 90,08 1
Pyruvat (C3H403) 1 10,04 0,1

Tabelle 1: Zusammensetzung des Krebs-Henseleit-Puffers
mM= Millimolar
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2.1.2 Forskolin

Mit Hilfe des Adenylylcyclase-Aktivators Forskolin benutzten wir einen indirekten
Ansatz zur Aktivierung der PKA. Es handelte sich hierbei um einen Wirkstoff, der
direkt aus der Pflanze Coleus forskohlii extrahiert wurde und nicht um synthetisch
hergestelltes Forskolin. Forskolin ist ein weilles Pulver, welches fiir die Versuche als
Stock in Dimetyhlsulfoxid aufgelost wurde. In Abbildung 5 ist die Strukturformel von
Forskolin dargestellt.

Abb. 5: Strukturformel von Forskolin C,,H3,0; [75]

2.1.3 gap27

Die Substanz gap27 ist ein Polypeptid mit der Aminosiduresequenz Ser-Arg-Pro-Thr-
Glu-Lys-Thr-Ile-Phe-Ile-Ile. In dieser Studie fungierte es als Inhibitor des
Transmembranproteins Cx43 [76]. Gap27 ist ein Connexin mimetic peptide, das mit
Sequenzen der zwei extrazelluldren Schleifen des Cx43 iibereinstimmt. Gap27 hat
sowohl eine spezifische Wirkung auf die durch Cx43 ausgebildeten gap junctions, als

auch auf die Halbkanile [77].
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2.1.4 Heptanol

Heptanol diente neben gap27 als weiterer Inhibitor des Cx43 [76]. Heptanol ist ein
reversibler, nicht selektiver Cx43-Inhibitor [78, 79]. Es handelt sich um eine farblose,
schwer wasserlosliche Fliissigkeit mit intensivem Geruch. Es wurde in Anlehnung an
die Forschungsergebnisse von Gysembergh in einer Konzentration von 0,5 mM

verwendet [80].

2.1.5 Pentobarbital

Fiir die Anisthesie der Versuchstiere verwendeten wir in unseren Experimenten das aus
der Gruppe der Barbiturate stammende Pentobarbital. Die Susbstanz bindet an die -
Untereinheit der y-Aminobuttersdure (GABA)-A-Rezeptoren und fiihrt iiber einen
zunehmenden Chlorid-Einstrom zu einer verstirkten Wirkung des inhibitorischen
Transmitters GABA. Dariiber hinaus kommt es zu einer Hemmung des exzitatorischen
Glutamat-Rezeptors [81]. Mit einer Wirkdauer von vier bis acht Stunden zihlt es zu den
mittellang wirkenden Barbituraten. Die Eliminationshalbwertszeit betrdagt 15-48
Stunden. Die Wirkung von Pentobarbital ist stark dosisabhédngig. In geringen Dosen
besitzt das Medikament eine sedative, in mittleren Dosen eine hypnotische und in hohen
Dosen eine narkotische Eigenschaft. Dariiber hinaus wirkt es antikonvulsiv und besitzt
in subnarktotischer Dosierung eine hyperalgetische Eigenschaft. In der Humanmedizin
wird es heutzutage nur noch nach strenger Indikationsstellung im Bereich der Epilepsie
angewendet. Ein Einsatz als Schlafmittel ist aufgrund der starken Nebenwirkungen,
sowie einer starken Abhingigkeitssymptomatik bei chronischer Anwendung nicht mehr
indiziert [81]. Im Bereich der Tiermedizin ist Pentobarbital Mittel der Wahl zur
Euthanasie von Tieren. Eine bewusste Uberdosierung dieses Narkotikums fiihrt zu
einem schnellen und stressarmen Eintritt des Todes. Die dafiir verwendete Injektionsart
ist variabel, das Medikament kann sowohl intravends als auch intraperitoneal,
intrakardial oder intrapulmonal verabreicht werden [82]. In der vorliegenden Studie
wurde Pentobarbital intraperitoneal in einer Dosis von 80 mg/kgKG eingesetzt. In

dieser Dosierung wurde eine sedative bis hypnotische Wirkung erzielt.
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2.1.6 Heparin

In der Phase nach To6tung des Tieres und vor Beginn der Myokardperfusion an der
Langendorff-Apparatur bestand aufgrund der Blutstase das Risiko intrakoronarer
Thromben, welche zu einer Einschrinkung der Myokardperfusion mit einer daraus
resultierenden Gewebsschiddigung fithren konnten. Um die Entstehung von Thromben
zu vermeiden, wurde dem Versuchstier prophylaktisch das Antikoagulanz Heparin
injiziert. Heparin verstarkt im Komplex mit Antithrombin III dessen antikoagulatorische
Wirkung um ein Vielfaches. Der Komplex inaktiviert zahlreiche Gerinnungsenzyme,
wie zum Beispiel Faktor Xa, Faktor XIIa und Thrombin. In dieser Studie wurde Heparin
mit einer Dosis von 1000 IE zeitgleich mit Pentobarbital dem Tier intraperitoneal

injiziert [81].

2.2 Versuchsaufbau

2.2.1 Die Langendorff-Anlage

Im Bereich der physiologischen, pharmakologischen und klinischen Forschung ist das
isolierte Herz nach Langendorff eine seit vielen Jahrzehnten erfolgreich etablierte
Methode. Die Langendorff-Anlage ermoglicht es, ein isoliertes Herz retrograd mit einer
oxygenierten und nédhrstoffreichen Losung zu perfundieren.

Im Jahr 1895 beschrieb Oscar Langendorff erstmals die ex-vivo-Organperfusion eines
isolierten Herzens. Die vorherig beschriebenen Perfusionsmodelle wurden im
Gegensatz zu Langendorffs Modell in-vivo durchgefiihrt. Carl Ludwig entwickelte im
Jahr 1846 beispielsweise sein Modell der parabiotischen Koronarperfusion. Dieses
wurde im Jahr 1889 durch Martin und Applegrath weiterentwickelt. Thr Modell setzte
einen vollstindigen Lungenkreislauf zur Oxygenierung des Blutes voraus. Dabei
verblieben Herz und Lunge wihrend der Perfusion im Kadaver des Tieres [83]. Diese
Apparatur gilt als unmittelbarer Vorreiter des Langendorff-Modells.

Im Jahr 1895 verdffentlichte Oscar Langendorff sein Modell zur Perfusion eines

isolierten Herzens. Dabei wurde das Herz vollstindig aus dem Kadaver des
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Versuchstiers herausgenommen und auf eine Oxygenierung durch die Lunge verzichtet
[84].

Dieses 1895 entwickelte Modell stellt die Grundlage der in der vorliegenden Arbeit
verwendeten Langendorff-Apparatur dar.

Hier wurde eine kommerziell erhiltliche Langendorff-Anlage der Firma Panlab
verwendet, die in Abbildung 6 abgebildet ist [85]. Funktionell bestand die verwendete
Langendorff-Apparatur aus einem Perfusionssystem (Abb. 7+8: beinhaltet die Bauteile
A, B und D der Abbildung 6) und einem Wirmekreislauf (Abb. 9: beinhaltet die
Bauteile C, E, F und G der Abbildung 6).

A

Abb. 6: Hauptanlage der Langendorff-Apparatur

Beschriftungen der Anlage; A= Perfusatbehalter, B= Drei-Wege-Hahn, C= Verbindungsbox, D=
Aortenkanule, E= Wéarmevorrichtung, F= Warmebehalter, G= Heizstab, H= Drehregler fir die
Carbogenzufuhr; [85]

Das Perfusionssystem ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt und gewéhrleistet die
Versorgung des Herzens mit Perfusat. In der Ischdmiephase wurde das
Perfusionssystem auf einen rezirkulierenden Modus umgestellt, um eine Auskiihlung

und Desoxygenierung des Herzens zu verhindern (Abb. 8).
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Aortenkantle

Abb. 7: Perfusionssystem

Perfusionssystem zur Versorgung des isolierten Herzens. Die schwarzen Pfeile geben die

Flussrichtung des Perfusats an.

Im Perfusionssystem wurde der KHB aus dem Perfusatbehilter iiber die peristaltische
Pumpe zur Aortenkaniile geleitet. Mit Hilfe eines Drehreglers lief3 sich die Intensitét der
Carbogenzufuhr (5 % CO,/95 % 0O;) in den Perfusatbehilter variieren. Am unteren
Ende der Aortenkaniile wurde das Herz positioniert und retrograd perfundiert. Zur
Induktion der Myokardischidmie wurde die Perfusion des Herzens durch Umlegen eines
direkt proximal der Aortenkaniile gelegenen Drei-Wege-Hahns gestoppt. Um zu
verhindern, dass es aufgrund einer Abkiihlung des im Schlauchsystem befindlichen
Perfusats wéhrend der Ischidmiephase in der initialen Reperfusionsphase zu einer
Perfusion mit hypothermem Perfusat kam, zirkulierte das Perfusat in einem
Rezirkulationsmodus. Hierbei wurde der KHB aus dem Perfusatbehilter iiber die
peristaltische Pumpe um den Drei-Wege-Hahn iiber der Aortenkaniile wieder zuriick in
den  Perfusatbehilter  geleitet.  Eine  schematische  Darstellung  dieses

Rezirkulationsmodus kann Abbildung 8 entnommen werden.
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Abb. 8: Rezirkulationsmodus

Rezirkulationsmodus fir die Ischdmiephase der Experimente. Die schwarzen Pfeile geben die

Flussrichtung des Perfusats an.

Um eine konstante Temperatur des KHBs wihrend des Experimentes gewdhrleisten zu
konnen, besall die Langendorff-Apparatur neben dem Perfusionssystem auch einen
Wirmekreislauf, dessen schematischer Aufbau der Abbildung 9 zu entnehmen ist. Ein
Wirmebehilter mit integriertem Heizstab war mit destilliertem Wasser gefiillt und
umgab den Perfusatbehilter. Uber eine Pumpe wurde das beheizte destillierte Wasser
aus dem Wirmebehilter in die Verbindungsbox und in die Wirmevorrichtung geleitet.
Die Wirmevorrichtung erwdarmte den Bereich um die Aortenkaniile. Das Thermostat
wurde so eingestellt, dass die Temperatur an der Aortenkaniile zwischen 37,5 und 38
Grad Celsius betrug. Das Perfusat floss innerhalb der Verbindungsbox zur
Aortenkaniile. Die Verbindungsbox war in den Wirmekreislauf integriert und konnte

somit das Perfusat kurz vor Eintritt in die Aortenkaniile erwarmen.
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Abb. 9: Perfusionssystem und Warmekreislauf

Perfusionssystem und Wéarmekreislauf der Langendorff-Anlage. Die schwarzen Pfeile geben die
Flussrichtung des Warmekreislaufs an.

Die peristaltische Pumpe und der daran angeschlossene Pumpenregler ermoglichten
eine Organperfusion unter konstantem Druck oder unter konstanten Flussbedingungen.
In dieser Studie erfolgte die Perfusion mit einem konstanten Druck von 80 mmHg,

wobei die Flussrate durch den Pumpenregler variabel angepasst wurde.

Im Bereich der Aortenkaniile wurde der Druck mit Hilfe eines angeschlossenen
Druckaufnehmers und Druckwandlers gemessen und durch einen 8-Kanal-
Datenschreiber erfasst. Die Daten wurden iiber den Computer (Aufzeichnungssoftware:
Lab Chart 7 Reader) analysiert und die Pumpe reguliert. Bei Abfall des aortalen
Druckes unter 80 mmHg wurde die Pumpgeschwindigkeit reguliert, um den
Perfusionsdruck aufrecht zu erhalten. Durch diesen Mechanismus wurde der Modus des
druckkonstanten Systems ermdglicht. Die Eichung der Pumpgeschwindigkeit erfolgte
iber die Eichung des Flusses im System. Zur Messung der linksventrikuldren Funktion
wurde ein mit Fliissigkeit gefiillter Ballonkatheter (Abb. 10) an einen baugleichen
zweiten Druckaufnehmer angeschlossen, dessen Signal im vorher beschriebenen Power

Lab System amplifiziert und detektiert wurde.
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Abb. 10: Ballonkatheter
Ballonkatheter zur Messung der linksventrikularen Funktion

2.2.2 Versuchstiere

Fiir die Experimente an der Langendorff-Anlage wurden 48 ménnliche Wistar-Ratten
mit einem Korpergewicht zwischen 250 und 300 g verwendet. Sie stammten entweder
aus der hauseigenen Tierzucht der Zentrale Einrichtung fiir Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) des Universitdtsklinikums Diisseldorf
oder sie wurden von einem externen Zulieferer (Janvier Labs, Le Genest Saint Isle Saint
Berthevin Cedex, France) bestellt und in die ZETT Diisseldorf geliefert (Internes
Aktenzeichen der ZETT: O 27/12). Ein zwdlf Stunden Tag-Nacht-Wechsel wurde durch
eine kiinstliche Beleuchtung (weiles Kunstlicht, Intensitit 300-320 Lux) ermoglicht.
Die Tiere wurden in Makrolon-Kifigen vorgeschriebener Grofe, auf entkeimtem
Weichholzgranulat (Fa. Rettenmaier& Sohne GmbH u. CoKG, Rosenberg,
Deutschland) gehalten. Ein geregeltes Klima, eine konstante Raumtemperatur zwischen
20 und 24 Grad Celsius und eine relative Luftfeuchtigkeit von 50 bis 60 % zihlten
dariiber hinaus zu der konventionellen und standardisierten Tierhaltung der ZETT
Diisseldorf. In den Tierkédfigen hatten die Tiere ad Ilibitum Zugang zu Futter
(Alleinfutterpellets fiir Ratten und Maéuse, Ssniff R/M-Haltung, 10 mm, Fs. Ssniff
Spezialdidgten GmbH, Soest, Deutschland) und entkeimtem (ozonisiertes, mit HCL
angesduertem) Wasser mit einem pH-Wert zwischen 2,6 und 3,0. Als Versuchstiere
wurden ausschlieBlich die Tiere herangezogen, die keine Krankheitsanzeichen
aufwiesen. Bei externen Tieren wurde eine Adaptationszeit von mindestens 24 Stunden

eingehalten.
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2.2.3 Herstellung des Krebs-Henseleit-Puffers

Um einem Bakterienwachstum sowie Elektrolytschwankungen vorzubeugen und
Kristallisierungsprozesse zu vermeiden, welche zu Embolien im Herzen fiihren konnten,
wurde der KHB an jedem Versuchstag frisch angesetzt. Alle in Tabelle 1 aufgelisteten
Substanzen wurden in destilliertem Wasser unter Verwendung eines Magnetriihrers

gelost.

2.2.4 Vorbereitung der Langendorff-Anlage

Vor jedem Versuch wurden die Druckaufnehmer geeicht. Im offenen Perfusatkreislauf
wurde die Anlage gespiilt und anschlieBend wurde der Perfusatbehilter mit Puffer
gefiillt und mit Hilfe von Carbogen (95 % Sauerstoff, 5 % CO,) begast. Die
Oxygenierung des Perfusats war obligat zur Sauerstoffversorgung des isolierten
Herzens. Gleichzeitig stellte sich durch den CO,-Anteil des Carbogens der pH-Wert
nahe dem physiologischen Bereich auf 7,40-7,45 ein. Vor Versuchsbeginn wurden alle
im System vorhandenen Luftblasen entfernt. Sowohl die Druckaufnehmer als auch der

Ballonkatheter wurden nochmals auf mégliche Luftblasen kontrolliert.

2.2.5 Praparation und Organentnahme

Durch eine intraperitoneale Injektion von 80 mg/kgKG Pentobarbital (Verdiinnung
1:10, Injektionsvolumen 1,5 ml) wurde das Tier anisthesiert. Eine zusitzliche
Koagulationsprophylaxe erhielt das Tier durch eine intraperitoneale Injektion von 1000
IE Heparin. Sobald das Tier keine Reaktion (Kornealreflex, Schmerzreiz) mehr zeigte,
wurde es durch Dekapitation mittels Guillotine getotet. Nach der Dekapitation wurde
das Tier an Extremititen und Schwanz auf dem Operationstisch fixiert. Durch einen

horizontalen Hautschnitt unterhalb des Schwertfortsatzes, wurde die Bauchhohle des
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Tieres offen gelegt. Der Thorax wurde durch einen transversalen Schnitt entlang des
Brustbeines erdffnet, wobei die Rippen direkt an ihrem Ansatz am Sternum, rechtsseitig
durchgeschnitten wurden. Die Benutzung eines Thoraxspalters ermoglichte einen
besseren Zugang zu den Thoraxorganen. Mit Hilfe einer stumpfen Pinzette wurde das
Herz von der Thoraxwand und dem Zwerchfell pripariert. Nach der Diaphragmatomie
und Perikardiotomie wurde das Herz an der Herzbasis circa zwei Zentimeter aus dem
Thorax herausgehoben. Dadurch wurden die Leitungsbahnen des Herzens sichtbar und
das Herz konnte durch einen horizontalen Schnitt an der Aorta ascendens abgesetzt
werden. Das Organ wurde in eine mit Natriumchlorid (NaCl)-Losung gefiillte
Petrischale gelegt. Es folgte eine feine Prédparation mit Entfernung eventuell
vorhandener Organreste, wie z.B. von Trachea, Osophagus, Perikard oder Lunge zur
Darstellung der Aorta. Die Pridparationen und auch die Organentnahme sollten sicher
und innerhalb von 30 Sekunden erfolgen, um einer moglichen Traumatisierung des

Gewebes sowie einer verldngerten Ischimiezeit entgegenzuwirken.

2.2.6 Fixierung und Vorbereitung des Herzens

Die Kaniilierung der Aorta erfolgte mit Hilfe zweier atraumatischer Pinzetten. Der
Aortenstumpf wurde gefasst und leicht auseinandergezogen, sodass er bis iiber die
Fixierungsrille der Aortenkaniile gestiilpt werden konnte. Die endgiiltige Fixierung des
Herzens an der Kaniile erfolgte durch eine Fadenligatur mittels eines Polyesterfadens
zwischen dem ersten Abgang des Arcus aortae und den Koronarostien. Die Perfusion
des Herzens erfolgte retrograd durch die Aorta und fiithrte zum druckbedingten Schluss
der Aortenklappe. Das Perfusat floss aus der Aortenkaniile iiber die Koronarien in das
Herzgewebe hinein und iiber den Sinus coronarius aus dem Herzen heraus in ein
Auffangbecken. Um den Ballonkatheter in den linken Ventrikel einfiihren zu konnen,
wurde die Spitze des linken Herzohres eingeschnitten. Durch das eroffnete Herzohr
wurde eine atraumatische Pinzette eingefiihrt und die Offnung leicht gedehnt. Der
zusammengefaltete Ballon wurde anschlieend durch das Herzohr in den linken Vorhof
und durch die Mitralklappe hindurch in den linken Ventrikel gefiihrt. Uber eine mit

destilliertem Wasser gefiillte Spritze wurde der Ballon entfaltet. Das Ballonvolumen
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diente der Simulation der Vorlast des Herzens. Das Volumen wurde so gewihlt, dass

ein enddiastolischer Druck von 3-8 mmHg erzielt wurde.

2.3 Versuchsdurchfiuhrung

2.3.1 Hamodynamische Variablen

Wie zuvor beschrieben, wurde die Flussgeschwindigkeit des Perfusats, welche dem
Koronarfluss (CF) entspricht, kontinuierlich aufgezeichnet. Uber den Druckaufnehmer
an der Aortenkaniile wurde der Perfusionsdruck im System gemessen. Der
Perfusionsdruck entspricht dem aortalen Druck (AoP). Der zweite Druckaufnehmer war
mit dem Ballonkatheter verbunden und zeichnete den linksventrikuldren Druck auf. Aus
dieser Druckaufzeichnung wurden der linksventrikulédre systolische Druck (LVSP) und
der linksventrikuldre enddiastolische Druck (LVEDP) bestimmt. Des Weiteren wurden
die Messgrofien Herzfrequenz (HF), minimale linksventrikulédre
Druckinderungsgeschwindigkeit ~ (dP/dt  min),  maximale  linksventrikulédre
Druckédnderungsgeschwindigkeit (dP/dt max) und rate pressure product (RPP)
bestimmt (Tabelle 2).
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Messgrofie Messeinheit | Beschreibung
Koronarfluss (CF) ml/min
AoP mmHg Aortaler Druck = Perfusionsdruck
LVSP mmHg Linksventrikuldrer systolischer
Druck
LVEDP mmHg Linksventrikuldrer enddiastolischer
Druck
Herzfrequenz (HF) Schldge/min
Linksventrikuldrer entwickelter Druck
(LVDP) mmHg LVDP= LVSP-LVEDP
Minimale linksventrikulire
Druckinderungsgeschwindigkeit mmHg MaB der diastolischen Funktion
(dP/dt min)
Maximale linksventrikulédre
Druckinderungsgeschwindigkeit mmHg MaS der systolischen Funktion
(dP/dt max)
HF* LVDP= Ma0 der
*
Rate pressure product (RPP) bpm*mmHg Arbeitsbelastung des Herzens

Tabelle 2: Himodynamische Variablen

Angabe der MessgréBe mit Messeinheit und Beschreibung, ml/min= Milliliter pro Minute,
mmHg= Millimeter-Quecksilbersdule, bpm= Schlage/min

2.3.2 Versuchsprotokoll

Das Herz wurde an die Langendorff-Apparatur iberfiilhrt und in der
Stabilisierungsphase 20 Minuten druckkonstant perfundiert. War ein regelmiBiger
Herzrhythmus und ein LVDP von iiber 60 mmHg nachweisbar, konnte das Herz in die
Versuchsreihe aufgenommen werden. Es folgte eine zwolfminiitige Applikationsphase.
Ein genaues Versuchsprotokoll beschrieb den Zeitpunkt, die Dauer und das zu
applizierende Medikament je nach Versuchsgruppe. Der Versuchsplan sah sechs
Versuchsgruppen mit jeweils acht Versuchen vor. Nach der Applikationsphase begann
die 33-miniitige Ischamiephase. Die Langendorff-Anlage wurde dafiir vom
Perfusionsmodus in den Rezirkulationsmodus umgestellt, wodurch das Herz nicht mehr
mit Perfusat versorgt wurde. Um eine konstante Temperatur wihrend der Ischimie zu
gewihrleisten, wurde das Herz in eine 0,9 %-ige NaCl-Losung eingetaucht, welche auf

37 Grad Celsius gehalten wurde. Nach einer Ischimiedauer von 33 Minuten wurde
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durch eine Umstellung auf den Perfusionsmodus die Reperfusion initiiert. Am Ende der
60-miniitigen Reperfusionsphase wurde das Herz an der Herzbasis abgesetzt und in
einer fiinf Milliliter-Spritze bei -80 Grad Celsius eingefroren. Die Versuchsdauer von
Beginn der Stabilisierungsphase bis zum Ende der Reperfusionsphase betrug in allen
Versuchsgruppen 125 Minuten. Wiéhrend des Experiments wurden die
himodynamischen Variablen kontinuierlich aufgezeichnet und im Anschluss an das
Experiment verschiedene Zeitpunkte nach festem Protokoll analysiert. Abbildung 11
zeigt den Versuchsablauf mit den einzelnen Versuchsphasen und den Zeitpunkten der

Héamodynamikauswertung.

Versuchsphasen
Stabilisierungs- Appli- Ischamiephase Reperfusionsphase
phase kations-
phase
| | | | Ell| | | & ] | | | |
| | | P i i I | I | I
0 10 20 ‘30 ‘a0 ‘50 60 ' 70 80 90 ' 100 110 120
26 37 47 64 95 125
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
v v v 1 v v 1 v I
baseline Applikation | Ischdmie1 | Ischdmie 3 Reperfusion 1 ' Reperfusion 3 |
v v \ 4 A\
Pra-lschamie Ischdmie 2 Reperfusion 2 Reperfusion 4

Zeitpunkte der Himodynamik Auswertung

Abb. 11: Versuchsablauf

Dargestellt sind die Versuchsphasen und die Zeitpunkte der Hamodynamikauswertung. Angabe

in Minuten.

Zu Beginn der Reperfusionsphase konnte es zum Auftreten von Herzrhythmusstérungen
kommen. Herzen, welche zwischen Minute 75 und 85 des Experiments eine andauernde
Arrhythmie aufwiesen, wurden durch Verwendung eines Pacers stimuliert. Hierbei
erfolgte die Stimulation fiir maximal drei Sekunden und fiinf Wiederholungen innerhalb

des beschriebenen Zeitraums.
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2.3.3 Versuchsgruppen

Die sechs Versuchsgruppen (n= 8 pro Gruppe) hatten eine identische
Stabilisierungsphase (20 min), Ischimiephase (33 min) und Reperfusionsphase (60
min). Die Applikationsphase variierte (Abb. 12). Im Folgenden wird auf die
verschiedenen Variationen der Applikationsphase eingegangen. Die angegebenen
Substanzen wurden mit Hilfe zweier Perfusoren direkt in die Verbindungsbox,

unmittelbar proximal der Aortenkaniile, appliziert.

Stabilisierungs- Applikationsphase Ischdmiephase
phase
| |
[ I
20 30
Kontrolle I I
20 30
Forskolin I i H
2 i27
20 Forskolin 30
Heptanol E |
S H 28 I
20 Heptano 30
—
gap27 TR iag
20 gap27 30
Heptanol + I
. : R — i27 i28
Forskolin Forskolin 30
200 Heptanol
gap27 + —
: : 2o i27 {28
Forskolin ; Forskolin : 30
20 gap27

Abb. 12: Applikationsphase der sechs Versuchsgruppen
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Die Herzen der Kontrollgruppe blieben in der Applikationsphase unbehandelt. Um den
Effekt einer PKA-Aktivierung auf die InfarktgroBe zu untersuchen, wurde Forskolin
(0,3 uM) ab Minute 24 des Experiments iiber eine Zeitdauer von drei Minuten
appliziert. Die Bedeutung von Cx43 im Rahmen der Forskolin-induzierten
Kardioprotektion wurde durch zusitzliche Verwendung zweier Connexin-Inhibitoren
(Heptanol, gap27) getestet. In der Heptanol+Forskolingruppe wurden die Substanzen
Heptanol (0,5 mM) und Forskolin (0,3 uM) innerhalb der Applikationsphase
verabreicht. Heptanol wurde in Minute 20 des Experimentes fiir eine Dauer von acht
Minuten appliziert und Forskolin wurde ab der 24. Minute des Versuches fiir eine Dauer
von drei Minuten appliziert. In der gap27+Forskolingruppe wurden die Substanzen
gap27 (6 uM) und Forskolin (0,3 uM) in der Applikationsphase verabreicht. Gap27
wurde in Minute 20 des Experiments fiir eine Dauer von acht Minuten und Forskolin
wurde ab der 24. Minute des Versuches fiir eine Dauer von drei Minuten appliziert. Um
zu iiberpriifen, ob die alleinige Blockade durch Heptanol oder gap27 einen Effekt auf
die Infarktgroe hatte, wurden Versuche mit alleiniger Applikation der Cx43-
Inhibitoren durchgefiihrt. In der Heptanolgruppe wurde Heptanol (0,5 mM) iiber eine
Dauer von acht Minuten ab Minute 20 appliziert. In der gap27-Gruppe wurde gap27 (6

uM) ab Minute 20 des Experiments fiir eine Dauer von acht Minuten verabreicht.

2.4 Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung

Nach Versuchsende wurden die Herzen von der Langendorff-Apparatur abgeschnitten
und anschlieBend bei -80°C eingefroren. Zur Analyse der Infarktgrofen wurde die TTC-
Farbung verwendet. 1981 wurde diese Methode zur priazisen Unterscheidung von
vitalem und avitalem Gewebe etabliert. Durch eine Reaktion der im vitalen Gewebe
vorhandenen Dehydrogenasen mit dem Tetrazoliumsalz der Farbelosung entstand ein
dunkelrotes Formazanpigment. Somit erschien nach der Farbung vitales Gewebe rot und

geschidigtes, stoffwechselinaktives Gewebe weill (Abb. 13) [86, 87].
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Rechter Ventrikel

Linker Ventrikel

Infarktgebiet (weik) Vitales Gebiet (rot)

Abb. 13: Sichtbare Infarktareale nach der Triphenyltetrazoliumchlorid-Farbung

Unterscheidung Infarkigebiet und vitales Gewebe. Darstellung des linken und rechten
Ventrikels. Linke Herzscheibe exemplarisch aus der Kontrollgruppe. Rechte Herzscheibe
exemplarisch aus der Forskolingruppe.

Zur Herstellung der 0,75 %-igen TTC- Farblosung wurden TTC und Sigma 7-9 Puffer
in 100 ml 0,9 %-ige NaCl-Losung gelost. AnschlieBend wurde die Losung auf 37 Grad
Celsius erhitzt und unter Verwendung von Salzsdure auf einen pH-Wert von 7,42
titriert. Die eingefrorenen Herzen wurden millimeterweise aus der Spritze
herausgeschoben und in circa ein Millimeter dicke Herzscheiben geschnitten. Diese
wurden in einer Firbeschale in 500 pl TTC-Losung fiir 15 Minuten in einem
Wirmeschrank bei 37 Grad inkubiert. Im weiteren Verlauf wurden die Herzscheiben fiir
einen Zeitraum von vier Stunden mit einer vierprozentigen Formaldehydlosung

(Verdiinnung mit Leitungswasser) fixiert.

Zur Auswertung der Infarktareale wurden die Herzscheiben eingescannt und mit Hilfe
des Programmes Sigma Scan Pro 5 verblindet analysiert. Zur Analyse der Gesamtfldache
des Infarktes, wurde das avitale Gewebe des Risikogebietes des linken Ventrikels
(=area at risk) umzeichnet. Hierbei wurde das Verhiltnis des gemessenen avitalen
Gewebes zur Gesamtfliche des Risikogebiets des linken Ventrikel gesetzt. Die

Infarktgrofe wird in Prozent des Risikoareals berechnet.
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2.5 Statistische Auswertung

Die Daten wurden als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD) angegeben. Mittels
SigmaStat ®Version 3.5 und Microsoft Exel® erfolgte die statistische Auswertung und
graphische Darstellung. Die Infarktgrolen wurden durch eine einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem Tukey’s post hoc test analysiert. Die
gemessenen hdmodynamischen Variablen wurden durch eine zweifaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem Tukey’s post hoc test analysiert. Es
wurden die einzelnen Gruppen und die verschiedenen Zeitpunkte untereinander

verglichen. Unterschiede galten als statistisch signifikant, wenn p < 0,05 war.

2.6 Verwendete Gerate, Materialien, Gase und
Chemikalien

In Tabelle 3 sind die Bestandteile der Langendorff-Anlage, in Tabelle 4 die
verwendeten Laborgerite, in Tabelle 5 die zur Aufzeichnung und Auswertung der
Daten verwendeten Software und in Tabelle 6 die verwendeten Gase und Chemikalien

aufgefiihrt.

Langendorff-Anlage LE 02.200, Panlab, Barcelona, Spanien

Tygon R 3603, Saint-Gobain, Herzogenrath ,
Schlduche fiir peristaltische Pumpe

Deutschland
Schlduche fiir Langendorff-Anlage | F11794, Gilson Inc., Villiers le Bel, Frankreich
Thermostat LE 13206, Panlab, Barcelona, Spanien

ML 172 Miniplus 3 Peristaltic Pump, AD Instruments,
Oxford, England
ML 175 STH Pump Controller, AD Instruments,

Peristaltische Pumpe

Pumpenregler

Oxford, England

MLT 844/d Physiological Pressure Transducer,
Druckaufnehmer

PowerLab, AD Instruments, Oxford, England

MLT 844/d Physiological Pressure Transducer,
Druckwandler

PowerLab, AD Instruments, Oxford, England
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ML&70, PowerLab 8/30, AD Instruments, Oxford,
8-Kanal-Datenschreiber

England

Quecksilbersdule Typ 367 seriol no. 97110, Hugo
Eichgerit Druckaufnehmer

Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland

Kleintierdekapitator, Modell 7950, Ugo Basile,
Guillotine

Comerio Italien

Sterican Gr.20, 0,4mm x 20mm, Braun, Melsungen,
Injektionskaniile

Deutschland

Fadenstirke- USP 4/0, Fadenstirke- metric 1,5
Polyesterfaden unsteril, Resorba Medical GmbH, Niirnberg,

Deutschland
5-Milliliter-Spritze Braun Omnifix 5 ml, Braun, Melsungen, Deutschland
p Typ TG2/8, Seriennummer 76065, Ifd, Diisseldorf,

acer

Deutschland

11 plus MA. 01746, Harvard Apparatus, March-
Perfusor

Hugstetten, Deutschland

Perfusor Space Typ 8713030, Braun, Melsungen,
Perfusor

Deutschland

Tabelle 3: Langendorff-Anlage

Auflistung der Bestandteile fir die Versuche mit der Langendorff-Anlage mit Herstellerangaben.

Laborwaage BP 1200, Sartorius, Gottingen, Deutschland
Prizisionswaage SECURA 224-18, Sartorius, Géttingen, Deutschland

Digital pH-Meter Typ 646 #4498, Knick, Berlin-
pH-Meter

Zehlendorf, Deutschland

Temperaturmessgeridt GTH 1150C, Greisinger,
Digitalthermometer

Regenstauf, Deutschland

Variomag mobil, H+P Labortechnik, Oberschleiheim,
Magnetriihrer

Deutschland
Heizplatte MR 2002, Heidolph, Schwabach, Deutschland

24 Well Platte, Becton Dickinson, Le Pont De Claix,
Firbeschale

Frankreich

Tabelle 4: Laborgerite

Auflistung der verwendeten Laborgerate mit Herstellerangaben.
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Aufzeichnungssoftware

LabChart 7 Reader, v 7.3.4 Donnerstag, 5. Juli 2012,
AD Instruments, Oxford, England

Planimetriesoftware

Sigma Scan Pro 5, Systat Software Inc., San Jose, CA,
USA

Statistiksoftware

SigmaStat Version 3.5, Systat Software Inc., San Jose,

CA, USA

Tabelle 5: Software

Auflistung der zur Aufzeichnung und Auswertung der Daten verwendeten Software mit

Herstellerangaben.

Natriumchlorid
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
(NaCl)
Kaliumchlorid
KC) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Magnesiumsulfat-Heptahydrat
(MgSo,* TH,0)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat
(KH,POy)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO3)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethylenediaminetetraacetic acid

(CioH16N2Os)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Calciumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland
(CaCly)
Glucose

Roth, Karlsruhe, Deutschland
(CsH1206)
Lactat

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
(C;3HeO3)
Pyruvat

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
(CsH405)
Forskolin

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
(CoH3407)
gap27 American Peptide Company, Chelsea Vista, California,
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USA

Heptanol
(CH3(CH,)sOH)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Triphenyltetrazoliumchlorid

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

(C1oH;5sCINy)
Sigma 7-9
Sigma-Aldrich GmbH, Miinchen, Deutschland
(NH,C(CH,OH),)
Natriumchlorid 0,9%
Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
(NaCl)

Salzsaure rauchend 37%

(HCD)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Formaldehyd 37%
(CH,0O)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carbogen
(5 % COL/95 % O,)

Linde, Pullach, Deutschland

Pentobarbital

Merial GmbH, Halbergmoos, Deutschland

Heparin

Rotexmedica GmbH, Trittau, Deutschland

Tabelle 6: Gase und Chemikalien

Auflistung der in den Versuchen verwendeten Gase und Chemikalien mit Herstellerangaben.
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3 Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt wird zunichst die InfarktgroBenauswertung und im Anschluss
die Auswertung der hiamodynamischen Variablen LVDP, LVEDP, dP/dt max, CF,
LVSP, HF, RPP und dP/dt min dargestellt.

3.1 InfarktgroBenauswertung

In Abbildung 14 sind von jeder Versuchsgruppe die durchschnittliche prozentuale

InfarktgroBe in Prozent des Risikoareals graphisch dargestellt.

InfarktgroRe in Prozent des Risikoareals
[%]
N
(0]

0 T T T T T 1
con for hep gap27 hep+for gap27+for

Abb. 14: Infarktgr6Benauswertung

Dargestellt sind die durchschnittlichen InfarkigréBen der sechs Versuchsgruppen (n= 8) in %
des linken Ventrikels. con= Kontrollgruppe, for= Forskolin, gap27+for= gap27+Forskolingruppe,
gap27= gap27-Gruppe, hep+for= Heptanol+Forskolingruppe, hep= Heptanolgruppe. Daten sind
MW = SD. *p<0.05 vs. Kontrollgruppe
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Die Kontrollgruppe wies eine InfarktgroBe von 37 + 8 % auf. Durch Gabe des PKA-
Aktivators Forskolin reduzierte sich die Infarktgrole auf 26 + 6 % (for: 26 £ 6 %; vs.
con: 37 £ 8 %,*p<0,05). Im Gegensatz hierzu zeigte Forskolin nach Blockade von Cx43
durch entweder gap27 oder Heptanol keinen signifikanten infarktgrolenreduzierenden
Effekt (gap27+for: 33 £ 7 %; hep+for: 30 £ 6 %; jeweils p>0,05 vs. con: 37 + 8 %). Die
alleinige Gabe von gap27 oder Heptanol hatte keinen signifikanten Einfluss auf die

InfarktgroBe (gap27: 32 =7 %; hep: 32 + 6 %; p>0,05 vs. con: 37 + 8 %).

3.2 Gewicht

In Tabelle 7 sind die Ausgangsgewichte der Tiere zur Versuchsbeginn sowie die

Trockenherzgewichte nach Fiarbung und Fixierung dargestellt.

Gewicht Tier + Herzgewicht (trocken) in Gramm

con for hep gap27 hep+for  gap27+for
Gewicht Tier = 259 + 28 284 + 17 272 £ 21 278 £ 10 268 £ 16 288 +8

Herzgewicht 0,16 +£0,02 0,16 +0,01 0,15+0,02 0,16+0,01 0,16+£0,01 0,17 £0,01
(trocken)

Tabelle 7: Gewicht des Versuchstiers und Herzgewicht in Gramm der sechs
Versuchsgruppen.

Ausgangsgewicht der Tiere zur Versuchsbeginn sowie das Herztrockengewicht in Gramm nach
Farbung und Fixierung fir die sechs Versuchsgruppen. con= Kontrollgruppe, for= Forskolin,
gap27+for= gap27+Forskolingruppe, gap27= gap27-Gruppe, hep+for=
Heptanol+Forskolingruppe, hep= Heptanolgruppe. Daten sind MW + SD.
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3.3 Hamodynamische Variablen

3.3.1 Herzfrequenz und Koronarfluss

Der zeitliche Verlauf der himodynamischen Variablen HF und CF ist graphisch in
Abbildung 15 dargestellt. Die exakten Messergebnisse konnen Tabelle 8 entnommen
werden. Zum Versuchsbeginn gab es keine Unterschiede in HF und CF zwischen den
Gruppen. Die Applikation von Forskolin fiihrte in der Forskolingruppe, sowie in den
Gruppen hep+for und gap27+for zu einem nicht signifikanten Anstieg der HF (con: 306
+ 29 bpm vs. for: 362 + 33 bpm, con: 306 £ 29 bpm vs. hep+for: 364 + 71 bpm, con:
306 £+ 29 bpm vs. gap27+for: 362 + 30 bpm; jeweils p>0,05). Wihrend der
Applikationsphase zeigte sich ein Anstieg des CF in den Gruppen for, hep+for sowie
gap27+for, wobei der CF zum Zeitpunkt Applikation (unmittelbar nach Applikation von
Forskolin in der Applikationsphase) in der Forskolingruppe am hochsten war (con: 11 +
4 ml/min, for: 21 £ 4 ml/min, hep+for: 14 + 8§ ml/min, gap27+for: 19 + 3 ml/min; con
vs. for p< 0,05, con vs. hep+for p>0,05, con vs. gap27+for p< 0,05). Nach 60-miniitiger
Reperfusion gab es keine signifikanten Unterschiede in HF und CF zwischen den

Gruppen.
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Ischdmiephase

Reperfusionsphase

Abb. 15: Zeitlicher Verlauf der Herzfrequenz- und Koronarflussmessung

B)

30

25

CFin [ml/min]
o ¥
o o

=
o

—4=for
efl=C0On

—i—hep

60 140

Zeit in [min]

= hep+for
—p=gap27

—@==gap27+for

Zeitlicher Verlauf der HF- (Abb. 15A) und CF-Messung (Abb. 15B) fiir die sechs Versuchsgruppen mit farblicher Darstellung der vier Versuchsphasen. con= Kontrollgruppe,
for= Forskolin, gap27+for= gap27+Forskolingruppe, gap27= gap27-Gruppe, hep+for= Heptanol+Forskolingruppe, hep= Heptanolgruppe. Daten sind MW + SD. *: p< 0,05, con

vs. for; con vs. gap27+for
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A)

B)

HF in Schlige/min

con for hep gap27 hep+for gap27+for
baseline 306+30 304+25 325+37 316+45 332+ 67 292 + 45
Applikation 306+29 362+33 301+42 318+44 364 +71 362 + 30
Pra-Ischimie 308+33 344 +33 301+44 31547 396 + 68 329 +47
Ischéimie 1 0+0 0+0 0+0 0+0 00 0+0
Ischéimie 2 0+0 0+0 0+0 0+0 00 0+0
Ischéimie 3 0+0 0+0 0+0 0+0 00 0+0
Reperfusion 1 189+72 173+£56 199+63 131+58 267106 145 + 64
Reperfusion 2 193+72 221+£58 239+59 229+68 249 +123 278 £ 80
Reperfusion 3 197 +66 218+61 222+84 252+83 262 + 97 265 +79
Reperfusion 4 199+77 213+£65 225+74 27174 250+ 96 280 = 60

CF in ml/min
con for hep gap27 hep-+for gap27+for

baseline 11+£3 13+£3 12+£2 15+3 12+7 13+£3
Applikation 11+4 *21+4 11+£4 15+£3 14 +£8 *19+3
Pra-Ischimie 11+4 18+6 10+4 15+£3 157 16 £4
Ischimie 1 00 00 00 00 00 00
Ischéimie 2 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 00
Ischimie 3 00 00 00 00 00 00
Reperfusion 1 9+2 11£2 8+2 10£2 10£5 102
Reperfusion 2 8+1 9+2 7+3 9+2 9+4 9+£2
Reperfusion 3 6+2 8+2 6+2 7+2 8+4 8+2
Reperfusion 4 5+£2 8+3 6+3 T7+2 7+4 7+1

Tabelle 8: Himodynamische Variablen der Herzfrequenz (A) und des Koronarflusses (B)

der sechs Versuchsgruppen zu den jeweiligen Messzeitpunkten.

con= Kontrollgruppe, for= Forskolin, gap27+for= gap27+Forskolingruppe, gap27= gap27-

Gruppe, hep+for= Heptanol+Forskolingruppe, hep= Heptanolgruppe. Daten sind MW + SD.

*: p< 0,05, con vs. for; con vs. gap27+for

38



3.3.2 Linksventrikulare Funktionsvariablen

Der zeitliche Verlauf der linksventrikuldren Funktionsvariablen LVEDP, LVDP, RPP
und LVSP ist graphisch in Abbildung 16 dargestellt. Die Messergebnisse konnen
Tabelle 9 entnommen werden. Zu Versuchsbeginn gab es keine Unterschiede des
LVEDP und LVDP zwischen den Gruppen. In der RPP Messung zeigte die Gruppe
hep+for signifikante Unterschiede zu allen anderen Versuchsgruppen zum
Messzeitpunkt baseline. In dieser Versuchsgruppe wiesen zwei Herzen initial einen sehr
niedrigen RPP auf. Der signifikant niedrigere Wert der hep+for Gruppe im Gegensatz
zu den iibrigen Versuchsgruppen kann dadurch bedingt sein (p<0,05 vs. hep+for, siehe
Tabelle 9C). Die iibrigen hdamodynamischen Variablen der genannten Herzen zeigten

sich stabil, sodass die Herzen in die Versuchsauswertung aufgenommen wurden.

In der Messung des LVSP zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Versuchsgruppen hep+for und gap27+for. Gap27+for zeigte hierbei mit 124 + 12
mmHg und hep+for mit 101 + 11 mmHg den gréten bzw. kleinsten baseline-Wert der
LVSP-Messungen, wodurch der signifikante Unterschied (p<0,05 vs. hep+for, siehe
Tabelle 9D) erkldart werden kann. Die iibrigen Versuchsgruppen zeigten keine
signifikanten Unterschiede der LVSP zu Versuchsbeginn. Im Versuchsverlauf kam es
zu einer Abnahme des LVDP und RPP in allen Versuchsgruppen. Die Versuchsgruppe
Forskolin zeigte, im Vergleich zur Kontrollgruppe, eine geringere LVDP-Reduktion
nach 60-miniitiger Reperfusion. Am Ende der 60-miniitigen Reperfusion gab es keine

Unterschiede in LVEDP, LVDP, RPP und LVSP zwischen den Gruppen.

39



A)

90

LVEDPin [mmHg]
= [ [P} B w 2] ~J co
o © 6 ©o © o o o

o

60 80

Zeit in [min]

100 120 140 0
Stabilisierungsphase —t—for
Behandlungsphase —

Ischdmiephase
—i—hep

Reperfusionsphase

20 40 60 80 100
Zeit in [min]

= hep+for
e gap27

~@—gap27+for

40



C) D)

€0 160
140
50
2 120
[=]
_E; 40 —
L = 100
E 30 = 80
= 60
£ 20 =
&
o A0
10
20
0 1 I 0 ]
0 20 40 0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit in [min] Zeit in [min]
Stabilisierungsphase = for —ieheptfor
Behandlungsphase —— gap27

Ischdmiephase
—t—hep =®—gap2/+for

Reperfusionsphase
Abb. 16: Zeitlicher Verlauf des linksventrikularen enddiastolischen Drucks (LVEDP), des linksventrikular entwickelten Drucks (LVDP), des rate pressure products

(RPP) und der linksventrikularen systolischen Druckmessung (LVSP)

Zeitlicher Verlauf der LVEDP (Abb. 16A), LVDP (Abb. 16B), RPP (Abb. 16C), LVSP (Abb. 16D). Messung flr die sechs Versuchsgruppen mit farblicher Darstellung der vier
Versuchsphasen. con= Kontrollgruppe, for= Forskolin, gap27+for= gap27+Forskolingruppe, gap27= gap27-Gruppe, hep+for= Heptanol+Forskolingruppe, hep=
Heptanolgruppe. Daten sind MW £ SD. *: p< 0,05 vs. hep+for, siehe Tabelle 9C, **: p< 0,05 vs. hep+for, siehe Tabelle 9D
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A)

B)

LVEDP in mmHg

con for hep gap27 hep+for gap27+for
baseline 7+1 6+ 7+3 6+ T+2 6+
Applikation T+2 6+1 8+4 6+ 8+4 6+
Pri-Ischiimie 7+2 61 8+4 7+ 8+4 6+
Ischéimie 1 #3+2 #4+3 #3+1 #3+1 #3+1 #5+4
Ischémie 2 #2815 #45+£19 #30+14 #31+x14 #39+£16 #37+18
Ischéimie 3 #17+9 #3015 #19+5 #2310 #27+6 #28+10
Reperfusion 1 68 £ 14 64 £ 14 65+ 19 70+ 11 60 £ 16 77 £ 10
Reperfusion 2 59+16 56 £ 16 57+18 62+ 10 5110 64 +8
Reperfusion 3 52+ 14 55 +18 54+ 18 60+ 11 52+10 62 +10
Reperfusion 4 50+ 15 54+£19 50+ 16 58+£12 508 60+9

LVDP in mmHg
con for hep gap27 hep+for gap27+for

baseline 112+£24 10711 98+13 113+18 104 £5 118+ 12
Applikation 105£20 120+10 8312 106+17 119+£15 125 £20
Pri-Ischimie 107 £ 21 9 +9 86+11 10317 10414 103 +13
Ischéimie 1 00 0+0 0+0 0+0 00 00
Ischémie 2 00 00 00 00 00 00
Ischéimie 3 00 0+0 0+0 0+0 00 00
Reperfusion 1 38+£18 46 +23 31+19 36 +29 52 +£20 23 +18
Reperfusion 2 48 + 20 62+ 16 47 £ 15 50+23 61 +£12 51+8
Reperfusion 3 48 + 14 55+11 47+9 47 +£22 52+10 48 +5
Reperfusion 4 45+ 13 54+9 45+9 43+ 19 47+9 46 + 8
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&)

D)

RPP in bpm*mmHg*1000
con for hep gap27 hep+for  gap27+for
baseline *¥343+£84 *324+3,6 *31,5+3,7 *351+£34 168+£11,4 *347+8.2

Applikation 326+7.8 43,1+4,0 253+59 332+34 203+142 454482
Pri-Ischiimie 334+84 339+28 261+59 32,0+3,7 160+11,8 34077

Ischiimie 1 0+0 0+0 00 0+0 0+0 0+0
Ischiimie 2 0+£0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Ischiimie 3 0+£0 0+0 0+0 00 0+0 00

Reperfusion 1 6,9 +3,8 83+49 6,7+5,5 4,6 +4,6 7,055 39+44
Reperfusion 2 9,144 134+35 11,8+£53 10,640 93+£54 139+32
Reperfusion 3 9.7+4,5 120£3,6 10,650 11,558 81+55 12,8+4,0
Reperfusion 4 87+32 11,2+3,0 10,3+x4,5 11,5+£50 7,152 129+3,1

LVSP in mmHg

con for hep gap27 hep+for gap27+for
baseline 118+24 11311 105+12 119+£18 10111 *124 + 12
Applikation 112+£19 126+ 10 91+£12 112+17 107+£23 131 +£20
Pra-Ischimie 11420 105%10 94 +12 110+ 16 90 + 14 109 £ 13
Ischéimie 1 00 0+0 00 00 00 00
Ischimie 2 00 00 00 00 00 00
Ischéimie 3 00 0+0 00 00 00 00
Reperfusion 1 10619 110+ 14 96 + 16 106 = 19 107 +9 100 = 16
Reperfusion 2 107 £ 18 118+14 104+16 112+17 119%11 1159
Reperfusion 3 100+£17 110+£23 100+£18 10715 111+£9 111+£9
Reperfusion 4 95+ 17 108 £ 21 95+ 14 101 £ 14 105 £8 106 £ 8

Tabelle 9: Himodynamische Variablen linksventrikuldrer enddiastolischer Druck (LVEDP;
A), linksventrikular entwickelter Druck (LVDP;B), rate pressure product (RPP;C) und
linksventrikularer systolischer Druck (LVSP;D) der sechs Versuchsgruppen zu den
jeweiligen  Messzeitpunkten con=  Kontrollgruppe, for=  Forskolin, gap27+for=
gap27+Forskolingruppe, gap27= gap27-Gruppe, hep+for= Heptanol+Forskolingruppe, hep=
Heptanolgruppe. Daten sind MW + SD. *: p< 0,05 vs. hep+for, **: p< 0,05 vs. hep+for

# Wahrend der Ischamie haben die Herzen nicht geschlagen; damit gibt es keine systolische
und diastolische Herzfunktion. Die gemessenen Werte entstehen durch ischdmische Kontraktur

und wurden unter LVEDP eingetragen.
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3.3.3 Kontraktilitatsvariablen

Der zeitliche Verlauf der Kontraktilitdtsvariablen dP/dt min und dP/dt max ist graphisch
in Abbildung 17 dargestellt. Die Messergebnisse konnen Tabelle 10 entnommen
werden. Zu Versuchsbeginn gab es keine Unterschiede in minimaler und maximaler
linksventrikuldrer Druckédnderungsgeschwindigkeit zwischen den Gruppen. Nach 60-
miniitiger Reperfusion gab es keine Unterschiede in dP/dt min und dP/dt max zwischen

den Gruppen.
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Abb. 17: Zeitlicher Verlauf der minimalen linksventrikuldren Druckénderungsgeschwindigkeit (dP/dt min) und der maximalen linksventrikuldren

Druckénderungsgeschwindigkeit (dP/dt max) Messung

Zeitlicher Verlauf der dP/dt min (Abb. 17A) und dP/dt max (Abb. 17B) Messung fir die sechs Versuchsgruppen mit farblicher Darstellung der vier Versuchsphasen. con=
Kontrollgruppe, for= Forskolin, gap27+for= gap27+Forskolingruppe, gap27= gap27-Gruppe, hep+for= Heptanol+Forskolingruppe, hep= Heptanolgruppe. Daten sind MW =+
SD.
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A)

B)

dP/dt min in mmHg/s

con for hep gap27 hep-+for gap27+for
baseline -3089 £ 670 -2982 +448 -2871 +420 - 3229 +555 -2627 £ 798 -3255+493
Applikation -2859 +495 -3308 £ 387 -2336 £475 -3105+£500 -2733 £942 -3396 + 511
Pri-Ischimie -2977 £ 554 -2729 £ 366 -2369 £429 -2918 £ 536 -2333 £337 -3188 £ 870
Ischimie 1 0£0 0+0 0+0 0£0 0£0 00
Ischiimie 2 0+0 0+0 0£0 0£0 0£0 0+£0
Ischimie 3 0£0 0+0 0£0 0£0 0£0 00
Reperfusion 1  -1194 £ 583 -1433 £419 -1620 + 1048 -1391 + 561 -1813 £ 1026 -1144 + 345
Reperfusion 2 -1447 £ 568 -1705 £323 -1433 £409 -1782 + 698 -1996 + 574 -1800 + 235
Reperfusion 3 -1497 + 532 -1635+321 -1349 +314 -1541 +£352 -1854 £464 -1565 +£425
Reperfusion 4  -1440 + 604 -1501 + 282 -1308 £371 -1867 = 1100 -2078 £ 823 -1475 £ 316

dP/dt max in mmHg/s

con for hep gap27 hep-+for gap27+for
baseline 4307 £910 4345 +404 4004 £343 4593 +£650 3720+704 4391 +714
Applikation 4185 +£971 5478 £614 3546 £559 4607 £456 3873 £1089 4827 £921
Pra-Ischimie 4300 £997 4316 +478 3700 +584 4263 +600 3526524 4217717
Ischimie 1 00 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Ischimie 2 00 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Ischimie 3 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
Reperfusion 1 1263 £580 1851 £547 1326+£542 1519+£695 1876 +905 1282 +333
Reperfusion2 1728 £457 2390+477 1846+585 2000+758 2376 +379 2150 +359
Reperfusion3 1911 £609 2312 +387 1882+558 1939677 2262+268 2014 +494
Reperfusion4 1669 £509 2434 £527 1890+487 1810+664 2271 +319 1931 £299
Tabelle 10: Hamodynamische Variablen minimale linksventrikulare
Druckanderungsgeschwindigkeit (dP/dt min,A) und maximale linksventrikulare

Druckanderungsgeschwindigkeit (dP/dt max,B) der sechs Versuchsgruppen zu den

jeweiligen Messzeitpunkten

con= Kontrollgruppe, for= Forskolin, gap27+for= gap27+Forskolingruppe, gap27= gap27-

Gruppe, hep+for= Heptanol+Forskolingruppe, hep= Heptanolgruppe. Daten sind MW + SD.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation zeigen, dass der kardioprotektive Effekt
einer PKA-Aktivierung mit Forskolin durch Inhibierung von Cx43 aufgehoben wird.
Dies deutet darauf hin, dass Cx43 im Rahmen der Forskolin-induzierten

Prikonditionierung essentiell beteiligt ist.

4.1 Forskolin, mK¢,-Kanal und Kardioprotektion

Forskolin ist in vielen Bereichen der Wissenschaft seit vielen Jahren als Wirkstoff zur
Aktivierung der Adenylylcyklase etabliert [88, 89] [90]. In dieser Studie verwendeten

wir Forskolin im Rahmen der Kardioprotektion.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass sich durch die Gabe des PKA-
Aktivators Forskolin die Infarktgrofe signifikant reduzierte. Im Gegensatz hierzu hatte
Forskolin, nach Blockade von Cx43 durch gap27 oder Heptanol, keinen signifikanten
infarktgroBenreduzierenden Effekt. Ebenfalls zeigte sich bei alleiniger Applikation von
gap27 oder Heptanol kein signifikanter Einfluss auf die InfarktgroBe. Die
Kardioprotektion durch Forskolin wurde somit durch Applikation eines Cx43-Inhibitors
aufgehoben. Es konnte somit gezeigt werden, dass Cx43 essentiell an der durch

Forskolin-bedingten Kardioprotektion beteiligt ist.

Die kardioprotektive Eigenschaft des Forskolins wurde in der Literatur bereits mehrfach
beschrieben. Lochner et al. verwendeten in ihren Versuchen mit isolierten Rattenherzen
Forskolin als prikonditionierende Substanz. Sie konnten zeigen, dass eine
Vorbehandlung der Herzen mit Forskolin zu einem Anstieg des cyclisches
Adenosinmonophosphat (cAMP)-Gehaltes fiihrte und das Herz nach einer 25-miniitigen
globalen Ischimie eine bessere funktionelle Erholung, gemessen durch

Herzminutenvolumen und Arbeitsleistung, aufwies [91].

In einer weiteren Studie zur Kardioprotektion durch Forskolin benutzten Makaula et al.

ebenfalls ein ex-vivo-Modell mit isolierten Rattenherzen. Nach einer 30-miniitigen
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Stabilisierungsphase, gefolgt von einer 30-miniitigen Ischdmiephase, erfolgte eine 30-
miniitige Reperfusionsphase. Forskolin wurde hierbei vor der Ischdmiephase als
prakonditionierende Substanz fiir eine Zeitdauer von fiinf Minuten gegeben. Eine
Vorbehandlung mit Forskolin konnte den LVDP verbessern und die Infarktgrofe

reduzieren [92].

In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde ebenfalls der kardioprotektive
Effekt von Forskolin untersucht. Ein Schwerpunkt hierbei lag in der Erforschung der
Signalkaskade der Forskolin-induzierten Kardioprotektion. Im Jahr 2012 konnten Huhn
et al. zeigen, dass eine durch Forskolin-bedingte PKA-Aktivierung, durch die
Aktivierung der Adenylylcyclase, die Infarktgroe verringerte [65]. In dieser in-vivo-
Versuchsreihe erhielten die Versuchstiere eine intraperitoneale Applikation von
Forskolin und es wurde eine 25-miniitige regionale Ischiamie induziert, gefolgt von
einer 120-miniitiger Reperfusionsphase. Bei gleichzeitiger Applikation des PKA-
Inhibitors H-89 kam es zu keiner InfarktgroBenreduktion. Es wurde gezeigt, dass die
durch Forskolin-bedingte Kardioprotektion durch eine Aktivierung von PKA bedingt

war.

In Rahmen der Kardioprotektion wurde auch die Bedeutung des mKc,-Kanals in
verschiedenen Studien untersucht. Im Jahr 2002 wurde erstmals von Xu et al. die
Existenz der mKc,-Kandle in Kardiomyozyten gezeigt und zeitgleich das
kardioprotektive Potential bei direkter Aktivierung beschrieben [62]. Eine Beteiligung
der mKc,-Kandle im Rahmen der ischdmischen und der pharmakologischen
Prikonditionierung, beispielsweise durch Anésthetika, Morphin oder auch Sildenafil,

konnte nachfolgend in verschiedenen Studien gezeigt werden [63, 93-95].

Auch in Versuchen unserer Arbeitsgruppe wurde im Jahr 2015 eine mogliche
Beteiligung der mKc,-Kandle an der durch Forskolin-bedingten Kardioprotektion
diskutiert. In-vivo-Versuche konnten zeigen, dass die kardioprotektive Wirkung von
Forskolin durch einen mKc,-Kanal-Inhibitor aufgehoben wurde und demonstrieren
somit die Beteiligung der mKc,-Kandle an der durch Forskolin-bedingten
Kardioprotektion [95]. Die mK¢,-Kanile sind insbesondere interessant, da es Hinweise
gibt, dass sie keinem alterungsbedingten Wirkverlust unterliegen. In einer

Versuchsreihe wurden mKc,-Kanéle durch NS1619 direkt pharmakologisch aktiviert.
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Es zeigte sich eine Reduktion der InfarktgroBen sowohl in jungen, als auch in alten

Herzen.

Allerdings ist die exakte Ursache des alterungsbedingten Wirkverlustes weiterhin
unklar, wobei Vorergebnisse unserer Arbeitsgruppe darauf hindeuten, dass der

alterungsabhingige Signalschritt im vorgeschalteten Signalweg liegen muss [65, 66].

4.2 Alterungsbedingter Wirkverlust der
Kardioprotektion

Mit zunehmendem Alter steigt die Inzidenz eines akuten Myokardinfarktes [96]. Devlin
et al. und Maggioni et al. beschrieben bereits in den neunziger Jahren, dass auch die
Mortalitit nach einem akuten Myokardinfarkt mit dem Alter ansteigt [97, 98]. Haase et
al. zeigten, dass die Mortalitit bei einem akuten Myokardinfarkt in der Patientengruppe
iiber 75 Jahre deutlich hoher ist, als bei jiingeren Patienten. Als Grundlage nutzten sie
den Datenpool aus dem MITRA-Register, in dem Daten von 6067 Patienten mit akutem

Myokardinfarkt registriert wurden [99].

Die Ursache der alterungsabhidngigen Zunahme der Inzidenz und Mortalitdt eines
akuten Myokardinfarkts ist nicht vollstindig geklart. Als mogliche Ursache wird eine

Abnahme der kardioprotektiven Mechanismen im Alter diskutiert.

So zeigten beispielsweise tierexperimentelle Studien von Fenton et al., Sniecinski and
Liu und Abete et al., dass die kardioprotektive Wirkung der Prikonditionierung in alten
Herzen vermindert oder sogar aufgehoben ist [100-102]. Fenton benutzte in seinen
Experimenten isolierte Rattenherzen aus zwei unterschiedlichen Altersgruppen (drei
Monate alt vs. 22 Monate alt), um einen moglichen Einfluss des Alters auf die
protektive Wirkung zu untersuchen. Eine ischimische Prikonditionierung in jungen
Herzen bewirkte eine signifikante Reduktion der Nekroserate. In alten Herzen konnte
dieser kardioprotektive Effekt der ischamischen Prikonditionierung nicht nachgewiesen

werden [100].
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Im Gegensatz hierzu zeigten Przyklenk und Burns in in-vivo-Versuchen, dass eine
ischdmische Prikonditionierung auch in alten Herzen zu einer Reduktion der
InfarktgroBBe fithrt [103, 104]. Przyklenk et al. verwendeten ein in-vivo-
Kaninchenmodell mit erwachsenen (vier bis sechs Monate alt), mittelalten (24-27
Monate alt) und alten (42-60 Monate alt) Kaninchenherzen. Eine ischidmische
Prikonditionierung bewirkte in allen drei Gruppen eine Abnahme der Nekroserate im
Myokard [103]. Burns et al. verwendeten ein in-vivo-Schafsmodell mit erwachsenen
(0,5-1 Jahr) wund alten Versuchstieren (5,7-8,9 Jahre). Die ischimische
Prikonditionierung fiihrte in beiden Altersgruppen zur signifikanten Abnahme der

Nekroserate (erwachsene Herzen 54 % vs. alte Herzen 47 %) [104].

Im Vergleich zu Przyklenk und Burns, die mit Schafs- bzw. Kaninchenherzen
arbeiteten, verwendeten Fenton et al., Sniecinski et al. und Abete et al. Rattenherzen.
Die gegensitzlichen Ergebnisse konnten durch die Verwendung von unterschiedlichen
Spezies bedingt sein. Es ist moglich, dass speziesspezifische Unterschiede vorhanden
sind, dies ist jedoch unklar. Dennoch weist die Mehrheit der Experimente einen

alterungsabhingigen Wirkverlust der Prikonditionierung auf.

Die Vorversuche der hiesigen Arbeitsgruppe konnten ebenfalls einen
alterungsbedingten Wirkverlust der Kardioprotektion zeigen. Es wurde nachgewiesen,
dass der kardioprotektive Effekt der Prikonditionierung mittels Forskolin einem
alterungsabhingigen Wirkverlust unterliegt [65]. Ein Fokus der Arbeitsgruppe lag
hierbei auf der Erforschung des Signaltransduktionswegs der durch Forskolin-
induzierten Kardioprotektion, im Besonderen auf der Frage, welcher Signalschritt des

PKA-mKc,-Signalwegs einem alterungsabhingigen Wirkverlust unterliegt.

Hierbei scheinen, wie Dbereits vorbeschrieben, die mKc,-Kanile keinem
alterungsbedingten Wirkverlust zu unterliegen, da eine pharmakologische mKc,-
Kanaloffnung mit NS1619 nicht nur in jungen, sondern auch in alten Ratten zu einer
InfarktgroBenreduktion fiihrte. Zusammengefasst deuten die Ergebnisse dieser Studie
darauf hin, dass der alterungsabhingige Signalschritt in einem vorangeschalteten

Signalweg liegen muss [65, 66].

Ein proximaler Regulator der mKc,-Kanile ist die PKA [105]. In einer Versuchsreihe
der Arbeitsgruppe wurde die PKA durch Forskolin direkt pharmakologisch aktiviert.
Als Marker der PKA-Aktivitidt wurde die Phosphorylierung des Phospholambans, eines
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Substrats der PKA, gemessen. Diese war alterungsabhidngig sowohl in der
Versuchsgruppe mit den jungen, als auch in der Gruppe mit den alten Herzen im
Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Forskolin-Aktivierung erhoht. Es konnte somit
gezeigt werden, dass die PKA keinen alterungsbedingten Verdnderungen unterliegt

[66].

Zusammengefasst zeigen diese Vorversuche, dass weder die PKA noch die mKc,-
Kanile einem alterungsbedingten Wirkverlust unterliegen und somit Signalschritte, die
zwischen PKA und mKc,-Kanal geschaltet sind, fiir den alterungsabhéngigen
Wirkverlust der Forskolin-induzierten Kardioprotektion verantwortlich sein miissen

(Abb. 18).

Alter I/‘L

PKA | — — —> [Myokardprotektion]

Abb. 18: Alterungsabhéngiger Wirkverlust der Signalkaskade

Ein moglicher Signalzwischenschritt, der fiir den alterungsabhingigen Wirkverlust der
durch Forskolin-bedingten Kardioprotektion verantwortlich sein konnte, ist die

Aktivierung von Cx43.

Cx43 ist in der Literatur bereits mehrfach im Zusammenhang mit kardioprotektiven
Mechanismen beschrieben worden. Boengler et al. konnten im Jahr 2007 belegen, dass
mitochondriales Cx43 an der ischamischen Prikonditionierung beteiligt ist [106].
Schulz und Heusch zeigten ebenfalls, dass Cx43 essentiell an der Vermittlung der
ischdmischen Prikonditionierung beteiligt ist [107]. Schwanke et al. zeigten in
Versuchen mit Cx43 defizienten Méusen den Verlust des protektiven Effekts einer
ischdmischen Prikonditionierung [108]. Rodriguez-Sinovas et al. zeigten, dass bei
Knock-in Méausen, bei denen die kodierende Region von Cx43 durch Cx32 ersetzt
wurde, sowohl eine ischdmische, als auch eine pharmakologische Prikonditionierung

keine protektive Wirkung hervorriefen [109].
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Die hiesige Arbeitsgruppe beschiftigte sich ebenfalls mit einer mdglichen
alterungsabhingigen Wirkung von Cx43. Durch eine Proteinexpression konnte gezeigt
werden, dass der mitochondriale Cx43-Anteil im Myokard alter Herzen geringer ist als
im Myokard junger Herzen [66]. Diese alterungsabhingige Abnahme des Cx43-Gehalts
wurde bereits in mehreren Studien in unterschiedlichen Geweben gezeigt. Muramatsu
und Yeh schilderten einen verminderten Cx43-Gehalt in dlteren Aortenendothelzellen
und in dlterer Zahnpulpa [110, 111]. Ein Abnahme von Cx43 in den sinoatrialen Knoten
von alten Meerschweinchen wurde von Jones et al. im Jahr 2004 belegt [112]. Chen und
Jones verdffentlichten 2000 eine Studie, in der ein abnehmender Cx43-Gehalt in dlteren
Hamsterherzen beschrieben wird [113]. Boengler konnte durch Proteinexpression
aufzeigen, dass der Gehalt von Cx43, sowohl am Sarkoplasma, als auch in den

Mitochondrien in alten Miuseherzen abnahm [106].

Zusammengefasst wurde Cx43 in der Literatur bereits mehrfach im Zusammenhang mit
kardioprotektiven Mechanismen beschrieben und unterliegt alterungsbedingten
Verdnderungen. Cx43 konnte somit der Signalschritt in der beschriebenen
Signalkaskade sein, der fiir den alterungsbedingten Wirkverlust der Forskolin-bedingten

Kardioprotektion verantwortlich ist.

In der vorliegenden Dissertationsarbeit konnte gezeigt werden, dass Forskolin zu einer
signifikanten Reduktion der InfarktgroBe fiihrt. Diese Kardioprotektion wurde durch
Applikation eines Cx43-Inhibitors aufgehoben. Die Ergebnisse zeigen, dass Forskolin
nach Blockade mit Cx43 durch entweder gap27 oder Heptanol keinen signifikanten
infarktgroBenreduzierenden Effekt aufweist. Cx43 ist somit essentiell an der durch

Forskolin-bedingten Kardioprotektion beteiligt (Abb. 19).

PKA | — —> —> [Myokardprotektion]

Abb. 19: Arbeitshypothese der Dissertationsarbeit
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4.3 Connexin 43-Inhibitoren und InfarktgroBe

In dieser Studie wurden die beiden Substanzen Heptanol und gap27 zur Inhibierung von
Cx43 eingesetzt. Bei Kombination von Forskolin mit einem Cx43-Blocker war die
InfarktgroBe auf dem Niveau der Kontrollgruppe, hep+for und gap27+for sind beide
nicht signifikant vs. con. Der infarktgroBereduzierende Effekt von Forskolin verliert
durch Anwesenheit der Connexin-Inhibitoren seine Wirkung. Dies zeigt die Bedeutung

von Cx43 im Rahmen der Forskolin-bedingten Kardioprotektion.

Eine Einschrinkung der vorliegenden Studie ist jedoch die Tatsache, dass die
Infarktgroe von hep+for und gap27+for sich nicht signifikant zur Forskolingruppe
unterscheidet. Daher fehlt der endgiiltige experimentelle Nachweis, dass Cx43 an der
Forskolin-induzierten Kardioprotektion beteiligt ist. Um klar schlussfolgern zu konnen,
dass Cx43 das missing link im Signalweg ist, wiirde man in den vorliegenden
Versuchen erwarten, dass durch die Blockade des Cx43, die InfarktgroBen der
Versuchsgruppen hep+for und gap27+for der InfarktgroBe der Kontrollgruppe
entspricht. Zusétzlich wiirde man erwarten, dass sich die Infarktgro3en von hep+for und
gap27+for signifikant zur Versuchsgruppe for unterscheiden. Eine mogliche Erklarung
fiir die fehlende Signifikanz konnte sein, dass die Cx43-Blocker nicht vollstiandig das
Cx43 blockieren. Weitere Studien mit Verwendung transgener Méuse mit Cx43-Mangel

miissten diesen Aspekt ndher untersuchen.

Neben der Hypothese, dass die Cx43-Blocker nicht vollstindig das Cx43 blockieren,
konnte die fehlende Signifikanz der Infarktgroen von hep+for und gap27+for zu for
dadurch bedingt sein, dass die Cx43-Blocker selbst kardioprotektiv sind und damit den
Effekt der Cx43-Blockade zum Teil maskieren. Garcia-Dorado et al. zeigten
beispielsweise im Jahr 1997, dass sowohl bei Versuchen mit in-situ-Schweineherzen,
als auch bei Versuchen mit isolierten Herzen, bei Applikation von Heptanol, die
myokardiale InfarktgroBe signifikant reduziert wurde. Dazu verwendeten sie ein
Ischidmie-Reperfusionsmodell, bei dem die Substanz Heptanol wéhrend der ersten 15
Minuten der Reperfusionsphase appliziert wurde [114]. Auch eine 24-miniitige
Dauerinfusion von Heptanol vor der Ischdmiephase senkte die Infarktgrofle signifikant

[115]. Saltman, Miura und Johanson konnten ebenfalls nachweisen, dass die alleinige
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Applikation von Heptanol zu einer Reduktion der myokardialen InfarktgroBe fiihrte.

[116-118].

Im Gegensatz dazu stehen Studien, die zeigten, dass es bei Applikation von Heptanol zu
keiner kardioprotektiven Wirkung kommt. 2001 veroffentlichte Gysembergh seine
Versuche mit isolierten Rattenherzen und einem regionalen Ischdmie-
Reperfusionsmodell, bei denen Heptanol zu keiner Reduktion der Infarktgrole im
Myokard fiihrte [80]. Auch Li et al. zeigten im Jahr 2002, dass die Applikation von
Heptanol keinen Effekt auf die Infarktgrofe bei Rattenherzen in einem Ischémie-

Reperfusionsmodell hatte [119].

Diese gegensitzlichen Resultate konnten dadurch erkldrt werden, dass in den
verschiedenen Studien unterschiedliche Konzentrationen von Heptanol verwendet
wurden. Gysembergh wihlte in seinen Versuchen eine deutlich geringere Konzentration
von Heptanol (0,5 mM) im Vergleich zu beispielsweise Johansen et al. 2011
(Konzentration Heptanol 2 mM). Bei Li et al. wurde in den Versuchsprotokollen
beschrieben, dass vor der Ischdmiephase eine zehnminiitige Heptanol-Auswaschphase
stattfand, was zu einer geringen Konzentration von Heptanol vor der Ischimiephase

fithrte.

In dieser Studie wurde, orientiert an den Versuchen von Gysembergh, eine
Heptanolkonzentration gewdhlt, von der keine direkt kardioprotektive Wirkung
vermutet wurde. Es zeigten sich in den vorliegenden Versuchen keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen der Heptanolgruppe und der Kontrollgruppe; es
konnte zudem kein kardioprotektiver Effekt durch die alleinige Applikation von

Heptanol gezeigt werden.

Im Gegensatz zu Heptanol gibt es beziiglich der direkt kardioprotektiven Wirkung von
gap27 bisher nur wenige Studien. Beispielsweise zeigten Hawat et al. in in-vivo-
Versuchen, dass eine Applikation von gap27 vor oder wihrend der Ischdmiephase die
Infarktgroe des Myokards signifikant senkte [79]. Aufgrund der unterschiedlichen
Versuchsmodelle (in-vivo vs. ex-vivo) ist jedoch eine direkte Vergleichbarkeit zu

unseren Versuchsaufbau nur eingeschriankt méglich.

54



Bei alleiniger Applikation von gap27 konnten in der vorliegenden Studie keine
statistisch signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe gezeigt werden. Gap27 weist

in dieser Studie keinen kardioprotektiven Effekt auf.

Es sind weitere Versuchsreihen notwendig, um die direkte kardioprotektive Wirkung
von gap27 und eine moglicherweise bestehende konzentrationsabhidngige Wirkung,

dhnlich wie sie bei Heptanol besteht, zu untersuchen.

4.4 Hamodynamik Auswertung

In den Abbildungen 15-17 sind die gemessenen himodynamischen Variablen iiber die
verschiedenen zeitlichen Phasen des Versuchs dargestellt. Am Ende der
Reperfusionsphase waren bei den hdmodynamischen Variablen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen vorhanden, es waren lediglich Tendenzen
erkennbar. In allen Versuchsgruppen kam es in der Reperfusionsphase zu einer
Abnahme des LVDP im Vergleich zum Ausgangswert. Die Versuchsgruppe Forskolin
zeigte, im Vergleich zur Kontrollgruppe, eine geringere Abnahme des LVDP. Es zeigte
sich insgesamt keine signifikante Verbesserung, jedoch eine tendenziell bessere
Erholung der myokardialen Kontraktilitit der Forskolingruppen am Ende der

Reperfusionsphase.

Dariiber hinaus konnten Unterschiede zwischen der Forskolingruppe und der
Kontrollgruppe fiir den LVSP nachgewiesen werden. Wihrend des Versuchs kam es zu
einer Abnahme des LVSP in beiden Gruppen; diese war fiir die Forskolingruppe jedoch
geringer als fiir die Kontrollgruppe. Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse eine
tendenzielle Verbesserung der himodynamischen Funktion nach einem ischimischen

Ereignis in der Forskolingruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.

In Abbildung 17B ist die positiv inotrope Wirkung des Forskolins ersichtlich. DP/dtmax
als Kenngrofle der myokardialen Kontraktilitédt stieg nach Applikation von Forskolin in

den Versuchsgruppen for, hep+for und gap27+for an.

Theoretisch konnte die positiv inotrope Wirkung von Forskolin in dem Versuchsaufbau

die Vergleichbarkeit zwischen den Gruppen insoweit einschrianken, dass durch die
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Anderung der hidmodynamischen Variablen, das Outcome und die Nekroserate
beeinflusst werden. Zu dem Messzeitpunkt pri-Ischimie, unmittelbar vor der
Ischimiephase, zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen mit und ohne Forskolin in Bezug auf dP/dtmax. Die Phase zwischen
Beendigung der Applikation und Start der Ischdmie (Minute 28-32) war somit lang
genug gewihlt, dass der kurzfristig durch Forskolin-bedingte Einfluss auf die
himodynamische Variable dP/dtmax keinen Einfluss auf die Nekroserate nehmen
konnte. Das unterschiedliche Outcome zwischen den Versuchsgruppen mit und ohne
Forskolin beziiglich der Nekroserate kann daher nicht durch die beschriebene

kurzfristige Anderung der himodynamischen Variable dP/dtmax bedingt sein.

In der vorliegenden Studie konnte durch die Applikation von Forskolin eine Reduktion
der InfarktgroB3e beobachtet werden, die durch Cx43-Inhibitoren aufgehoben wurde. Es
zeigten sich jedoch in Bezug auf die hdmodynamische Variable keine funktionellen
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen. Dies konnte einerseits an der begrenzten
Beobachtungszeit der Reperfusionsphase liegen, andererseits konnte eine mogliche
Erkldrung hierfiir das myokardiale Stunning sein. Hierbei persistiert, trotz Beseitigung
der Myokardischimie durch Wiederherstellung der Perfusion und trotz normalem
koronarem Blutfluss, die postischamische kontraktile Dysfunktion. Es kann zwar zu
einer Erholung der kontraktilen Funktion des Myokards kommen, jedoch erfolgt diese
nicht unmittelbar, sondern erfordert Zeit [10]. Es ist moglich, dass in der vorliegenden
Studie, die Beobachtungsdauer nach der Reperfusion zu kurz gewéhlt wurde, um diesen
Effekt zu sehen. In weiteren Versuchsreihen misste daher untersucht werden, ob durch
eine langere Reperfusionsphase die Erholung der kontraktilen Funktion am Myokard

beobachtet werden kann.

4.5 Diskussion der Methodik

Das isolierte Herz nach Langendorff ermdglicht eine {iber Stunden andauernde stabile
koronare Perfusion des Herzens iiber eine retrograde Perfusion der Aorta. Hierbei
gelangt das Perfusat aufgrund der druckbedingt dauerhaft geschlossenen Aortenklappe

iiber die Koronararterien ins Herzgewebe. Ein Abfluss des Perfusats aus dem Herzen ist
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durch den Sinus coronarius gewéhrleistet. Die Langendorff-Apparatur ermoglicht die
Durchfiihrung verschiedener Forschungsansitze. In einem Ischimie-
Reperfusionsmodell wird die Auswirkung einer Ischdmie auf das Myokard getestet.
Wihrend des Experiments konnen mechanische Parameter, wie beispielsweise Inotropie
und Chronotropie, metabolische Effekte und pharmakologische Auswirkungen erfasst
werden. Eine direkte Medikamentenwirkung auf das Myokard kann ebenfalls getestet
werden [83, 120]. Das Prinzip dieser isolierten Perfusion hat den Vorteil, dass das Herz
unabhingig von extrakardialen, systemischen Einfliissen untersucht werden kann. Das
vegetative Nervensystem, Hormone oder andere Organsysteme konnen die
Versuchsdurchfithrung nicht beeinflussen. Die Langendorff-Experimente sind leicht
reproduzierbar, zeitsparend und kostengiinstig. Durch den eigenen Taktgeber innerhalb
des Herzens arbeitet das Organ iiber die physiologische Erregungsausbreitung autonom
[121].

Einschrinkungen der Langendorff-Apparatur sind beispielsweise potentiell auftretende
mikrobiologische Kontaminationen, welche die Versuchsergebnisse beeinflussen
konnen. Daher ist eine griindliche Reinigung der Anlage nach jedem Gebrauch obligat
[122]. Zudem bedarf der Pridparation des Herzens ein hohes Mal} an Prizision, da das
Organ sensibel gegeniiber Verletzungen ist. Wihrend der Priparation und der
Anbringung des Herzens an die Apparatur besteht die Moglichkeit, das Organ
versehentlich ischdmisch zu prikonditionieren. In den vorliegenden Versuchen erfolgte
die Préparation und die Organentnahme innerhalb von 30 Sekunden, um die ungewollte
Ischidmiezeit einzugrenzen. Es wurde darauf geachtet, die Entnahmezeit in allen
Versuchsgruppen identisch zu halten.

Die InfarktgroBe der Forskolingruppe betrug 26 + 6 %. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit 37 + 8 %, zeigte sich ein deutlich protektiver Effekt des Forskolins.
Eine zusitzliche ischiamische Prikonditionierung der Versuchsgruppen scheint
unwahrscheinlich.

Ein weiterer Nachteil des Versuchsaufbaus ist, dass es durch die retrograde Perfusion
des Herzens zu einer Insuffizienz der Aortenklappe kommen kann. Dadurch flieit das
Perfusat nicht mehr durch die Koronararterien und das Herzgewebe kann nicht adiquat
versorgt werden. Ein exakter Nachbau der physiologischen Bedingungen des Herzens
ist mit der Langendorff-Apparatur prinzipiell nicht moglich; so fehlt beispielsweise die

extrinsische neuronale Steuerung des Herzens [121].
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Einen Nachteil unseres Versuchsdesigns stellt die Verwendung von ausschlieBlich
gesunden Rattenherzen dar. Eine bessere Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den
klinischen Alltag wire dadurch denkbar, dass die Versuche mit bereits vorerkrankten,
wie beispielsweise arteriosklerotisch, hypertensiv oder diabetogen verdnderten
Rattenherzen erginzt wiirden. Dies war jedoch nicht Fokus unserer Studie, bei primér
die Beteiligung von Cx43 bei der Forskolin-bedingten Kardioprotektion untersucht

werden sollte.

4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegenden Forschungsergebnisse liefern erstmals Hinweise iiber die Beteiligung
von Cx43 an der durch Forskolin-bedingten Kardioprotektion und damit eine mogliche
Erklarung fiir den alterungsbedingten Wirkverlust der Forskolin-bedingten
Kardioprotektion. Das  Verstindnis und die Erforschung der exakten
Signaltransduktionswege der Kardioprotektion sind entscheidend, um in Zukunft
Patienten mit kardiovaskulirem Risiko und Patienten mit Myokardinfarkt optimal
prophylaktisch und therapeutisch behandeln zu konnen. Das Ziel dieser Forschungen
ist, auf lange Sicht, die Inzidenz, Morbiditit und Mortalitit eines akuten

Myokardinfarktes zu senken.
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