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Einleitung

1 EINLEITUNG

Bei offenen Herzoperationen wird mit Hilfe einer Kardioplegielésung durch
elektromechanische Entkopplung ein kunstlicher Herzstillstand hervorgerufen
und eine Kardioprotektion erreicht. Wahrenddessen ermdglicht die extrakorpo-
rale Zirkulation durch die Herz-Lungen-Maschine eine Aufrechterhaltung des
Blutkreislaufs.

In der anschlieenden Reperfusionsphase bis zum Wiedereinsetzen einer suffi-
zienten kardialen Auswurfleistung konnen Schaden im Herzmuskel auftreten. In
Vorarbeiten an isolierten Kardiomyozyten konnte bereits gezeigt werden, dass
der Schaden am Herzmuskel nach Hypoxie und Reperfusion durch z. B. zytoso-
lischen Calcium-Anstieg, freie Sauerstoffradikale und durch anschlielRende
Apoptose zustande kommt (Schmitt et al., 2002; Hotta et al., 2001; Pang et al.,
2002; Schafer et al., 2001; Wasser et al., 1997; Tanneur et al., 2002; Cesselli
et al., 2001; Chesley et al., 2000; de Moissac et al., 2000; Kang et al., 2000;
Freude et al., 2000; Holleymann et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein dem originaren Gewebe kongruentes hu-
manes Myokardmodell etabliert, mit dem die intrazellularen Calciumregula-
tionsmechanismen und ihre Rolle beim Reperfusionsschaden bzw. der Apopto-
seinduktion untersucht wurden. Eine Methode mit einer Mikroperfusionskam-
mer nach Weinlich et al. (2002) bot die Moglichkeit, Verhaltnisse wie bei der
extrakorporalen Zirkulation wahrend einer Operation mit Kardioplegiegabe, Hy-
poxie und Reperfusionsphase zu simulieren, um deren Auswirkung auf die Vita-

litat und Funktion der humanen Kardiomyozyten in vitro zu untersuchen.

1.1 Physiologie und Pathophysiologie von Calcium in

Kardiomyozyten

Das Calcium-lon und der Calciumstoffwechsel spielen fur die kontraktile Funkti-

on des gesunden Myokards eine zentrale Rolle.
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Im Herzen gibt es zwei Calciumspeicher, die zur Erhdhung der intrazellularen
Calcium-Konzentration wahrend der Systole beitragen: die extrazellulare Matrix
und das sarkoplasmatische Retikulum.

Die extrazelluldre Calcium-Konzentration betragt 10> M bis 2 x 102 M, in der
ruhenden Herzmuskelzelle hingegen 107 M, dort kann sie aber wéhrend der
Systole auf liber 10° M ansteigen. AuBerdem sind insgesamt 99,9% des Calci-
ums wahrend der Diastole gebunden bzw. in intrazellularen Organellen gespei-
chert. Im Folgenden sollen die Transportmechanismen der Kardiomyozyten fur
das Calcium und die funktionelle Bedeutung des sarkoplasmatischen Retiku-
lums als Calcium-Speicher beschrieben werden (Blinks JR et al., 1986, Carafoli
et al., 19895).

1.1.1 Sarkolemmaler Calcium-Fluss

Die sarkolemmale Membran der Kardiomyozyten ist durch Einfaltungen, so ge-
nannte T-Tubuli, welche tief in die Myozyten hineinreichen, stark vergrof3ert. In
dieser Membran sind verschiedene lonenkanale und Pumpen zur Regulierung
der zellularen Integritat und der Calcium-Homoostase integriert.

Der Einstrom von Calcium in die Zelle kann Uber spannungsabhangige Calci-
um-Kanale und den sarkolemmalen Natrium/Calcium-Austauscher (NCX) erfol-
gen. Durch Depolarisierung der Zellmembran wird der transsarkolemmale Cal-
cium-Einstrom aktiviert und anschlieRend durch die Anderung des Membranpo-
tentials und die erhdhte intrazellulare Calcium-Konzentration wieder deaktiviert.
Wahrend des Aktionspotentials ist hauptsachlich der spannungsabhangige Cal-
cium-Kanal vom L-Typ fur den Calcium-Einstrom in die Zelle verantwortlich.
Dieser Kanal kann von intrazellularer Seite aus durch eine bestimmte Calcium-
Konzentration (negativer Ruckkopplungsmechanismus) oder Uber (-adrenerge
Stimulation (positiver Wirkmechanismus durch Phosphorylierung) moduliert
werden (Janczewski et al., 1993; Hess et al., 1983).

Der sarkolemmale Natrium/Calcium-Austauscher (NCX) kann je nach elektro-
chemischen Gradienten von Natrium und Calcium und Membranpotential der
Zelle ein Calcium-lon gegen zwei Natrium-lonen entweder nach intrazellular
oder extrazellular transportieren, wobei er indirekt von der Natrium/Kalium-

ATPase angetrieben wird. Grol3e Mengen ATP und das Vorliegen einer Alkalo-
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se stimulieren den NCX von extrazellular, Azidose inhibiert ihn. Von intrazellular
wird der NCX von Calcium aktiviert und von Natrium sekundar inhibiert (Bers
1993; Bers 1991; Terraccino et al., 1994; Hilgemann et al., 1992; Lewitzky et
al., 1994; Matsouka et al., 1995).

Die sarkolemmale Calcium-ATPase ist das dritte wichtige Transportsystem. Sie
besitzt eine hohe Calcium-Affinitat und pumpt Calcium unter direktem Energie-
verbrauch aus der Zelle (Caroni et al., 1980). Da diese Pumpe langsam arbei-
tet, ist sie eher fur die langfristige Calcium-Regulation als fur die Calcium-
Regulation innerhalb eines Kontraktionszyklus von Bedeutung.

1.1.2 Calcium-Fluss im sarkoplasmatischen Retikulum

Das sarkoplasmatische Retikulum ist neben den Mitochondrien (Adeno-
sintriphosphat-Produktion) das wichtigste Organell des Kardiomyozyten. Es be-
steht aus longitudinalen (L)-Tubuli sowie terminalen Zisternen, welche mit den
sarkolemmalen T-Tubuli in Verbindung stehen. Speicherung und Freisetzung
von Calcium sind die Hauptfunktionen dieses Organells und es besitzt in sei-
nem Inneren die calcium-bindenden Proteine Calsequestrin und Calreticulin.

In der Membran des sarkoplasmatischen Retikulums befinden sich Ryanodin-
Rezeptoren (RyR2) und die sarkoendoplasmatische Retikulum Calcium-ATP-
ase (SERCA), die beide fur die Regulierung des Calcium-Flusses zustandig
sind. Die Ryanodin-Rezeptoren sind Calcium-Freisetzungskanale (Nimer et al.,
1995) und befinden sich hauptsachlich in den terminalen Zisternen des sar-
koplasmatischen Retikulums (Lewis et al., 1995). Sie kdnnen von einigen Fak-
toren beeinflusst werden, z. B. wird der Kanal durch submikromolare Konzent-
rationen an Calcium und Koffein aktiviert, wohingegen ATP den Kanal nur dann
aktivieren kann, wenn gleichzeitig eine bestimmte intrazellulare Calcium-
Konzentration vorhanden ist. Zudem kann das Inhalationsnarkotikum Halothan
Ryanodin-Rezeptoren aktivieren. Im Gegensatz hierzu wird der Rezeptor von
Substanzen wie Magnesium, Ruthenium Rot, Ryanodin und durch Stoffwech-
selsituationen wie Azidose gehemmt (Bers DM, 1991).

Die sarkoendoplasmatische Calcium-ATPase (SERCA) bzw. die herzspezifi-
sche Isoform SERCA-2a ist hauptsachlich in den L-Tubuli des sarkoplasmati-
schen Retikulums zu finden. Diese Pumpe transportiert unter Verbrauch von
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einem Molekul ATP zwei Calcium-lonen vom Zytoplasma ins sarkoplasmatische
Retikulum. Die SERCA stellt so den Hauptmechanismus fur die Entfernung des
erhohten intrazellularen Calciums dar (Hasenfuss et al., 1994; Schatzmann,
1989). Sie wird von Phospholamban, einem Regulatorprotein inhibiert. Dieser
inhibitorische Effekt auf die SERCA wird durch cAMP-abhangige oder Calcium-
Calmodulin-abhangige Phosphorylierung (via Proteinkinase) aufgehoben (Karc-
zewsky et al., 1997). Folglich wird die Calcium-Aufnahme ins sarkoplasmati-
sche Retikulum gesteigert. Azidose verringert die Pumpleistung, Alkalose er-
hoht sie. Ein pharmakologischer Hemmstoff der SERCA ist z. B. Thapsigargin.

Ein weiterer wichtiger Betandteil zur Calciumhomoostase ist die Permeability
Transition Pore (PTP). Diese ist eine in der inneren Mitochondrienmembran
lokalisierte Offnung und ermdglicht einen Calcium-Ausstrom aus dem Mito-
chondrium. Eine irreversible Offnung der PTP und damit einhergehende mito-
chondriale Dysfunktion scheint aufgrund verschiedener pathologischer Mecha-
nismen eine Schlusselfunktion bei Apoptose und Zelltod einzunehmen (Seliva-
nov et al., 1998).
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Abb. 1.1: Regulatoren der Calciumhomdéostase in der Zelle (Orrenius et al.
2003), genaue Ausflihrungen im Text. Kapitel 1.1.1 - 1.1.3.

an der Plasmamembran: NCX = Natrium/Calcium-Austauscher, PMCA = CaAT-

Pase, spannungsbhéngige Calciumkanéle

am endoplasmatischen Retikulum (ER): SERCA = sarkoendoplasmatische
Calcium-ATPase, RYR = Ryanodin-Rezeptor, Calretikulin/Calsequestrin, Calci-
um-Calmodulin-abhéngige Phosphatase, assoziiert mit dem Inositol (1,4,5)-
Triphosphat Rezeptor

im Mitochondrium: PTP permeability transition pore, Calcium-Uniporter, Calci-
um/Na/H-Austauscher

1.1.3 Calcium-vermittelte Signale in Kardiomyozyten

Calcium spielt die Hauptrolle bei der elektromechanischen Kopplung (Bers
2002). Nach Depolarisierung der Membran triggert der Calcium-Influx durch L-
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Typ Kanale die Calcium-Freisetzung in das Zellplasma durch die Ryanodin-Re-
zeptoren (RyR2) aus dem sarkoplasmatischen Retikulum. Die daraus entste-
hende Erhohung der intrazellularen Calcium-Konzentration aktiviert die Myosin-
filamente zur Kontraktion. Um nach einer Kontraktion wieder relaxieren zu kon-
nen, muss das Calcium aus den Kardiomyozyten wieder entfernt werden: via
SERCA, die Calcium ins sarkoplasmatische Retikulum pumpt, und via NCX, der

das Calcium in den Extrazellularraum transportiert.

Calcium spielt nicht nur die Hauptrolle in der elektromechanischen Kopplung, es
kann diese auch durch Regulation von Proteinen modulieren. Eines davon ist
das Myofilament Troponin C (Bers 2002), ein anderes die Calcium-Calmodulin-
Kinase. Calcium aktiviert aullerdem den RyR2 direkt von zytosolischer Seite, zu
hohe Konzentrationen hemmen ihn jedoch. Hohe sarkoplasmatische Calcium-
Konzentrationen aktivieren ihn ebenso, was auch fur die spontane Calcium-
Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum bei Calcium overload und
Arrhythmien eine Rolle spielen konnte (Bassani et al., 1995; Lukyanenko et al.,
1996, Gyorke et al., 1998; Pogwizd et al., 2001). Intrazellulares Calcium regu-
liert durch Bindung an den intrazellularen Teil des NCX dessen Calcium-Trans-
port (Matsouka et al., 2001, Weber et al. ,1995).

Fast alle Komponenten der elektromechanischen Kopplung sind einer Regulati-
on durch Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung durch Enzyme unterwor-
fen. CaMKII (Calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il), Calcineurin und
die Myosin-Leichtkettenkinase sind drei Calcium-abhangige Enzyme in Kardio-
myozyten, die auf die Herzfunktion Einfluss haben.

Die Calcium-Calmodulin-abhangige Phosphorylierung der Myosin-Leichtketten-
kinase hat vor allem zwei Folgen: Die Calcium-Sensitivitat der Myosinfilamente
wird erhoht und damit auch die Kontraktilitdt (Morano et al., 1985), und aul3er-
dem vermittelt sie bei Hypertrophie in vitro die Organisation der Sarkomeren
(Aoki et al., 2000).

Die CaMKIIl hingegen reguliert fast alle Komponenten, die etwas mit der elekt-
romechanischen Kopplung zu tun haben. Sie phosphoryliert L-Typ-Kanale und
erleichtert damit den Calcium-abhangigen Calcium Influx (Yuan et al., 1994;
Xiao et al., 1994; Wu et al., 2001), dann phosphoryliert sie Phospholamban und
hebt damit dessen inhibitorischen Einfluss auf die SERCA am sarkoplasmati-
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schen Retikulum auf, und somit kann Calcium aus dem Zytosol entfernt werden
(Mattiazzi et al., 1995), und schlieBlich phosphoryliert sie RyR2, der Effekt ist
jedoch noch unklar, manche Studien besagen, dass die Phosphorylierung von
RyR2 durch die CaMKII dessen Offnungsrate erhdht (Witcher et al. ,1991; Weh-
rens et al., 2004; Hain et al., 1995) oder erniedrigt (Lokuta et al. ,1995).

Die Calcium-Calmodulin-abhangige Phosphatase Calcineurin, assoziiert mit
dem Inositol (1,4,5)-Triphosphat Rezeptor, moduliert den Calcium-Fluss von
RyR2 (Cameron et al., 1995; Bandyopadhyay et al., 2000).

Auch auf Transkriptions- und Expressionsebene von Genen spielt Calcium eine
regulatorische Rolle (Hardingham et al., 1998). Hypertrophie wird im Herzen als
Antwort der Kardiomyozyten auf Belastung durch Calcium-Signale induziert.
Diese werden durch Calcium-Calmodulin-abhangige Wege in den Nukleus wei-
tergeleitet (Gruver et al., 1993). Des weiteren blockiert W-7, ein Calcium-Cal-
modulin Inhibitor, in Kardiomyozyten, die in Kulturen untersucht werden, Hyper-
trophie als Antwort auf Pacing und adrenerge Stimulation (McDonough et al.,
1992). Dies lasst darauf schlieRen, dass Wege Uber die Calcium-Calmodulin-
Kinase wichtig fur Hypertrophie von Kardiomyozyten sind. Besonders wichtige
Faktoren hierbei sind HDAC (histone deacetylase) und NFAT (nuclear factor of
T-cell activation), die durch Phosphorylierung aktiviert werden und in das
Transkriptionsgeschehen fur Gene, die eine Hypertrophie bewirken, bei Kardi-
omyozyten eingreifen (Passier et al., 2000; Molkentin et al., 2000; Wilkins et al.,
2000; Olson et al., 2003).

Diese Art der Anbindung von Transkription an die elektromechanische Kopp-
lung durch Calcium schliet auch die erhdhte Transkription von den Regulati-
ons- und Transport-Enzymen fur Calcium mit ein wie SERCA, Phospholamban,
NCX, RyR2 und CaMKIl.

Damit ist Calcium ein wichtiges Signal-Molekul auf sehr unterschiedlichen Zeit-
einheiten: von Sekunden bis zu Stunden oder Tagen, und ist in verschiedenste
Prozesse involviert: elektro-mechanische Kopplung, Muskelkontraktion und
Gen-Transkription.
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1.1.4 Der 34-Rezeptor und seine Rolle bei der Apoptose

Die adrenerge Stimulierung des [1-Rezeptors 16st durch Phosphorylierung des
spannungsabhangigen Kanals in der Membran, des RyR2-Kanals im sarkoplas-
matischen Retikulum und des Phospholambans durch Proteinkinase A (PKA)
eine Verstarkung von Kontraktion und Output aus. Die Aktivierung dieser Prote-
ine durch PKA erhoht die Freisetzung von Calcium aus dem sarkoplasmati-
schen Retikulum wahrend der Systole.

Im Stadium einer Herzinsuffizienz gerat dieses System in einen chronisch hy-
peradrenergen Zustand, da das geschwachte Herz nicht adaquat auf die adre-
nerge Stimulierung reagieren kann. Das fuhrt zu einer standigen Hyperphos-
phorylierung der RyR2-Kanale, die eine Freisetzung von Calcium aus dem sar-
koplasmatischen Retikulum wahrend der Diastole verursachen konnen (Marx et
al., 2000). Wenn die Wiederaufnahme von Calcium in das SR durch die SERCA
2a vermindert ist, fiUhrt dies zu einer verminderten Calcium-Konzentration im
sarkoplasmatischen Retikulum und zu einer kontraktilen Dysfunktion.

Durch die Stimulierung des B-Adrenorezeptors werden nicht nur, wie oben be-
schrieben, durch Phosphorylierung einiger Enzyme Metabolismus und Kontrak-
tion reguliert, sondern auch der Zelltod. Uberstimulierung dieses Rezeptors
fuhrt zur Apoptose in Kardiomyozyten (Zaugg et al., 2000; Zhu et al., 2001; Bi-
sognano et al., 2000). Anfangliche Studien propagierten, dass -Rezeptor-indu-
zierte Apoptose uber cAMP/PKA weitergeleitet wirde (Communal et al., 1999;
Iwai-Kanai et al., 1999), Zhu et al. fanden jedoch 2003 heraus, dass dies auch
uber den Anstieg intrazellularen Calciums und CaMKIl geschieht.

In einer Untersuchung bei Ratten- und Kaninchenherzen konnte gezeigt wer-
den, dass eine Vorbehandlung mit Carvedilol, einem nicht-selektivem Betablo-
cker, vor Ischamie- und Reperfusionsphasen einen protektiven Effekt hat: Er
reduziert die Apoptose- und Nekrose-Rate der Kardiomyozyten durch antioxida-
tive Effekte und Beeinflussung von bestimmten Signalwegen, die noch Gegen-
stand der Forschung sind (Schwarz et al. 2003, Asanuma et al. 2004).



Einleitung

1.1.5 Calcium-overload und Apoptose

Bei Ischamie, Reperfusion und Applikation einiger Toxine erhoht sich die intra-
zellulare Calcium-Konzentration (Wasser et al., 1997), es entsteht ein Influx von
extrazellular und eine Freisetzung von Calcium aus den Mitochondrien und dem
sarkoplasmatischen Retikulum. Wird zum Beispiel wahrend Reperfusion NCX
inhibiert, so kann dies Apoptose in Kardiomyozyten verhindern (Inserte et al.,
2002), ebenso reduziert sich die Apoptose-Rate nach Ischamie und Reperfusi-
on bei Gabe von Calciumantagonisten (Feng et al., 2004).

Durch den intrazellularen Anstieg von Calcium erhoht sich die Membranperme-
abilitat und es kommt zu einem weiteren Calcium-Anstieg.

Dies fuhrt letzten Endes Uber unten genauer erlauterte Wege ebenfalls zu einer
Erhohung der Permeabilitat der Mitochondrienmebran durch PTP und damit zu
einer Freisetzung von Cytochrom C, welches Apoptose induziert (Orrenius
2003).

1.2 Apoptose

Der Begriff Apoptose wurde durch Kerr, Wyllie und Currie 1972 begrindet,
kommt aus dem Griechischen und bedeutet ,Blatter, die im Herbst von den
Baumen fallen® (Kerr et al., 1972).

Apoptose ist eine Art des Zelltods, der durch ein ganz bestimmtes, streng gere-
geltes intrazellulares Programm eingeleitet wird, bei welchem Zellen, die Suizid
begehen, Enzyme aktivieren, die die zelleigene DNA im Zellkern und Zellprotei-
ne zu zerstoren vermogen.

Die Zellmembran bleibt intakt, sie wird jedoch so verandert, dass die Zelle ein
Ziel fur Makrophagen darstellt. Dadurch wird die apoptotische Zelle rasch pha-
gozytiert. Diese Art des Zelltods ruft keine Entzindungsreaktion hervor, ganz im
Gegensatz zur Nekrose, die durch den Verlust der Membranintegritat, enzyma-
tischen Abbau der Zelle und eine nachfolgende Entzindungsreaktion charakte-

risiert ist.
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1.2.1 Physiologische Bedeutung der Apoptose und ihre Ausloser

Apoptose ist verantwortlich fur einige physiologische Ereignisse. Tod durch
Apoptose ist ein nhormales Phanomen, das dazu dient, Zellen, die nicht mehr
.gebraucht” werden, zu entfernen, zum Beispiel bei der Embryogenese wah-
rend der Implantation oder der Organogenese oder zum Beispiel auch bei der
hormonell bedingten Involution bei Erwachsenen, z. B. ovariale und follikulare
Atresie in der Menopause, Regression der laktierenden Brust nach dem Abstil-
len oder Atrophie der Prostata nach Kastration. Von zytotoxischen T-Zellen in-
duzierter Zelltod dient zur Verteidigung gegen Viren und Tumore, um Zellen, die

von Viren befallen oder neoplastisch degeneriert sind, zu eliminieren.

Apoptose ist jedoch auch fur den Zellverlust wahrend pathologischer Vorgange
verantwortlich: Zellschadigende Stimuli wie Strahlung und Zytostatika bescha-
digen die DNA, und wenn Reparaturmechanismen nicht ausreichen, wird die

Apoptose eingeleitet. Ebenso konnen Hitze und Hypoxie Apoptose induzieren.

Morphologisch ist Apoptose durch Zellschrumpfung, Kondensation des Kern-
chromatins, Apoptosekorperchen und Phagozytose der apoptotischen Zellkor-
per und Zellen durch Makrophagen gekennzeichnet.

Ein biochemischer Nachweis von Apoptose ist zum Beispiel die enzymatische
Zerstorung von Zellproteinen durch ,Caspasen®, Enzyme, die normalerweise als
inaktive Pro-Enzyme vorliegen und erst aktiviert werden, um Apoptose zu indu-
zieren. Sind sie aktiviert, zerstoren sie Zellproteine und aktivieren DNAsen, die
wiederum DNA in Stucke zerschneiden.

Aullerdem exprimieren apoptotische Zellen auf ihrer Zellmembran bestimmte
Molekule, wie z. B. Phosphatidylserin. Makrophagen vermdgen diese Verande-
rung der Zellmembran fruh zu erkennen und phagozytieren solch ,gekennzeich-
nete“ Zellen, und zwar ohne Freisetzung proinflammatorischer Zellkomponen-

ten.

1.2.2 Ablauf der Apoptose auf molekularer Ebene

Apoptose wird durch verschiedene molekulare Kaskaden initiiert, die am Ende

zur Aktivierung von Caspasen fuhren. Man kann diese Ereignisse in eine Initia-

-10 -
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tionsphase, in der die Caspasen katalytisch aktiviert werden, und in eine Exe-
kutionsphase, in der die Enzyme den Zelltod herbeifuhren, einteilen. Initiiert
wird Apoptose vor allem durch zwei Wege, einmal auf dem extrinsischen Weg
bzw. Uber den Todeszellrezeptor (death receptor) und einmal auf dem intrinsi-
schen bzw. mitochondrialen Weg. Auf diese soll im nachfolgenden Kapitel ge-

nauer eingegangen werden.

1.3 Apoptose in Kardiomyozyten, Stand der For-

schung

1.3.1 Molekularer Ablauf

Wie in anderen menschlichen Zellen spielen die beiden Hauptwege der Initiie-
rung von Prozessen — mitochondrial oder Uber den Todesrezeptor — auch in

Kardiomyozyten die grofdte Rolle.

1.3.1.1 Zellstress-vermittelte Apoptose ( siehe auch Abbildung 1.2)

Bei dem intrinsischen Weg werden Mitochondrien durch bestimmte Signale sti-
muliert, die durch sogenannte BH3-only proteins vermittelt werden. Daraufhin
kommt es zu einer Konformationsanderung von Bax/Bak, ebenfalls Proteine,
die zur Familie der BH-3-only proteins gehoren und sich auf der Mito-
chondrienmemran befinden. Dadurch wird die Integritat der dufleren Mitochond-
rienmembran vermutlich durch Porenbildung (sogennante PTP = Permeability
Transition Pore) zerstort. Daraufhin setzen Mitochondrien apoptogene Proteine
frei, wie z. B. Cytochrom C, SMAC/Diablo, Omi/HtrA2, Endo G (= Dnase endo-
nuclease G) und AIF (= apoptosis inducing factor) (Susin et al., 1999) und
Caspasen, wobei jedoch die Freisetzung von Cytochrom C der entscheidende
Schritt ist. Sobald sich Cytochrom C im Zellplasma befindet, bindet es mit dATP
an Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1), es entsteht das so genannte
mitochondriale Apoptosom (Zou et al., 1999). Dadurch wird die CARD-Region
(= caspase recruitment region) von Apaf-1 freigelegt und der dATP-Apaf-1
Komplex lagert sich an die CARD-Region der Procaspase-9 (Liu et al., 1996).

Daraus folgt die Aktivierung von Pro-Caspase-9, die auRerdem verstarkt produ-
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ziert wird. Die aktivierte Caspase-9 kann Pro-Caspase-3 aktivieren und fluhrt
zum Zelltod via Apoptose (Slee et al., 1999).

IAPs (=inihibitor of apoptosis proteins) sind eine Gruppe zytoplasmatischer Pro-
teine, welche zur Regulation von Caspasenaktivitat beitragen. Sie werden von
zwei mitochondrialen Proteinen inhibiert: SMAC/Diablo, Omi/HtrA2, wodurch
eine indirekte Aktivierung der Caspasen 9 und 3 zu beobachten ist.
Caspase-unabhangige Meachanismen der Apoptose entstehen Uber Endo G
und AlF: Endo G gelangt in den Nukleus und bewirkt dort DNA-Fragmentierung,
hierbei ist AIF beteiligt.

In Kardiomyozyten wird der intrinsische Weg durch verschiedene Stimuli in
Gang gesetzt. Dies wurde fur Kardiomyozyten in Kulturen mit Hypoxie aufge-
zeigt (de Moissac et al., 2000, Malhotra und Brosius, 1999), mit Hypoxie und
Reoxygenierung (Kang et al., 2000), mit Serum/Glucose Entzug + Desoxyglu-
cose (Bialik et al., 1999) sowie mit reaktivem Sauerstoff (von Harsdorf et al.,
1999). Auch bei isolierten, perfundierten Herzen von Nagetieren und bei infar-
zierten menschlichen Herzen wurde eine erhohte mitochondriale Freisetzung
von Cytochrom C beobachtet (Chen et al., 2001).

1.3.1.2 Zelltodrezeptor-vermittelte Apoptose (siehe auch Abbildung 1.2)

Beim extrinsischen Weg binden I0sliche Liganden wie TNF oder Zellmembranli-
ganden wie Fas an eine spezifische Stelle des Todesezeptors (FasL), der eine
Todesdomaine (DD) an seinem zytoplasmatischen Teil besitzt und sich an der
Plasmamembran der Zelle befindet. Dies 10st eine Konformationsanderung des
Rezeptors aus und setzt mit dem intrazellularen Adapterprotein FADD (= Fas
associated death domain), die Caspasenkaskade in Gang. FADD hat zwei funk-
tionelle Domainen, DD (death domain) und DED (death effector domain). Mit
DD bindet es an FasL, mit DED an Procaspase-8. Diese wird dadurch aktiviert
und kann nachfolgende Caspasen und/oder den intrinsischen Weg Uber Bid,
einem Protein der BH3-only protein Familie, aktivieren.

Ein weiterer wichtiger Faktor beim extrinsischen Weg der Apoptose ist FLIP (=
FLICE-like inhibitory protein). Es besitzt selbst keine proteolytische Aktivitat
und wird in verschiedenen Isoformen (FLIP-L und FLIP-S) exprimiert und kon-
kurriert mit Procaspase 8 um die Bindungsstelle am Todesrezeptor (Thome und
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Tschopp, 2001). Ihr Einflu® auf die Regulation der rezeptorvermittelten Aktivie-
rung von Caspase-8 kann sowohl inhibitorisch als auch aktivierend sein. So
verhindern hohe Konzentrationen von FLIP-L die Aktivierung von Caspase-8,
indem sie vermutlich um Bindungsstellen kompetitieren. In niedrigen, physiolo-
gisch relevanten Konzentrationen hingegen kann FLIP-L vermutlich durch Hete-

rodimerisierung mit Pro-Caspase-8 aktivierend wirken.

Anfanglich glaubten viele Forscher, der extrinsische Weg spiele keine grol3e
Rolle in Kardiomyozyten. 2003 zeigte Lee (Lee et al., 2003) jedoch, dass es
auch in Kardiomyozyten einen extrinsischen Apoptoseweg gibt, in dem er Zell-
kulturen und gesunde Tiere mit einem Adenovirus versah, der Fas-Ligand expri-

mierte und damit den extrinsischen Weg aktivierte.
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Extrinsic Apoptotic Pathway
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Abb.1.2: Die beiden wichtigsten Signalwege der Apoptose: Uber den Todesre-
zeptor (extrinsisch) und (ber das Mitochondrium (intrinsisch). Aus Zhang et al.
2005, Cell Res., Seite 751, Erkldrungen hierzu siehe Text 1.3.1.1 und 1.3.1.2

Abklirzungen: Endo G = Dnase endonuclease G, AIF = apoptosis inducing fac-
tor, Apaf-1 = apoptotic protease-activating factor-1, CARD-Region = caspase
recruitment region, IAPs =inihibitor of apoptosis proteins, DD = death domain,
FADD = Fas associated death domain, DED (death effector domain), Cyt C =
Cytochrom C, FLIP (= FLICE-like inhibitory protein) mit Isoformen (FLIP-L und
FLIP-S)
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1.3.1.2 Verbindung zwischen extrinsischem und intrinsischem Weg

Eine Verbindung zwischen dem extrinsischen und intrinsischen Weg existiert
uber Bid (Li et al., 1998 und Luo et al., 1998), einem Protein der BH3-only pro-
tein Familie. In einigen Zelltypen wird Bid von Caspase-8 aktiviert. Das Carbo-
xy-Ende von Bid wandert zu einem Mitochondrium und dringt in die auliere
Membran ein. Dies stimuliert Uber oben dargestelltem Wege die Freisetzung
von Cytochrom C (Wei et al., 2000, 2001). Bei Ischamie und Reperfusion an
isolierten Herzen (Chen et al., 2001 und Scarabelli et al., 2002) wurde eine
vermehrte Aktivierung von Bid und dessen Translokation in Mitochondrien beo-
bachtet. Die Wichtigkeit von Bid bei der Pathogenese von Infarkten zeigt sich
bei einem Experiment von Peng et al. (Peng et al., 2001), wo Mause, die kein
Bid exprimieren, und Wildtypen einer Ischamie und Reperfusion unterzogen
wurden. Es zeigte sich bei den Knockout-Mausen eine Verringerung des infar-
zierten Gebietes um 53%.

ARC [apoptosis repressor with a CARD (caspase recruitment domain)] ist ein in
Kardiomyozyten angereichertes Protein (Geertmann et al., 1996, Koseki et al.,
1998), das Komponenten der Apoptose modulieren und in die Vorgange ein-
greifen kann. Es wurde gezeigt, dass ARC mit Pro-Caspase-8 und Pro-Cas-
pase-2 interagiert (Koseki et al., 1998; Li et al., 2002), aber auch, dass ARC
Mitochondrien vor Stimuli wie Hypoxie und oxidativem Stress durch Verhinde-
rung des Verlusts des Membranpotentials und Freisetzung des Cytochrom C
schitzt (Ekhterae et al., 1999; Neuss et al., 2001). In Ischamie- und Reperfusi-
ons-Experimenten wurde gezeigt, dass ARC die Infarktgrof3e verringern kann
(Gustaffson et al., 2002).

1.3.1.3 Apoptose- Nachweis uber PARP-1

Das Enzym Poly-(ADP-Ribose-)Polymerase (PARP) findet sich im Zellkern und
katalysiert die DNA-Reparatur. Die DNA-bindende Domane von PARP erkennt
spezifisch DNA-Strangbruche, die durch DNA-schadigende Einflisse bei Euka-
ryonten entstanden sind. Hierbei dient Nikotin-Adenin-Dinukleotid (NAD) als
Substrat.
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Im Rahmen des programmierten Zelltods, der Apoptose, wird PARP enzyma-
tisch durch Caspase-3 gespalten. Der Nachweis dieser Spaltprodukte gibt einen
Hinweis auf stattgefundene Apoptose. Der Nachweis von PARP-1-Spaltproduk-
ten Uber ein spezielles Farbekit ist auch bei Kardiomyozyten eine anerkannte
Methode (Malhotra et al. 1999) zum Nachweis von abgelaufener Apoptose und

wurde auch bei dieser Arbeit verwendet.

1.3.2 Mechanismen und Stimuli von Apoptose

Es wurde bereits in mehreren Studien belegt, dass es wahrend der extrakorpo-
ralen Zirkulation bei herzchirurgischen Eingriffen zu Apoptose kommt (Redwood
et al., 1998; Aebert et al., 2000).

Wichtige Stimuli fur Apoptose in Kardiomyozyten sind Hypoxie (de Moissac et
al., 2000; Tanaka et al., 1994), Verlust von Nahrstoffen bzw. metabolischer
Stress. Bialik et al. zeigten, dass die Apoptose-Rate in Kardiomyozyten bei ei-
nem Serum und Glucose-Entzug ansteigt. Blutserum enthalt viele Wachstums-
und andere uberlebenswichtige Faktoren, die den Kardiomyozyten bei Ischamie
fehlen und deshalb zu Apoptoseinduktion fuhren (Fujio et al., 1997, Bialik et al.,
1999; Sheng et al., 1997; Fujio, 2000; Wang, 1998; Aikawa, 2000; Kitta, 2001,
2003; Nakamura, 2000; Gu, 2001).

Oxidativer Stress ist ein wichtiger apoptotischer Stimulus wahrend der Reperfu-
sionsphase nach vorangegangener Ischamie. Kang et al. zeigten dies 2000 in
einem Zellkulturmodell mit Hypoxie- und Reperfusionsphasen. Neben anderen
zellularen Veranderungen erhoht oxidativer Stress vor allem p53 und die Trans-
lokation von Bax und Bad in das Mitochondrium (von Harsdorf et al., 1999).
Magliche apoptotische Stimuli sind bei Herzinsuffizienz auftretende mechani-
sche Zugkrafte, Stretch genannnt, (Cheng et al., 1995) und, wie oben erwahnt,
B-adrenerge Uberstimulation (Zaugg et al., 2000; Zhu et al., 2001 und 2003).
Bei Patienten mit einer Herzinsuffizienz oder auch nach einem Herzinfarkt ist
der Serumspiegel von TNF (tumor necrosis factor-a) erhoht (Levine et al., 1990;
Mann, 2003): TNF kann ebenfalls Apoptose in Kardiomyozyten hervorrufen
(Krown et al., 1996). Bei einer Herzinsuffizienz ist auch das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System aktiviert, was Konstriktion der Arterien und Retention von
Salz und Wasser zur Folge hat. Die arterielle Konstriktion erhoht die Nachlast,
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die retinierte Flussigkeit erhoht die Vorlast und dehnt die Ventrikel. Damit indu-
ziert das RAAS indirekt Stretch-induzierte Apoptose (Cheng et al., 1995).

1.4 Ziele dieser Arbeit

Ziele dieser Arbeit waren es, ein Simulationsmodell zur Untersuchung von Cal-
ciumhomoostase und Apoptose bei humanen Kardiomyozyten im Zellverband

zu etablieren.

Hierbei sollten Verhaltnisse wie bei Herzoperationen mit Einsatz der extrakorpo-
ralen Zirkulation simuliert werden. Dazu wurde durch die spezielle Mikroperfusi-
onskammer eine der extrakorporalen Zirkulation ahnliche Situation hergestellt.

Der Versuchsaufbau sollte vor allem eine kontinuierliche simultane Untersu-
chung der Calciumhomdoostase ermdglichen: zunachst wahrend Verabreichung
und Testung von Medikamenten, die die Calcium-Regulation beeinflussen, spa-
ter aber auch bei Versuchen mit Myokardhypoxie und Reperfusionsphase. Au-
Rerdem sollte ein Vergleich zwischen Perfusion mit und ohne Kardioplegie vor

Hypoxie/Reperfusion durchgefuhrt werden.

Nach den jeweiligen Versuchsabschnitten sollte anschlielend eine immunhisto-
chemische Apoptosedetektion mit PARP (Anti-Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase
am zuvor untersuchten Gewebe stattfinden.

Die Fragestellung dabei war, inwiefern die Apoptose-Rate mit der jeweiligen
Calciummessung korreliert und ob damit dieses einfache Modell der Calcium-
messung in der Mikroperfusionskammer zur simultanen Apoptosedetektion ge-
eignet ist.

Da bei den Versuchen dieser Arbeit ausschlie3lich humane Kardiomyozyten im
Zellverband untersucht wurden, wurden die Versuchsergebnisse mit Daten aus
der Forschung zu diesen Themen verglichen, wo auf3erst selten humane Kardi-
omyozyten als Material zu Verflgung stehen und meist isolierte Kardiomyozy-

ten oder vollstandige Tierexemplare untersucht wurden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

211 Gewebeproben

Bei offenen Herzoperationen wird der Kreislauf zur Versorgung des Korpers mit
sauerstoffreichem Blut durch die Herz-Lungen-Maschine gewahrleistet. Die ext-
rakorporale Zirkulation hat einen zufUhrenden und einen wegfuhrenden
Schlauch. Das venose Blut aus den beiden Hohlvenen, welches sich im rechten
Vorhof sammelt, lauft der Schwerkraft nach Uber die vendse Kanlle in das Re-
servoir der Herz-Lungen-Machine. Hier durchlauft das desoxygenierte Blut den
Membranoxygenator, wobei aus dem Blut CO, eliminiert und O, hinzugefugt
wird. AnschlieRend wird das nun oxygenierte Blut Uber die arterielle Kantle in
der Aorta ascendens dem Systemkreislauf wieder zugefuhrt. Nach Anschluss
an die extrakorporale Zirkulation wird das Herz von der Zirkulation ausge-
klemmt, indem die Aorta ascendens proximal bzw., mit Bezug auf die arterielle
Kanule, herzwarts geklemmt wird. Anschliel3end wird die Blutkardioplegie mit-
tels einer dinnen Kanule in die Aorta ascendens injiziert oder, wie bei Aor-

tenklappenersatzen, direkt Uber die Koronarostien appliziert.

Fur diese Arbeit wurden bei ansonsten gesunden Patienten (N = 59), die sich
einer routinemafigen Herzoperation (aortokoronare Myokardrevaskularisation
oder Aortenklappenersatz) unterzogen, Gewebeproben entnommen. Dabei
handelt es sich um Resektate des rechten Herzohres, die vor der vendsen Ka-
ndlierung fur die Herz-Lungen-Maschine bzw. extrakorporale Zirkulation routi-
nemalig reseziert werden. Es wurde darauf geachtet, dass die Patienten keine
infektiosen Erkrankungen aufwiesen und nicht an Vorhofflimmern litten. Die Me-
thode wurde von der Ethikkommission genehmigt.
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Die vor Beginn der extrakorporalen Zirkulation entnommenen Herzohren wur-
den zunachst in physiologischer Natriumchlorid-Losung fur die innerhalb der
nachsten 10 min erfolgende Bearbeitung in das Labor gebracht.

2.1.2 Verwendete Chemikalien

Der Reinheitsgrad der verwendeten Chemikalien war ,pro analysi*.

2.1.2.1 Fluoreszenzfarbstoff

Verwendet wurde Fura-2 AM [5-Oxazolcarbonsaure-, 2-(6-(bis(2-((acetoxy)me-
thoxy)-2-oxoethyl)-amino)-5-(2-(2-(bis((acetyloxy)methoxy)-2-oxoethyl)amino)-
5-methyl-phenoxy)ethoxy)-2-benzofuranyl) (acetyloxy)methylester] von Mole-
cular Probes (Eugene, OR, USA). Dies ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der ein cha-
rakteristisches Fluoreszenzverhalten bei 340 nm und bei 380 nm aufweist. Da-
bei ist 340 nm die calciumsensitive und 380 nm die calciuminsensitive Wellen-
lange, Emissonswellenlange ist 510 nm. Diese besondere Eigenschaft des Fu-
ra-2 AM wurde bei der Messung des intrazellularen Calciums genutzt, indem
die mit Fura-2 AM beladenen Zellverbande alternierend mit der calciumsensiti-
ven Wellenlange bei 340 nm und mit der calciuminsensitiven Wellenlange bei
380 nm angeregt und die Fluoreszenzsignale bei 510 nm emittiert wurden.

Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM wurde in 99%igem Dimethylsulfoxid
(DMSO, Sigma-Aldrich) geldst. Es wurde eine 10 mM Stammlosung hergestellt,
auf 5 uM portioniert und bei -20° C aufbewahrt.

2.1.2.2 Perfusionslosungen

Als Perfusionslosung kam die Krebs-Henseleit-Losung (KH) zum Einsatz, wel-
che regelmalig bei Perfusionsuntersuchungen z.B. auch bei Rattenherzen,
verwendet wird (Scharff et al. 1965, Angelos et al 2006). Die LOsung wurde ein-
mal mit und einmal ohne Calcium hergestellt. In KH ohne Calcium wurde EGTA,
ein fur Calcium spezifischer Chelator, anstatt Calciumchlorid (CaCl,) verwendet.
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Die genaue Zusammensetzung wird in unten stehender Tabelle 2.1 erlautert.

KH mit Calcium (mM) KH ohne Calcium (mM)
115 NaCl 115 NaCl
25 NaHCO;3 25 NaHCO;3
59 KCI 59 KCI
1,18 MgCl, = 6 H,O 1,18 MgCl, = 6 H,O
1,23 NaH,PO4 = H,0 1,23 NaH,PO4 = H,0
1,19 Na,SO4 1,19 Na,SO4
25 CaCl; =2 H,0 0,5 EGTA
20 HEPES 20 HEPES
jeweils mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCI auf einen pH = 7,3 ein-
gestellt

Tabelle 2.1: Zusammensetzung von Krebs-Henseleit-Lésungen mit und ohne

Calcium (Angaben in mM)

Die Perfusionslosungen wurden mit pyrogenfreiem bidestilliertem H,O (Ampu-
wa, Fresenius Kabi, Bad Homburg) angesetzt, danach eine Stunde mit Carbo-
gen (95% O, und 5% CO,) begast. Sie wurden bei Raumtemperatur gelagert
und vor ihrer Verwendung jedes Mal auf 37° C erwarmt und vor jedem Experi-
ment mit 1 M HCI bzw. 1 M NaOH auf einen pH-Wert von 7,30 eingestellt.

2.1.2.3 Kardioplegie

Bei Herzoperationen am nicht schlagenden Herzen kommt haufig die Blutkardi-
oplegie zum Einsatz. Hierbei wird oxygeniertes, auf 4° C gekuhltes Blut mit ho-
hem Kaliumgehalt (60 mval, siehe Tab. 2.2) in bestimmten Zeitabstanden (nach
20-minuatigen Intervallen) Uber die Koronarostien verabreicht. Die Blutkardiople-
gie hat wegen bestimmter Bestandteile einerseits eine Schutzfunktion fur das
Herz, andererseits vermindert sie durch ihren hohen K-Gehalt (60 mval siehe
Tabelle) das Membranpotential, so dass an der Membran der Kardiomyozyten
kein neues Aktionspotential mehr entstehen kann und ein diastolischer Herz-

stillstand eintritt.
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2.1.2.4 Modifizierte Kardioplegie

Aufgrund des Versuchsaufbaus waren simultane lichtmikroskopische Aufnah-
men wahrend Perfusion mit Blutkardioplegie nicht moglich gewesen. Daher
wurde die Kardioplegie nach Buckberg, welche in der Apotheke des Universi-
tatsklinikums Tubingen (Universitatsklinikum Tubingen, Apotheke, Rontgenweg
9, 72076 Tubingen) hergestellt wird, fur die Experimente mit Verwendung der

Krebs-Henseleit-Losung modifiziert.

Zusitze (in g) Kardioplegie
NacCl 1,62
NaOH 1 N 116,0
Glucose 1 H20 13,75
Aspartinsaure 7,54
Glutaminsaure 8.4
ACD-Puffer 50 ml
Tris-P. 36,34 % 20 mi
KCI1 M 60 mli
Aqua bidest 680 ml
mit 1 M NaOH bzw. 1 M HCl aufpH = 7,3
eingestellt

Tabelle 2.2: Zusammensetzung der Kardioplegie-L6sung, Rezeptur nach Buck-

berg

Fur den jeweiligen Versuchstag wurde ein Teil Kardioplegieldosung mit 60 ml
KCI (1M) mit vier Teilen KH + Ca gemischt und im Kiuhlschrank aufbewahrt. Der
pH-Wert wurde vor jedem Experiment mit jeweils 1 M HCI| oder 1 M NaOH auf
7,30 eingestellt.

2.1.2.5 PBS

Phosphate Buffered Saline, Phosphatgepufferte Salzlésung, wurde von Bio-

chrome (Berlin) bezogen.
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2.1.2.6 Fixierungslosung fiir Kryoschnitte

Verwendet wurde 4%iges Paraformaldehyd in PBS (v/v). Es wurde im Kuihl-
schrank bei 4°C aufbewahrt.

2.1.2.7 Blockierungspuffer

Der Blockierungspuffer bestand aus 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,3%
Tween 20 (v/v) und 5% Milchpulver und wurde im Kuhlschrank bei 4°C aufbe-

wahrt.

2.1.2.8 Immunreagenz

Verwendet wurde ein polyklonaler Antikorper gegen PARP-1 (Poly-(ADP)-Poly-
merase) (Roche Molecular Biochemicals, Sandhofer Stral’e 116, 68305 Mann-
heim, Deutschland). 100 pl Immunreagenz wurden gemaf} Protokoll der Firma
in 200 ml Blockierungspuffer aufgel6st und in Portionen zu 1,5 ml bei -20° C
aufbewabhrt, Arbeitskonzentration 0,5 pl/ml.

2.1.2.9 PBT

PBT wurde aus PBS (Phosphatgepufferte Salzlésung), 0,1% Rinderserumal-
bumin und 1% Tween 20 hergestellt und bei 4° C im Kuhlschrank aufbewahrt.

21.2.10 Anti-Kaninchen-lg-Fluorescein

Es wurde anti-rabbit-Ig-Fluorescein von CHEMIKON International (USA & Ca-
nada) verwendet. Es wurde eine Stamml6sung mit 200 pg Fluorescein in 1 ml
PBT hergestellt, welche fur die jeweilige Farbung auf 40 pyg/ml verdinnt wurde,

Arbeitskonzentration 40 pyg/ml.

21.3 Sonstige Chemikalien

Pluronic F-127 wurde in 20%iger Stammlosung in DMSO bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Pluronic ist ein schwaches Detergenz, das die Zellpermeabilitat
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erhoht und dem Fluoreszenzfarbstoff die Permeation in die Zelle erleichtert. Es
wurde von Molecular Probes (Eugene, OR, USA) bezogen

2.2 Methoden

2.21 Entnahme von humanem Herzgewebe

Siehe hierzu Darstellung unter 2.1.1

2.2.2 Praparation der Resektate

Die Resektate wurden unmittelbar nach der Entnahme bearbeitet. Zu ihrer Auf-
arbeitung wurden Myokardsticke aus dem Resektat bei sterilen Bedingungen
unter dem Lichtmikroskop mit dem Skalpell herausgetrennt und unter einem
Auflichtmikroskop in ca. 500 yM messende Wurfel geschnitten. Dabei wurden
keine lichtmikroskopisch sichtbaren Anteile von Epi- und Endokard belassen,
somit bestanden die Gewebeproben aus Kardiomyozyten und Bindegewebszel-
len. Gewebeproben von verschiedenen Patienten und Patientinnen wurden

stets getrennt bearbeitet.

2.2.3 Bestimmung der Zellvitalitat

Die Vitalitat der Kardiomyozyten in den Zellverbanden (Lebendzellzahl = 99%)
war eine essentielle Voraussetzung fur die weiteren Experimente und musste
deshalb vor jedem neuen Experiment bestimmt werden. Um die Vitalitat der
Kardiomyozyten zuverlassig zu erfassen, wurden zwei Testmethoden (Fura-2
AM und Trypanblau) ausgewahlt und auf ihre Aussagefahigkeit hin verglichen.
Hierbei sollte die Vitalitat von Kardiomyozyten aus jeweils zwei unterschiedli-
chen Gruppen von Zellverbanden erfasst werden. In beiden Gruppen wurden
die Zellverbande stichprobenartig selektiert. Die erste Gruppe setzte sich aus je
10 unbehandelten Zellverbanden zusammen. In der zweiten Kontrollgruppe wa-
ren ebenfalls 10 Zellverbande vertreten, die zuvor mit 0,5%iger Saponinldsung
entsprechend den Herstellerangaben (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) fur
30 min inkubiert und abgetotet wurden.
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Aufgrund der Praparation waren in den Randbereichen der Kardiomyozytenver-
bande 5-10% avitale Zellen festzustellen. Um verlassliche Ergebnisse zu lie-
fern, wurden daher nur zentrale Bereiche der Verbande untersucht. Fur die
Auswertung wurden in jedem Zellverband funf gleich groRe zentral gelegene
Areale ausgewahlt. In diesen Arealen erfolgte eine Auszahlung von jeweils 20
Zellen. Daraus ergaben sich die Durchschnittswerte fur den prozentualen Anteil
an vitalen Kardiomyozyten in den Zellverbanden.

Fur diese Untersuchungen wurde ein Nikon Labophot Y-2A Epifluoreszenz-
Mikroskop verwendet, welches mit “long-distance” Objektiven bestlckt war. Das
Mikroskop sowie die Objektive wurden von Nikon (Nippon Kokagu K.K., Tokyo,

J) bezogen.

2.2.3.1 Vitalitatsnachweis mit Fura-2 AM

Der Vitalitatsnachweis mit Fura-2 AM ist Uber die Prufung der Intaktheit der
Zellmembran maoglich (Silver 1998). Als lipophiler Acetoxymethylester kann Fu-
ra-2 in die Zellen eindringen. Solange die Carboxyl- und Phenolgruppen noch
nicht abgespalten sind, ist Fura-2 noch nicht calciumsensitiv, da die Indikator-
gruppen nicht an freies Calcium binden kdnnen. In der Zelle werden die Ester-
gruppen durch unspezifische Esterasen abgespalten und hydrolysiert. Der nun
hydrophile Farbstoff kann bei integrer Zellmembran diese nicht mehr passieren
und also nicht mehr nach extrazellular diffundieren. Er reichert sich somit in der
Zelle an. Die polyanionischen Indikatorgruppen konnen freies Calcium binden,
da die lipophilen Gruppen abgespalten sind und die Zelle fluoresziert.

Demnach kann eine Anreicherung von Fura-2 nur in intakten Zellen stattfinden,
wahrend bei avitalen Zellen, deren Membran nicht mehr intakt ist, der Fluores-
zenzfarbstoff wieder herausdiffundieren kann. Vitale Zellverbande fluoreszierten
leuchtend grin und deutlich starker als nicht vitale. Mit Hilfe der unterschiedli-
chen Fluoreszenzintensitaten war eine Vitalitatsbestimmung maglich.

Dies wurde in Anlehnung an die Versuche von Weinlich et al. 2002 durchge-
fuhrt, wo BCECF-AM, ein Uber das gleiche Prinzip funktionierender Fluores-
zenzfarbstoff, eingesetzt wurde (Weinlich et al. 2002, Isenberg et al. 1993).
Nach erfolgten Versuchreihen zur Bestimmung der optimalen Beladung der
Zellverbande mit Fura-2 AM, welche unter 2.2.4 beschrieben werden, wurden
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die vitale und abgetétete Zellverbande zur Uberpriifung der Vitalitat mit 100 pM
Fura-2 und 10 pL Pluronic in calciumhaltigen KH fur 1 Stunde bei 37° C mit ei-
ner Carbogenbegasung = 95% O,, 5%CO, inkubiert.

Die Untersuchungen erfolgten unter einem Nikon Labophot Y-2A Epi-
Fluoreszenz Mikroskop bei einer Anregungs-Wellenlange von 380 + 15 nm und

einer Emissionswellenlange von 510 + 15 nm in 20-facher VergrofRerung.

2.2.3.2 Vitalitatsnachweis mit der Trypanblau-Methode

Der Indikatorfarbstoff Trypanblau ermdglichte es, die Vitalitat der Zellen eben-
falls Uber die Zellmembranintegritat zu bestimmen. Kardiomyozyten mit einer
intakten Zellmembran sind fur Trypanblau nicht permeabel, d. h. es kam zum
Trypanblauausschluss.

Zur Versuchsdurchfuhrung wurden vitale und abgetotete Zellverbande bei 37° C
fur 5 min mit 50 pl/ml Trypanblau behandelt, in Hanks™ Salzlésung gewaschen

und dann unter dem Mikroskop in 20-facher Vergrof3erung betrachtet.

2.2.4 Versuchsreihen zur optimalen Inkubation der Kardiomyozy-

tenverbande mit Fura-2 AM

Die Beladung der Zellverbande erfolgte mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2
AM (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Zu diesem Zweck waren mehrere
Vorversuche erforderlich, um die optimale Beladung zu ermitteln, siehe hierzu
auch Tab. 2.3 und 2.4. Es wurde zunachst gemal} Anleitung des Herstellers
und in Anlehnung an die Versuche von Weinlich et al. zunachst die optimale
Konzentration bei einer vorgegebenen Inkubationszeit von einer Stunde ermit-
telt, da auch bei den Versuchen mit BCECF-AM bei Duodenalvesikeln die opti-
male Inkubationszeit eine Stunde betrug (Weinlich et al. 2002). Danach wurde
die Inkubationszeit des Fluoreszenzfarbstoffes in einer zweiten Versuchreihe
noch einmal erneut Uberpruft.

Zur Inkubation wurden jeweils etwa vier Verbande in einen Eppendorf-Behalter
gegeben. Dann wurde eine Portion (5 pl) des tiefgefrorenen Fura-2 AM Farb-
stoffes aufgetaut, mit 10 pyL Pluronic und 500 yL KH mit Ca vermischt und mit
dem Vortexgerat geschuttelt. In unten stehenden Tabellen werden die Versuch-
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reihen zur Ermittlung der optimalen Konzentration von Fura-2AM und der Inku-
bationszeit dargestellt. Die Inkubation fand bei 37° C und Stammzellkulturbe-
dingungen (Carbogenbegasung = 95% O,, 5% CO,) im Brutschrank statt.

Gruppe (N =)

1 (5)

Il (5)

Il (5)

IV (5)

V (5)

Konzentration Fura-2 AM (uM)

(vorgegebene t = 60 min)

50

75

100

150

200

Tab. 2.3 : Versuchsreihe zur Ermittlung der optimalen Beladung mit Fluores-

zenzfarbstoff Fura-2 AM, Inkubation fiir 60 min

Gruppe (N=)

1 (5)

2 (5)

3 (5)

4 (5)

5 (5)

Inkubationszeit (min)

Konz. {Fura-2 AM} =100 pM

30

45

60

75

90

Tab. 2.4: Versuchsreihe zur Ermittlung der optimalen Inkubationszeit mit Fura-2

AM, vorgegebene Konzentration Fura-2 AM = 100 uM

Nachdem die Verbande beladen und auf Vitalitat Gberprift worden waren , wur-
den sie in eine mit KH geflllte Spritze gegeben und vorsichtig gespult, um an-

hangende Farbstoffpartikel abzuldsen. Nun konnten sie zur Untersuchung in die

Mikroperfusionkammer gegeben werden.

- 26 -




Material und Methoden

2.2.5 Beschreibung des Mikroperfusionssystems

2.2.5.1 Aufbau der Mikroperfusionskammer

Es wurde eine nach Weinlich et al. 2002 modifizierte Mikroperfusionskammer
verwendet. Die rautenformige Mikroperfusionskammer (Mk), mit einem Volu-
men von ca. 1000 ul, wurde in einen Plexiglasblock gestanzt. An der Innenseite
der Mk wurden entgegengesetzt zwei vertikale Fuhrungen (45°) mit 0,5 mm
Breite in das Plexiglas gebohrt. Damit das Kunststoffnetz auf dem Plexiglas-
block befestigt werden konnte, wurde es entsprechend der Breite der Mk oben
und unten um 1 mm vertieft. Diese Vertiefungen wurden mit einem doppelseiti-
gen Klebeband ausgelegt. Das verwendete Kunststoffnetz bestand aus Nylon.
Auf Grund der durchschnittlichen Grofde der Zellverbande wurde ein Kunststoff-
netz mit einer Maschengréf3e von 400 um (Firma Roland Vetter, Tubingen, D)
verwendet. Es war 2,5 cm lang und 1,7 cm breit. Das Netz wurde in die Kam-
mer eingespannt, indem es durch die beiden Fuhrungen gezogen und mit Hilfe
des Klebebandes auf den Plexiglasblock geklebt wurde. Das Kunststoffnetz
konnte jederzeit von dem Plexiglasblock entfernt und erneuert werden. Das
eingespannte Kunststoffnetz lag in einem Winkel von 45° gegen den Perfusi-
onsstrom. Die verschiedenen Perfusionslosungen wurden sowohl mit einem
Perfusorschlauch in die Mk geleitet als auch am anderen Ende wieder abge-
fuhrt. Die aufgebaute Mk wurde mit zwei Schrauben auf dem Kreuztisch des

Nikon Labophot Y-2A Epifluoreszenz-Mikroskops angebracht.

2.2.5.2 Aufbau der Mikroperfusionskammer fiir die Hypoxieversuche

Fur die Hypoxieversuche wurde eine spezielle Mikroperfusionskammer (Mk)
entwickelt. Es wurden zwei der oben beschriebenen Perfusionskammern uber-
einander montiert, die jeweils einen getrennten Zu- und Ablauf hatten. Die ver-
schiedenen Perfusionslosungen wurden durch Perfusorschlauche zu den Kam-
mern geleitet. Kurz vor den Zulaufen befand sich ein Dreiwegehahn, von dem
wiederum Schlauche zu den beiden Kammern fuhrten. So wurde gewahrleistet,
dass beide Kammern mit gleicher Geschwindigkeit und mit dem gleichen Volu-
men pro Zeiteinheit perfundiert wurden.
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2.2.5.3 Fixierung der Zellverbande in der Mikroperfusionskammer

Die Mikroperfusionskammer (Mk) wurde zunachst mit KH gefullt. Ein Zellver-
band wurde mit Hilfe einer 50 ml Spritze aus der Petrischale entnommen. Die
Spritze wurde Uber einen kurzen Perfusorschlauch mit der zufihrenden Leitung
der Mk verbunden. Der Zellverband wurde (nach Offnen der abfiihrenden Per-
fusionsleitung) in die Mk eingestromt. Mit dem Perfusionsstrom wurde der Zell-
verband gegen das Netz geschwemmt. Mit Hilfe der Spritze konnte der Zellver-
band dabei in eine zentrale Position gebracht werden. Seine Position konnte zu
jeder Zeit neu eingestellt werden. Dies geschah entweder durch Verandern der
Perfusionsgeschwindigkeit oder durch Aufsaugen in die Spritze und Neupositi-
onierung.

Die Perfusionsgeschwindigkeit in der Mk wurde vor dem Beginn der Experimen-
te entsprechend der Grofle und Form des Zellverbandes gewahlt. Es wurde
dabei darauf geachtet, dass wahrend der Versuche eine gleichmallige Perfusi-
onsgeschwindigkeit erzielt wurde, weil sonst durch Turbulenzen die Position
des Zellverbandes in der Mikroperfusionskammer verandert worden ware, was
zu Artefakten gefuhrt hatte. Die Perfusionsgeschwindigkeit in der Mk wurde da-
zu auf 2 ml/min eingestellt.

Am Ende des Experiments wurde der Zellverband aus der Mk herausgenom-
men, indem er mit der Spritze herausgesaugt wurde. AnschlieBend wurde die
Mk mit KH durchgespult und dabei das Kunststoffnetz gereinigt. Das Kunst-
stoffnetz wurde nach jedem Versuchtag mit 99%igem Ethanol gereinigt und die
Kammer alle 2 - 3 Wochen geoffnet, grundlich gereinigt und evtl. neu bestuckt.
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Abb. 2.1: Oben beschriebene Mikroperfusionskammer bestehend aus

A = Oberteil, B = Unterteil mit 1 = zufiihrende Leitung, 2 = Plexiglasblock, 3 =
hineingestanzte Kammer 4 = Kardiomyozytenzellverband, 5 = Netz, 6 = abfiih-
rende Leitung (aus E. Usta, 1999)

2.2.6 Beschreibung des Perfusions- und Begasungssystems

Wie unten in Abb. 2.2 schematisch dargestellt bestand das Perfusionssystem
neben der Mk aus einer temperierten Kammer mit 12 Vorratsbehaltern (50 ml
Perfusorspritzen), in denen die jeweiligen Perfusionslosungen aufbewahrt und
thermometerkontrolliert auf 32° C erwarmt wurden. Jeweils sechs Vorratsbehal-
ter wurden Uber Perfusorschlauche an einen HPLC-Wechsler angeschlossen.
Dieser ermoglichte ein schnelles und luftblasenfreies Wechseln auf die einzel-
nen Perfusionslosungen. Der HPLC-Wechsler wurde Uber einen Perfu-
sorschlauch an die Mk angeschlossen. Mit einer Schlauchklemme wurde die
Zufuhr zur Mk reguliert und auf eine Perfusionsgeschwindigkeit von 2 ml/min
eingestellt. Der Inhalt der Mk wurde in der Minute ca. zweimal vollstandig aus-

getauscht.
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Fur die Hypoxieversuche wurden Perfusionslésungen mit einer Temperatur von
4° C bendtigt. Dafur wurden die Vorratsbehalter mit den jeweiligen Losungen in
mit Eis beflllte Styroporbehalter gestellt. Die zur Mikroperfusionskammer fuh-
renden Schlauche wurden isoliert und ebenfalls durch Behalter mit Eis gefuhrt.
Am Ablauf wurde die Temperatur der zu kuhlenden Flussigkeiten mit digitalen

Thermometern kontrolliert.

Die Sauerstoff- bzw. Carbogenanreicherung der jeweiligen Perfusionslosungen
fand Uber Blasen-Oxygenation statt. In die temperierte Kammer mit den Vor-
ratsbehaltern (50 ml Perfusorspritzen) fur die Perfusionsldsungen waren Gaslei-
tungen in Form von Schlauchen eingebracht, welche an im Labor befindliche
Gasbehalter angeschlossen waren. Die Gaszufuhr wurde Uber einen Drehme-

chanismus am Gasbehalter reguliert.

-30 -



Material und Methoden

Abb. 2.2: Perfusions- und Begasungssystem, Versuchsaufbau, detaillierte Be-

schreibung in 2.2.6.

1 = Gasbehélter, 2 = Gasleitungen, 3 = elektrischer Fén und Thermometer zur
Temperierung der Kammer = 5, 4 = Perfusorspritze mit Perfusionsfliissigkeit, 6
= HPLC-Wechsler, 7 = zur Mk flihrender Perfusorschlauch, 8 = Schlauchklem-
me zur Regulation der Perfusionsgeschwindigkeit, 9 = Fluoreszenzmikroskop,
10 = Mikroperfusionskammer, 11 = abfiihrender Perfusorschlauch, 12 = Auf-
fangbehélter
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2.2.7 Beschreibung der Messapparatur

Die Messapparatur bestand aus folgenden Einheiten (Abb. 2.3):

Lichtquelle: Xenonlampe (XE100 W, Nikon)

Filterrad, bestlickt mit zwei Anregungsfiltern 340 = 15 nm und 380 = 15 nm
(Omega Optical, Brattleboro, VT, USA)

Epi-Fluoreszenz Mikroskop (Labophot Y-2A, Nikon)

mit einem B-2A Filterblock (Anregungsfilter 340 - 380 nm, halbdurchlassiger
Spiegel 510 £ 15 nm, Emissionsfilter 520 nm) von Omega Optical

CCD (cooled-coupled-device)-Kamera

Personal-Computer (Compaq Pro Linea)

SONY Trinitron RGB Monitor GVM-1411 QM

Videomikroskopie- und Bildverarbeitungssystem Hamamatsu Argus 50, in-

klusive Soft- und Hardware

Das Filterrad, die CCD-Kamera sowie das Bildverarbeitungssystem Hamamat-
su Argus 50 wurden von Hamamatsu Photonics (Herrsching, D) bezogen.

Fir die Fluoreszenzmikroskopie wurde das Licht von der Xenonlampe erzeugt
und passierte einen der alternierend angewahlten Anregungsfilter auf dem Fil-
terrad. Das Anregungslicht traf auf einen halbdurchlassigen Spiegel auf und
wurde durch ein “long-distance” Objektiv der Firma Nikon als Auflicht auf den
Zellverband geleitet. Die Anregungszeit betrug hierbei weniger als eine halbe
Sekunde. Das emittierte Licht wurde uUber den halbdurchlassigen Spiegel wei-
tergeleitet, passierte dann einen Emissionsfilter mit der Wellenlange 510 + 15
nm und traf auf die dariber angebrachte CCD-Kamera. Die CCD-Videokamera
registrierte Pixel fur Pixel die eintreffenden Fluoreszenzsignale vom gewahlten
Ausschnitt des Zellverbandes und ubertrug sie als Videosignale auf das Bild-
verarbeitungssystem Argus 50. Die eintreffenden Signale wurden zunachst vom
Image Prozessor bearbeitet, in 256 Graustufen konvertiert und erschienen an-
schlieBend auf dem Sony RGB Monitor. Zur besseren Verfolgung der Zellant-
wort wurden die Graustufen in Falschfarben (pseudo-colors) umgewandelt, wo-
bei Rot eine hohe und Blau eine niedrige Fluoreszenzintensitat darstellte.
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v

Argus 50
Hardware

9

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Mel3apparatur (aus E. Usta, 1999)

1 = Lichtquelle, 2 = Filterrad, 3 = Anregungslicht, 4 = halbdurchldssiger Spiegel,
5 = Mikroperfusionslammer, 6 = Emittiertes Fluoreszenzsignal, 7 = Emissionsfil-

ter, 8 = CCD-Kamera, 9 = Argus 50 Hardware, 10 = SONY RGB Monitor, 11 =
PC
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2.2.8 Ratio imaging — Auswertung der Fluoreszenzintensitat mittels
Ratio-Bildung

Die Methode der Ratio-Bildung basiert auf der nicht-invasiven Untersuchung
des intrazellularen Calcium-Gehalts mit dem calciumsensitiven Fluoreszenz-
farbstoff Fura-2 AM. Er hat neben der calciumsensitiven Anregungswellenlange
von 340 nm auch eine calciuminsensitive Anregungswellenlange von 380 nm,
bei der die Fluoreszenzintensitat des Fura-2 AM von Anderungen des intra-
zellularen Calcium-Gehalts nicht beeinflusst wird. Beides wird bei einer Emissi-
onswellenlange von 510 nm gemessen. Aus dem Verhaltnis der gemessenen

Fluoreszenzintensitaten wurde das Ratio (R) berechnet:’
R = calciumsensitiv 340 nm / calciuminsensitiv 380 nm

Dies bewirkt eine Reduktion der Einflisse von Storfaktoren: Einflusse durch
Farbstoffausbleichung, eventuellen Farbstoffaustritt aus den Zellen oder Farb-
stoffkonzentrationsanderungen sowie die Sensitivitat der Messapparatur hatten
die Aussagekraft einer Messung deutlich beeinflusst. Aufgrund der Ratiometrie
konnten diese Faktoren weitestgehend vernachlassigt werden, da sich die Ver-
anderungen auf beide Wellenlangen gleichermalen ausgewirkt hatten.

2.2.9 Untersuchung der intrazellularen Calcium-Regulation an Kar-
diomyozytenverbanden

2.2.9.1 Inkubation mit Fluoreszenzfarbstoff

Die Kardiomyozytenverbande wurden mit den bei -20° C aufbewahrten Einzel-
portionen des Fluoreszenzfarbstoffes (Fura-2 AM, 100 uM), 10 ul Pluronic so-

wie 500 ul KH bei Stammzellkulturbedingungen im Brutschrank inkubiert.

1 Das Hintergrundfluoreszenzsignal sowie die Autofluoreszenz des Kunststoffnetzes und der Zellverbande wurden in
dieser Rechnung nicht bertcksichtigt, da sie wahrend der Messungen minimal waren und vernachlassigt werden konn-

ten.
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2.2.9.2 Grundlagen-Versuche der Calciumhomodostase bei intakten Zell-
verbanden (N = 10)

Um herauszuarbeiten ob einfache physiologische Reaktionen in diesem Modell
bei intakten Kardiomyozyten untersuchbar sind, wurde als Grundlagenversuch
der ,Calcium-Entzug“ gewahlt. Hier wurde vorausgesetzt, dass bei Perfusion
mit calciumfreier Losung ein Calcium-Verlust der Kardiomyozytenzellverbande
stattfinden muss und sich dies, wenn das Modell funktioniert, in der Ratiokurve
durch ein Sinken der Werte abzeichnet.

Nach Inkubation der Kardiomyozytenverbande fur 1 Stunde in 100 yM Fura-2
AM im Brutschrank bei 37° C unter Stammzellkulturbedingungen (Carbogenbe-
gasung) im KH + Ca Puffer wurde jeweils ein Kardiomyozytenverband per
Spritze in die Mikroperfusionskammer eingebracht. Die Mikroperfusionskammer
war mit KH + Ca befullt. Die Messapparatur wurde angeschlossen und die Fluo-
reszenzintensitat in Form der dargestellten Ratiokurve am Monitor daraufhin
beobachtet, ob sich ein steady state einstellt. Dieser Abschnitt dauerte 5 min.
Wenn sich ein Gleichgewicht eingestellt hatte, wurde im Perfusionssystem auf
eine Perfusion mit KH ohne Calcium umgestellt. Bei einem Abfall der Ratiokur-
ve und schlieBlich Erreichen eines Tiefpunkts, was in der Regel ca. 35 min dau-
erte, wurde wieder die Perfusion mit KH + Ca aufgenommen. Nach 15 min war

der Ausgangsratiowert erreicht.
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2.2.10 Simultane Calcium-Messung wahrend Kardioplegiegabe, Hy-

poxie und Reperfusion

Wie unten in Tabelle 2.5 dargestellt, wurden 4 verschiedene Gruppen gebildet:
Kardioplegie/Hypoxie und Kardioplegie/Hypoxie/Reperfusion sowie die Kon-
trollgruppen Hypoxie und Hypoxie/Reperfusion ohne vorherige Kardioplegiega-
be. In jeder Gruppe wurden 2 Proben gleichzeitig in der doppelten Mk unter den
gleichen Bedingungen untersucht. Der einzige Unterschied war, dass sich im
oberen Teil der Mk der mit Fura-2 AM beladene Zellverband befand und im un-
teren Teil der fur die Apoptose-Bestimmung vorgesehene Zellverband.

Alle Gruppen wurden 5 min lang mit KH + Ca perfundiert (37° C, Carbogenbe-
gasung). Danach wurden die Proben der Kardioplegie/Hypoxie und Reperfusi-
onsversuche fur 5 min mit der oben beschriebenen kristalloiden Kardioplegielo-
sung (4° C) perfundiert, die Kontrollgruppen direkt mit KH ohne Ca (4° C, Stick-
oxydbegasung) ohne vorherige Kardioplegiegabe. Hypoxiezeiten waren 20, 40,
60 min, danach wurden die Proben bei den Reperfusionsuntersuchungen zu-
nachst fur 5 min mit KH ohne Ca (35° C, Carbogen) reperfundiert, dann fur den
Rest der Reperfusionsphase mit KH + Ca (35° C, Carbogen). Die Reperfusi-
onszeit betrug ein Drittel der jeweiligen Hypoxiezeit, also 7, 13 und 20 min.
Nach der jeweiligen Perfusionsphase wurden Proben aus der Mk entfernt und in
flissigem Stickstoff schockgefroren.

Das Versuchsprotokoll wurde in Anlehnung an die Abfolge der Kardioplegie-
Verabreichung wahrend Herzoperationen entwickelt. Um die Situation in vivo
moglichst genau nachzuempfinden, wurden die Perfusionslosungen gekunhlt.
Die Reperfusion wurde, entsprechend den Ablaufen in vivo, auf ein Drittel der
Ischamiezeit festgelegt. Es musste jedoch zu Anfang dieser Phase fur 2 min KH
ohne Ca gegeben werden, da sonst bei extrazellularer Calcium-Verabreichung
diese die intrazellulare Regulation gestort hatte und die Unterscheidung zwi-
schen Fluoreszenzanstieg durch Calcium-Aufnahme und Fluoreszenzanstieg

durch Effekte der Reperfusion nicht moglich gewesen ware.
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Probe KH (min) | Hypoxie (min) Reperfusion | N
(min)
Kardioplegie/Hypoxie | 5 20 mit Kardio - 5
5 40 mit Kardio - 5
5 60 mit Kardio - 5
Reperfusion 5 20 mit Kardio 7 5
5 40 mit Kardio 13 5
5 60 mit Kardio 20 5
Hypoxie 5 20 ohne Kardio - 5
Kontrolle 5 40 ohne Kardio - 5
5 60 ohne Kardio - 5
Reperfusion 5 20 ohne Kardio 7 5
Kontrolle 5 40 ohne Kardio 13 5
5 60 ohne Kardio 20 5

Tab. 2.5: Versuchsprotokoll Kardioplegie-Perfusion, Kontrollgruppen ohne Kar-
dioplegie-Perfusion (Kardio = Kardioplegie)

2.210.1 Unbehandelte Kardiomyozyten

Es wurden funf Zellverbande unbehandelt separat in einem Rohrchen in flussi-
gem Stickstoff schockgefroren und bei — 80° C aufbewahrt.

2.2.10.2 Hypoxieversuche mit Kardioplegiegabe

Es wurde die doppelte Mk verwendet, in die obere Kammer wurde ein mit Fura-
2 AM beladener Zellverband gegeben, in die untere ein unbehandelter Zellver-
band. Die beiden Kammern wurden zunachst 5 min mit KH + Ca unter Carbo-
genbegasung perfundiert, bis ein steady state erreicht wurde, danach erfolgte
die Gabe von 4° C kalter Kardioplegie fur 7 min, ebenfalls unter Carbogenbega-
sung. Dann wurde unter Stickoxydbegasung (Hypoxie) KH ohne Ca 4° C gege-
ben. Die Zeiten wurden von Versuch zu Versuch von 20 min bis 60 min variiert
(siehe Tabelle 2.5).
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2.210.3 Reperfusionsversuche mit Kardioplegiegabe

Nach Beladung der beiden Kammern wurde zunachst 5 min mit KH + Ca unter
Carbogenbegasung perfundiert, bis ein steady state erreicht wurde, danach
erfolgte die Gabe von 4° C kalter Kardioplegie fur 7 min, daraufhin Hypoxie far
20, 40 und 60 min.

Die Reperfusionszeit betrug jeweils 1/3 der vorausgegangenen Kardioplegie-
und Hypoxiezeit, wobei dieses Regime dem wahrend einer routinemaligen
Herzoperation angewandten Vorgehen entstammt. Die Reperfusionszeiten be-
trugen 7 min bis 20 min (siehe Tabelle 2.5 und 2.6), so lange wurden die Ver-
bande mit KH ohne Ca 35° C perfundiert. Zuletzt wurde ca. 15 min mit KH + Ca
perfundiert, bis die Ratiokurve einen steady state erreichte.

Nach dem Versuch wurden die Zellverbande der unteren Kammer in einem

Roéhrchen in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80° C aufbewahrt.

Die Reperfusionszeit errechnet sich aus der Kardioplegie-Perfusionszeit und
der Hypoxiezeit:

1/3 x (Kardioplegiezeit + Hypoxiezeit) = Reperfusionszeit

Hypoxiezeit in min 20 40 | 60

Reperfusionszeit in min 7 13 | 20

Tab. 2.6: Hypoxiezeiten mit korrelierenden Reperfusionszeiten

22104 Kontrollgruppen ohne Kardioplegie-Perfusion

In die obere Kammer der doppelten Mk wurde ein mit Fura-2 AM inkubierter
Zellverband gegeben, in die untere Kammer ein unbehandelter Zellverband des
gleichen Patienten. Es wurde zunachst unter Carbogenbegasung mit KH + Ca
fur 7 min perfundiert, dann erfolgte die Gabe von KH ohne Ca 4° C unter Stick-
oxydbegasung fur 20, 40 und 60 min (Hypoxie). Bei der Kontrollgruppe fur Re-
perfusion folgte nun die Perfusion mit KH + Ca fur 7, 13, 20 min.

Am Versuchsende wurden die Proben der unteren Kammer in einen Eppen-
dorffbehalter gegeben, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80° C
aufbewabhrt.
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2.2.11 Anfertigung der Kryoschnitte

Die gefrorenen Zellverbande (N = 65) wurden im Pathologischen Institut der
Universitat Tubingen (Institut fur Pathologie, Liebermeisterstralde 8, 72076 Tu-
bingen, Arztlicher Direktor Prof. Dr. F. Fend) mit einem speziellen Gewebekle-
ber (Tissue-Tek O.C.T. Compound; Made for Sakura Finetek Europe B.V., AA
Zoeterwoude, The Netherlands) auf einen Stempel aufgebracht, dieser wurde
im Kryotom auf -20° C gefroren, dann wurden Schnitte angefertigt, welche auf
beschichtete Objekttrager (Firma Sigma-Aldrich) aufgebracht wurden. Diese
wurden dementsprechend beschriftet und bei -80° C bis zur spateren Auswer-
tung in laboreigenen Gefrierschranken aufbewahrt.

2.2.12 Farbung der Kryoschnitte mit Poly-(ADP-Ribose)-Polymera-
se-1 (PARP-1)

Die Kryoschnitte wurden nach folgendem Protokoll gefarbt:

Zunachst wurden die Schnitte der Zellverbande mit PBS gewaschen und da-
nach in 4% Paraformaldehyd/PBS (v/v) fur 15 min bei 20° C fixiert.

Darauf wurden sie zweimal mit PBT gewaschen und 60 min bei 20° C mit dem
Immunreagenz, Konzentration 0,5 pl/ml, inkubiert.

Danach wurden sie wieder zweimal mit PBT gewaschen und 30 min mit dem
Kaninchen-lg-Fluorescein, Arbeitskonzentration 40 ug/ml, inkubiert.

Zum Schluss wurden die Schnitte der Zellverbande zweimal in PBS gewa-
schen, darauf konnten sie an einem Fluoreszenzmikroskop analysiert werden.
Als Kontrolle hierfir diente ein unbehandelter mit HE gefarbter Zellverband, bei
dem die angefarbten Kardiomyozyten in 3 verschiedenen Gesichtsfeldern aus-
gezahlt wurden. Danach wurde derselbe unbehandelte Zellverband mit PARP-1
gefarbt und die Anzahl der apoptotischen Zellen pro Gesichtsfeld ausgezahlt.

2.2.13 Fotodokumentation

Die gefarbten Kryoschnitte wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop analy-

siert. Dieses war an einen Computer angeschlossen. So konnten die Bilder mit
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Hilfe einer Digitalkamera auf den Computer ubertragen und auf CD ROM ge-

speichert werden

2.2.14 Statistik

Die Graphiken und Analysen der intrazellularen Calciumregulation wurden mit-
tels Sigma Plot Software (Version 9.9, SPSS Inc., Chicago, IL) hergestellt. Alle
Daten wurden als arithmetisches Mittel (mean) +/- dem Standardfehler des Mit-
telwertes (standard error of the mean = SEM) ausgedruckt. Die Zahl der von-
einander unabhangigen Versuche wurde mit N bezeichnet. Zur statistischen
Analyse wurde JMP software package (Version 6.0, SAS institute, Cary, NC,
USA) verwendet. Bei der Auswertung der Daten wurde Rat und Unterstitzung
von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Klaus Dietz vom Institut fur Medizinische Biometrie,
Tubingen, eingeholt. Demnach wurde bei einer Normalverteilung der Ergebnis-
se Student’s t-test, ansonsten die Multivarianzanalyse (ANOVA) eingesetzt. Ein

Wahrscheinlichkeitswert p < 0,05 wurde als signifikant gewertet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Morphologie der Zellverbande

Das Alter der Patienten und Patientinnen betrug im Mittel 57,38 + 5,96 Jahre
(mean £ SD), 58% der Patienten waren weiblich.

Die aus den resezierten Herzohren durch Fragmentierung mit einem Skalpell
gewonnenen Zellverbande waren ca. 500 ym im Durchmesser gro3. Um den
durch die Bearbeitung entstandenen Zelldetritus und einzelne Kardiomyozyten
zu entfernen, wurden die Zellverbande vor der Inkubation in ein Eppendorf-
Gefall gegeben und mit einem Vortexgerat geschuttelt. Es wurden nur Zellver-
bande verwendet, die unmittelbar nach Probenentnahme bearbeitet werden
konnten, eine Grolde von 500 ym Kantenlange hatten und keinerlei zentralen
Gewebsschaden aufwiesen. Dies wurde unter dem Floureszenzmikroskop bei
20facher Vergrolerung nach erfolgter Beladung untersucht.

3.2 Vitalitatsnachweis und Auswahl von geeigneten

Zellverbanden

3.2.1 Vitalitatsnachweis mit Fura-2 AM

3.2.1.1 Vitale Zellverbande

Nach der Fragmentierung mit dem Skalpell und Entfernung von Zelldetritus und
einzelnen Zellen konnten die Zellverbande mit Fura-2 beladen werden. Die
Zellverbande, die im weiteren Verlauf untersucht wurden, bestanden im zentra-
len Teil des Kardiomyozytenverbandes stets zu mehr als 99% aus vitalen Kar-
diomyozyten. Dies war die Voraussetzung fur die nachfolgende Inkubation und
Verwendung fur die Experimente.

Avitale Zellen befanden sich haufiger im Randbereich des Zellverbands, was
am ehesten durch das stattgehabte Trauma bei der Fragmentierung mit dem
Skalpell entstanden war. Hier kam es durch 5-10% avitale Zellen zu einer Fluo-
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reszenzminderung. Daher wurden nur Proben aus dem Zentrum der Zellver-
bande in der Mk untersucht.

Insgesamt konnten 10% der untersuchten Zellverbande wegen zu geringer Vita-
litat nicht zu weiteren Untersuchungen verwendet werden; durchschnittlich lag
die Vitalitat der Zellverbande bei 95%.

3.2.1.2 Abgetotete Zellverbande

In zuvor in 0,5%iger Saponinldsung abgetoteten Zellverbanden war temporar
eine minimale und mit einem raschen Intensitatsverlust verbundene Fluores-
zenz zu beobachten. Eine Untersuchung dieser abgetoteten Zellverbande war

aufgrund des schwachen Fluoreszenzsignals nicht moglich.

3.2.2 Vitalitatsnachweis mit der Trypanblau-Methode

3.2.2.1 Vitale Zellverbande

In vitalen Zellverbanden konnte Trypanblau die intakte Zellmembran der Kardi-
omyozyten nicht penetrieren. Nur Reste von Zelldetritus auf der Oberflache der
Verbande wurden durch Trypanblau angefarbt. Auch hier galt, nur wenn die
Zellverbande stets zu mehr als 99% aus vitalen Kardiomyozyten bestanden,
erfullten sie die Voraussetzung fur die nachfolgende Inkubation und Verwen-
dung fur die Experimente.

Auch hier kam es bei 10 % der untersuchten Zellvebande zu einer zu geringen
Vitalitat, so dass hiermit keine weiteren Experimente mehr stattfinden konnten.

3.2.2.2 Abgetotete Zellverbande

In zuvor in 0,5%iger Saponinlosung abgetoteten Zellverbanden war eine ein-
heitliche Anreicherung mit Trypanblau im Zytoplasma sowie im Zellkern der

Kardiomyozyten nachzuweisen.

3.2.3 Optimale Inkubation der Kardiomyozytenverbande mit Fura-2
AM

Bei der Inkubation zeigte sich nach oben beschriebenen Versuchsreihen, dass

eine Konzentration von 100 yM Fura-2 AM in KH bei Stammzellkulturbedingun-
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gen (Carbogenbegasung) hierfur optimal ist (siehe Tab. 2.3). Die optimale Inku-
bationszeit betragt 1 Stunde (siehe Tab. 2.4): Unter diesen Bedingungen war
eine Beladung von uber 99% der Kardiomyozyten im zentral gelegenen Anteil
des Zellverbandes mit Fura-2 AM zu erreichen. Die Fluoreszensintensitat war
bei einer Emissionswellenlange von 510 nm ausreichend, d.h. bei mittlerer
Sensitivitat des Mess- und Bildverarbeitungssystems (Hamamatsu Argus 50,
siehe Abb. 2.3) erreichte der Zellverband nach Umwandlung der Graustufen zu
90% rote Falschfarben (pseudo colors), was einer hohen Fluoreszenzintensitat
enspricht.

In der anschlieBenden Untersuchung mit dem Lichtmikroskop bei 20-facher
VergroRerung waren keine morphologischen Unterschiede vor und nach der
Inkubation festzustellen.

Bei klrzerer Inkubationszeit oder geringerer Farbstoffkonzentration war ledig-
lich ein schwaches Fluoreszenzsignal (blaue Falschfarben >80%) zu erkennen.
Bei zu hoher Konzentration und zu langer Inkubation liel3 sich ebenfalls nur ein
blaues Fluoreszenzsignal erkennen, welches auf duliere Einflisse, z.B. Ande-
rung der Calciumkonzentration des extrazellularen Raumes, nicht adaquat rea-
gierte oder unverandert blieb (keine Anderung der Falschfarben in rote oder

orange Farben).

3.3 Grundlagenversuche, Calcium-Entzug

Diese Versuche dienten als Grundlage zur Untersuchung der physiologischen
Calciumregulation bei Kardiomyozyten im Zellverband und bildeten den Nach-
weis der Brauchbarkeit des Modells fur weitere Untersuchungen.

Nachdem der Zellverband in die MK uberflhrt und durch Perfusion mit calcium-
haltigem KH ein initialer steady state erreicht worden war, wurde durch eine ca.
35-minutige Perfusion mit calciumfreiem KH ein Abfallen der Ratiokurve von
einem Ausganswert von 1,60 + 0,04 Ratioeinheiten um 0,15 + 0,04 Ratioeinhei-
ten beobachtet, sie stieg nach Calciumgabe wieder an und erreichte dann ihren
Ausgangswert mit 1,59 = 0,05 wieder (p < 0,05). Somit ergab sich hier ein ARa-

tio = Ratiowerty e sychsende — Ratiowerty g chsanfang = 0,01 Ratioeinheiten.

- 43 -



Ergebnisse

Grundlagenversuche
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Abb. 3.1: Grundlagenversuche, Calcium-Entzug, N = 10, in Mittelwerten + SEM

angegeben.

3.4 Simultane Calcium-Messung wahrend

Kardioplegiegabe, Hypoxie und Reperfusion

3.41 Ergebnisse der Calcium-Messung

In den Gewebeproben, welche vor Ischamie und Reperfusion mit Kardioplegie
perfundiert worden waren, wurde keine signifikante Erhdhung des intrazellula-
ren Calciums am Ende des Versuches beobachtet. Die Calcium-Ruckregulation
war weiterhin groRtenteils intakt (hier A-Ratio = End-Ratiowert - Anfangs-
Ratiowert < 0,02).

In den Kontrollgruppen, Hypoxie und Reperfusion ohne Kardioplegie, war ARa-

tio = Ratiowertyesychsende — Ratiowerty e s chsanfang der Fluoreszenzkurve signifi-

kant erhoht (p < 0,05). Dieser A-Ratio korrelierte positiv mit der Lange von Hy-
poxie und Reperfusion, wie es auch in Tabelle 3.1 sowie in den Abbildungen
3.2 - 3.4 dargestellt wird.
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Gruppe Hyp./Rep. | Anfangs-| End- Ra- | A- N
tio Ratio
min Ratio (SEM)
(SEM)
Kardioplegie 20/7 1,57 1,58 0,01 5
(0,01) (0,01)
Hypoxie (Gruppe 1)
Reperfusion | ;43 1,56 1,56 0 5
(0,02) (0,01)
(Gruppe 2)
60/20 1,60 1,62 0,02 5
(0,01) (0,01)
(Gruppe 3)
Kontrollgruppe | 20/7 1,59 1,65 0,06 5
(0,04) (0,02)
Hypoxie (Kontrolle 1)
Reperfusion | ;43 1,68 1,83 015 |5
(ohne  Kardi- (0,02)  1(0.02)

(Kontrolle 2)
oplegie)

60/20 1,52 1,77 0,25 5

(0,01) (0,05)
(Kontrolle 3)

Tabelle 3.1: Werte der Ratiokurve am Anfang und am Ende der Versuche, auf-
geteilt in Ldnge der Hypoxie- und Reperfusionsphasen, in den Kontrollgruppen
waren die End-Ratiowerte bzw. A-Ratio signifikant (p < 0,05) erhéht (in Mittel-
werten + SEM angegeben)
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—— Gruppe 1: 20 min Hypoxie nach Kardioplegie + 7 min Reperfusion
——c<— Kontrolle 1: 20 min Hypoxie + 7 min Reperfusion
ratio = R = calciumsensitiv 340 nm : calciuminsensitiv 380 nm

KH= Krebs-Henseleit-Lésung, rep = Reperfusion, cp = Kardioplegie

Abb. 3.2: Vergleich 20 min Hypoxie und 7 min Reperfusion nach Kardioplegie
mit Kontrollgruppe ohne Kardioplegie (in Mittelwerten + SEM angegeben), End-
ratio-Werte in der Kontrollruppe signifikant erhéht (hierfiir p < 0,05)
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—— Gruppe 2: 40 min Hypoxie nach Kardioplegie + 13 min Reperfusion
—<— Kontrolle 2: 40 min Hypoxie + 13 min Reperfusion
ratio = R = calciumsensitiv 340 nm : calciuminsensitiv 380 nm

KH= Krebs-Henseleit-Lésung, rep = Reperfusion, cp = Kardioplegie

Abb. 3.3: Vergleich 40 min Hypoxie und 13 min Reperfusion nach Kardioplegie
mit Kontrollgruppe ohne Kardioplegie (in Mittelwerten + SEM angegeben), End-
ratio-Werte in der Kontrollruppe signifikant erhéht (hierfiir p < 0,05)
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—<— Gruppe 3: 60 min Hypoxie nach Kardioplegie + 20 min Reperfusion
—— Kontrolle 3: 60 min Hypoxie + 20 min Reperfusion
ratio = R = calciumsensitiv 340 nm : calciuminsensitiv 380 nm

KH= Krebs-Henseleit-Lésung, rep = Reperfusion, cp = Kardioplegie
Abb. 3.4: Vergleich 60 min Hypoxie und 20 min Reperfusion nach Kardioplegie

mit Kontrollgruppe ohne Kardioplegie (in Mittelwerten + SEM angegeben), End-
ratio-Werte in der Kontrollruppe signifikant erhéht (hierfiir p < 0,05)
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3.4.2 Apoptosedetektion mittels PARP-1-Farbung

Mittels HE-Farbung wurden alle in einem unbehandelten Zellverband enthalte-
nen Zellen markiert und konnten ausgezahlt werden. In drei verschiedenen
ausgezahlten mikroskopischen Gesichtsfeldern mit 20facher Vergrofderung be-
trug die Anzahl der Kardiomyozyten jeweils 222 + 14,79 (mean + SEM). Es
konnte zwischen Kardiomyozyten mit gro3eren Zellkernen und Fibroblasten mit
kleineren Zellkernen unterschieden werden. Durchschnittlich enthielten die Kry-
oschnitte circa 20,5 +/- 10,7 kleinere oder zerstorte Kerne in 3 Gesichtsfeldern
bei 20-facher VergroRerung, welche nicht ausgezahlt wurden.

Auf die durchscnittliche Gesamtanzahl aller Zellen in 3 Gesichtsfeldern bei
20facher VergroRerung der HE-Farbung wurde die Anzahl der apoptotischen
Zellen in der PARP-1-Detektion bezogen. Als Kontrolle hierzu war der oben be-
schriebene unbehandelte Kardiomyozytenverband mit PARP-1 gefarbt worden.
Hier stellten sich 14,67 (SEM = 0,88) Zellen pro Gesichtsfeld in 20facher Ver-
grol3erung als apoptotisch dar.

Man konnte beobachten, dass die Anzahl der durch die PARP-1-Farbung de-
tektierten apoptotischen Zellen mit der Lange der Hypoxie- und Reperfusions-
zeit signifikant zunahm, wie in unten stehender Tabelle 3.3 dargestellt wird.

Wie unten in Abbildung 3.5 zu sehen, trat durch vorherige Perfusion mit Kardi-
oplegie vor Hypoxie und Reperfusion eine wesentlich niedrigere Apoptose-Rate
auf (p <0,05).
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Anzahl a-| nach 20 min | nach 40 min | nach 60 min
poptoti- mean =+ SEM | mean = SEM | mean = SEM
scher Zel-
len (% gesamt) | (%ogesamt) (%gesamt)
Gruppe 1 10,3 £ 0,70 18,2 £ 1,23 20,3 + 0,50
(4,6) (8,2) (9,14)
Gruppe 2 24,7 +0,73 28 = 1,00 32,3+1,43
(11,1) (12,6) (15,6)
Gruppe 3 35,0 £ 1,00 63,5 + 0,53 92,0 + 2,00
(15,8) (28,6) (41,4)
Gruppe 4 48,5 = 1,50 89,5 + 2,50 128,5 + 3,50
(21,9) (40,3) (57,9)
Kontrolle, unbehandelt 14,67 + 0,88; (6,6)

Tab. 3.3: Anzahl der apoptotischen Zellen nach Gruppen aufgeschliisselt, mit
Anteil der apoptotischen Zellen an der Gesamtzahl aller Zellen (in Mittelwerten
und SEM angegeben, in Klammern prozentualer Anteil der apoptotischen Zellen
an mittlerer Gesamtzellzahl (222 + 14,79) pro Gesichtsfeld des unbehandelten
Zellverbandes): Es stellt sich ein signifikanter Anstieg apoptotischer Zellen mit
Zunahme von Hypoxie und Reperfusionszeit dar (p hier <0,05), nach vorheriger
Kardioplegie-Perfusion signifikant niedrigere Anzahl apoptotischer Zellen (p <
0,05)

Gruppe 1 = Kardioplegie — Hypoxie

Gruppe 2 = Kardioplegie — Hypoxie — Reperfusion

Gruppe 3 = Hypoxie ohne Kardioplegie

Gruppe 4 = Hypoxie — Reperfusion ohne Kardioplegie

Kontrolle = unbehandelter Zellverband, schockgefroren

-50 -



Ergebnisse

140
T
120 4
@
i)
%“mn
“_E T
998 B0
F-
EE A0 4
=U
=]
o
v 40 A
[
3
20 4
0 2 4 2 4 2 4

= a0 fime (min) 50

1= Kardioplegie — Hypoxie

2= Kardioplegie — Hypoxie — Reperfusion

3= Hypoxie ohne Kardioplegie

4= Hypoxie — Reperfusion ohne Kardioplegie

Kontrolle, unbehandelt: 14,67 aoptotische Zellen (hier nicht als
Balken abgebildet)

Abb. 3.5: Diagramm zum Vergleich der Apoptose-Rate bei Hypoxie und Reper-
fusion mit (1 + 2) und ohne (3 + 4) vorherige Kardioplegiegabe (in Mittelwerten
+ SEM angegeben, N pro Balken = 5, auf der x-Achse ist die Zeit aufgetragen,
auf der y-Achse ist die Anzahl PARP-1 positiver Zellkerne aufgetragen):

Es wurde erstens ein zeitabhéngiger signifikanter (p < 0,05) Anstieg von apop-
totischen Zellen nach Hypoxie und Reperfusion beobachtet und zweitens eine
signifikant niedrigere Apoptose-Rate (p < 0,05) bei Kardiomyozyten, die mit
Kardioplegie vor Hypoxie und Reperfusion perfundiert worden waren.
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Abb. 3.6: Abbildung eines unbehandelten Kardiomyozytenverbandes, links Auf-
nahme unter dem Auflichtmikroskop bei 20-facher Vergré3erung, rechts eben-
falls 20-fache Vergré3erung. Hier Farbung mit PARP-1-Antikérper. Zellmemb-
ran in hellgriin, PARP-1-Antikérper im Zellkern in orange fluoreszierend.
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Abb. 3.7: Kardiomyozytenverband, nach 60 min Hypoxie und 20 min Reperfusi-

on, vorherige Kardioplegie-Perfusion, 20fache Vergréerung, Féarbung mit
PARP-1 Antikérper, Zellmembran in hellgriin, PARP-1-Antikérper im Zellkern in

orange fluoreszierend.
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Abb. 3.8: Abbildung eines Kardiomyozytenverbandes nach 60 min Hypoxie und
20 min Reperfusion ohne vorherige Kardioplegie-Perfusion, 20fache Vergro3e-
rung, Farbung mit PARP-1 Antikérper, Zellmembran in hellgriin, PARP-1-

Antikérper in orange fluoreszierend.
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4 DISKUSSION

4.1 Kardiomyozytenzellverband in vitro

Das Zellmodell, bestehend aus intakten Kardiomyozytenzellverbanden, war
strengen Auswabhlkriterien (unmittelbare Bearbeitung nach Probenentnahme,
GrofRe von 500 um, keinerlei Zelldetritus an den Zellverbanden klebend, keine
zentralen Gewebeschaden, mehr als 99% vitale zentral gelegene Kardiomyozy-
ten in der Vitalitatsprobe) unterworfen. Somit konnte eine fur das menschliche
Herzvorhofgewebe reprasentative Gewebszusammensetzung gewahrleistet

werden.

Dies war die Voraussetzung, um die Ergebnisse mit denen bisheriger Untersu-
chungen der Calciumhomoostase und Apoptose von Kardiomyozyten in der Li-
teratur vergleichen zu kdnnen, wo abgesehen von Papillarmuskelpraparationen
Uberwiegend enzymatisch isolierte Kardiomyozyten untersucht wurden (Wasser
et al., 1997; Zhu et al., 2004, Saini et al., 2005, 2006; Yu et al., 2006, Zang et
al., 2006).

AuRerdem wurden bisher in den meisten Studien Kardiomyozyten von Ratten
oder Stammzellen verwendet, Untersuchungen mit menschlichen Zellen aus
dem Herzohr sind eher in der Minderheit (Selivanova et al., 1990; Erokhina et
al., 19995).

Bei der Beurteilung des bei dieser Arbeit verwendeten Zellmodells fuhrt man
sich den histologischen Aufbau des menschlichen Herzvorhofes vor Augen.
Das Herz ist ein muskulares Hohlorgan, dessen Wande aus drei Schichten
(dem Epikard, dem Myokard und dem Endokard) bestehen. Das Myokard be-
steht wiederum aus Kardiomyozyten, die netzartige Strange und Bundel bilden
und in Schichten angeordnet sind. Die Schichten werden voneinander durch

Bindegewebe getrennt. Das relativ dunne Herzvorhofgewebe wird in vivo U-
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berwiegend durch Diffusion ernahrt, so dass bei dem oben erwahnten Ver-
suchsaufbau die Versorgung der Kardiomyozyten mittels Perfusion sicherge-
stellt werden konnte.

Dieses Zellmodell 1asst im Unterschied zu isolierten Kardiomyozyten die Beur-
teilung der Interaktion der verschiedenen Strukturen (Kardiomyozyten und Bin-
degewebe) im Zellverband zu.

Ein Nachteil dieses Modells ist das Verletzungstrauma, das durch die Prapara-
tion und Fragmentierung der Zellverbande mit dem Skalpell entsteht. Aul3erdem
waren die untersuchten Zellen Vorhofzellen und stammen nicht aus dem
Ventrikel, was hingegen bei Untersuchungen mit Rattenherzen zum Beispiel
meist der Fall ist.

4.2 Vitalitat der Zellverbande

Die essentielle Voraussetzung fur Versuche mit Kardiomyozyten im Zellverband
war eine hohe Vitalitat im zentralen Bereich des Zellverbandes (= 99%). Mittels
verschiedener Verfahren konnte diese Uberprift werden. Bei durchschnittlicher
Vitalitat von etwa 95% mussten immer wieder Zellverbande verworfen werden.
Insgesamt traten avitale Zellen vor allem in Randbereich nach stattgehabten
Trauma durch die Anfertigung der 500 um messenden Waurfel mit dem Skallpell

auf. Hier betrug die Anzahl avitaler Zellen bis zu 10%.

Der Vorteil der hier durchgefuhrten Vitalitatsnachweise war, dass mit Fura-2 AM
einerseits eine Prufung der Intaktheit der Zellmembran, andererseits eine Aktivi-
tatsbestimmumg unspezifischer Esterasen moglich war. Diese Methode wurde
bereits in Arbeiten von Weinlich et al. 2002 verwendet. Die Uberpriifung auf
Vitalitat kann demnach gleichzeitig direkt nach der Inkubation stattfinden, es
entsteht kein Zeitverlust wie bei der Methode mit Trypanblau. Hier erfolgt die

Bestimmung der Vitalitat der Zellen ebenfalls Uber die Zellmembranintegritat,
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die Kardiomyozyten mussten jedoch noch zusatzlich mit Fluoreszenzfarbstoff

inkubiert werden.

Zur ldentifizierung avitaler Kardiomyozyten wurden in der Literatur auch Far-
bungen zur Darstellung der Zellmembranintegritat mit Propidiumjodid (PJ) und
5-hexadecanoylaminofluorescein (HEDAF) (Hein et al. 2006), sowie die Mes-
sung der LDH-Aktivitat (van der Laarse et al. 1984) eingesetzt. Da die Kardio-
myozyten im Zellverband vorlagen und fur die weitere Untersuchung ohnehin
hatten mit Fluoreszenzfarbstoff inkubiert werden mussen, wurde die Fluores-

zenzmethode zur Uberpriifung der Vitalitat bevorzugt.

4.3 Inkubation mit Fura-2 AM

Ein grol3er Vorteil von Fura-2 AM ist, dass es neben der calciumsensitiven An-
regungswellenlange von 340 nm auch eine calciuminsensitive Anregungswel-
lenlange von 380 nm hat, bei der die Fluoreszenzintensitat des Fura-2 AM von
Anderungen des intrazelluldren Calcium-Gehalts nicht beeinflusst wird.

Diese besondere Eigenschaft des Fura-2 AM wurde bei der Messung des intra-
zellularen Calciums genutzt, und mit Hilfe der Ratio-Messung konnten Faktoren
wie Einflisse durch Farbstoffausbleichung, eventuellen Farbstoffaustritt aus
den Zellen oder Farbstoffkonzentrationsanderungen sowie die Sensitivitat der
Messapparatur weitestgehend unbeachtet bleiben, da sich die Veranderungen
auf beide Wellenlangen gleichermal3en ausgewirkt hatten.

4.4 Die Mikroperfusionskammer - eine Untersu-

chungsmethode fur Kardiomyozyten im Zellverband

Um Kardiomyozyten in ihrer Form als Zellverbande untersuchen zu konnen,
wurde von Weinlich et al. 2002 ursprunglich zur Untersuchung von Duodenal-
vesikeln entwickelte Mikroperfusionskammer (Mk) verwendet. Mikroperfusi-
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onskammern waren in der Vergangenheit bereits fur verschiedene Arbeiten
entwickelt (Poyton et al., 1970) worden und haben sich bis heute bei verschie-
densten Zellarten bewahrt: Enterozyten, quergestreifte Myozyten, aber auch fur
Untersuchungen von Bakterien (Duxbury et al., 1974, Busche et al., 2002; Kraft
et al., 2003).

Im Vergleich zu Studien an isolierten Kardiomyozyten ist die Besonderheit der
bei dieser Arbeit verwendeten Mikroperfusionskammer, dass Kardiomyozyten
als Zellverband untersucht werden konnen. Nach der Entnahme und Fragmen-
tierung werden intakte Zellen nicht-invasiv untersucht: Dies gelingt durch die
spezielle Fixierung mittels des Kunststoffnetzes. Aufgrund der oben beschrie-
benen Konstruktion konnten die Kardiomyozytenverbande in der laminaren
Stromung vor dem Kunststoffnetz in Schwebe gehalten werden. Eine konstante
Position war aul3erdem die Voraussetzung fur die Messungen mit der Fluores-
zenzmikroskopie. Im Gegensatz dazu traten bei zu hohen Perfusionsgeschwin-
digkeiten (> 3 ml/min) Turbulenzen auf, so dass sich die Zellverbande vor allem
in der horizontalen Ebene hin- und herbewegten und weitere Messung mit dem
Mikroskop unmaoglich wurde. Vertikale Bewegungen traten durch die Beschaf-
fenheit des Netzes in der Mk weniger haufig auf und hatten weniger Einfluss auf
Artefaktbildung bei der Aufnahme mit der Kamera.

441 Grundlagen der Ca-Regulationsmechanismen der KMZ

Bei den Untersuchungen zur Calciumhomoostase bestatigten sich in der Litera-
tur beschriebene Ablaufe zur Regulation des Calcium-Haushaltes:

Nach Perfusion mit KH ohne Ca stellte sich der erwartete Calcium-Verlust des
Kardiomyozyten durch das Fallen der Ratiokurve dar. Man erwartete aber auch,
dass die Ratiokurve nun bei erneuter Calcium-haltiger Perfusion ansteigen und
den Ausgangsratiowert wieder erreichen musste, wenn sie die physiologische
Calciumregulation der Kardiomyozyten widerspiegelte. Die Ratiokurve stieg
nach Calciumzusatz zunachst an, wie postuliert, was auf eine erste Uberschie-

Rende Calciumaufnahme, wie etwa durch den sarkolemmalen Natrium/Calcium-
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Austauscher (NCX), der ja durch extrazellulares Calcium aktiviert wird (Bers
DM, 1991; Terraccino et al., 1994), schlieRen lasst. Im Verlauf sank die Ratio-
kurve wieder minimal um durchschnittlich 0,01 Ratioeinheiten (siehe Abb. 3.1),
was man sich durch eine nachfolgende langsamere endgultige Ruckregulation
erklaren kann, wie zum Beispiel durch die SERCA-2a, die den Hauptmecha-
nismus zur Entfernung von Calcium aus der Zelle in das sarkoplasmatische Re-
tikulum darstellt (Hasenfuss et al., 1994; Schatzmann et al., 1989), und durch

sarkolemmale Calcium-ATPase (Caroni et al., 1980).

Es waren demnach bei dem durchgefuhrten Grundlagenversuch mehrere regu-
latorische Systeme beteiligt: Oben beschriebener NCX fur den raschen Aus-
gleich nach Calciumdeprivation und SERCA-2a fur Erhaltung des Gleichge-
wichts innerhalb der Zelle. Aber auch langsam arbeitende Regulationsmecha-
nismen, die an der sarkolemmalen Membran integriert sind, wie zum Beispiel
die Calcium-ATPase, die eine hohe Calcium-Affinitat besitzt und Calcium unter
Energieverbrauch aus der Zelle pumpt, was den langsamen Abfall im zweiten
Abschnitt der Ratiokurve nach komplettem Calciumentzug aus dem Perfusat

erklaren mag.

Dies bedeutet, dass die Kardiomyozyten in dem hier verwendeten Zellmodell
Uber eine regelrechte Calciumregulation verfugen und die Ergebnisse Uber die
Calciumhomaoostase mit denen aus der Literatur vergleichbar sind, wo fast aus-
schliel3lich isolierte nicht-humane Kardiomyozyten untersucht wurden (Salameh
et al., 2002, Shmist et al., 2005). Somit war die Brauchbarkeit des Modells fur

weitere Untersuchungen nachgewiesen.

4.4.2 Temperaturabhangige Beeinflussung der Calciumhomoosta-

se

In der Literatur wird beschrieben, dass sich durch Verminderung der Tempera-
tur der Perfusate die Hohe der Ratiokurve ebenfalls vermindert, was bei den in
dieser Arbeit durchgeflhrten Versuchen mit Kardioplegie- Perfusion (4°C) eben-
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falls zu beobachten war. Parameter wie Viskositat oder pH kdnnen dabei eine
Rolle spielen (Oliver et al., 2000), wodurch sich das beobachtete Phanomen
erklaren lasst. Es wird aul3erdem postuliert, dass bei milder Hypothermie weni-
ger Calcium aus dem sarkoplasmatischen Retikulum freigesetzt wird, was u. a.
Arrhythmien vorbeugen kann (Gambassi et al., 1994).

Durch Hypothermie werden Enzyme und lonenpumpen beeinflusst, wodurch
der gesamte Energieverbrauch und Stoffwechsel der Zelle vermindert wird.
Dies wird im Rahmen kardiochirurgischer Eingriffe genutzt, um Zellen zu schut-
zen: Es wird der Glucose- und Sauerstoffverbrauch vermindert, damit auch Lak-
tat- und Pyruvatspiegel. Schlie3lich wird hierbei auch Apoptose inhibiert, die ja
ein energieabhangiger Prozess ist. (Shao et al. 2007).

Inwiefern die Kardioplegie bei den durchgefuhrten Experimenten durch ihre in-
haltlichen Substanzen (Tab. 2.2) oder durch die Temperatur (4°C) die Ratiokur-
ve so stark zum Fallen brachte (d.h. zu einer Calciumdeprivation fuhrte) und
eine erheblich geringere Rate von apoptotischen Zellen in der Anfarbung mit
PARP-Antikorper in den Zellkernen hervorrief ware in weiteren Versuchen noch

zu klaren.

4.5 Korrelation zwischen Calcium-Ratioveranderungen

und Apoptose-Rate bei der PARP-Farbung

Bei den Versuchen mit simultaner Calcium-Messung wahrend Kardioplegiega-
be, Hypoxie und Reperfusion zeigte sich ein signifikanter Anstieg der intrazellu-
laren Calcium-Konzentration. Dabei stellte sich heraus, je langer Hypoxie- und
Reperfusionsphasen ohne vorherige Verabreichung von Kardioplegielosung
gehalten wurden, umso starker war die Calcium-Erhéhung am Ende des Expe-
riments, was auf fehlende Calcium-Ruckregulation schlie3en lasst (Abb. 3.5).
Dies wiederum kann als Ausdruck der Zellschadigung im Rahmen der stattge-
habten Hypoxie und Reperfusion angesehen werden, die ohne vorherige Kardi-
oplegie-Perfusion signifikant starker war.
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Eine mogliche Erklarung fur die erhaltenen Ergebnisse konnte sein, dass, in
Analogie zu friheren Studien, langerer Entzug von Calcium aus dem Perfusat
zu einer ausgepragten intrazellularen Calciumdeprivation fuhrt. Der Ver-
suchsaufbau musste jedoch konzeptionell an die Fluoreszenzmikroskopie adap-
tiert werden, zumal der Zusatz von Calcium in das Perfusat zu einem Ratioan-
stieg fuhrt. Deshalb ware es bei Calciumzusatz nicht moglich gewesen, einen
zusatzlichen (= den Ratiowert erhohenden) Effekt der veranderten Versuchspa-
rameter zu erkennen.

Die Ergebnisse der simultanen Calcium-Messung sind mit denen der Literatur
durchaus vergleichbar: Wasser et al. zeigten bereits 1997, dass Hypoxie in
Kardiomyozyten zu einem intrazellularen Calcium-Anstieg fuhrt. Dies waren es
jedoch Versuche an isolierten Kardiomyozyten, so dass also die Ergebnisse der
Versuche mit Zellverbanden bei dieser Arbeit mit den Ergebnissen von Arbeiten
mit isolierten Kardiomyozyten ubereinstimmen.

Der intrazellulare Anstieg der Calcium-Konzentration wahrend Hypoxie und Re-
perfusion und die Frage, welche Faktoren dies verhindern bzw. verstarken kon-
nen, wurden in zahlreichen Studien untersucht. Zum Beispiel konnen Calcium-
antagonisten wahrend Ischamie und Reperfusion Kardiomyozyten vor einem
Calcium-overload schutzen (Feng et al., 2004), oder Lipopolysaccharide schut-
zen bei Serumdeprivation die Calciumkanale und erhéhen die Uberlebensrate
der Kardiomyozyten (Chao et al., 2005).

Wenn Apoptose ein energieabhangiger Prozess ist, wie kommt es dann zu ei-
ner so massiven Erhdhung der Apoptose-Rate bei den nach stattgefundener
Hypoxie und Reperfusion untersuchten Zellverbanden im Gegensatz zu den nur
nach Hypoxie analysierten? Ein Rolle hierbei spielt sicher der Zeitfaktor: Die
Zellverbande, die nach stattgehabter Hypoxie und Reperfusion untersucht wur-
den hatten ,langer Zeit” fur diesen Prozess. Andererseits wurde in der Literatur
bestatigt, dass Mitochondrien nach einer Hypoxie-Reperfusionsphase einer Ak-
kumulation von intrazellularen Calcium oder auch Sauerstoffradikalen ausge-
setzt sind. Dadurch 6ffnen sich in der mitochondriale Membran die ,Ca*"Poren”
(PTP). Daraufhin gerat das Membranpotential aus dem Gleichgewicht und es
kommt zu einem Versagen der Energie-Produktion. Hieraus resultiert die Frei-
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setzung von Cytochrom C. Cytochrom C aktiviert wiederum eine Reihe von En-
zymen der Transkription, wodurch es zur Auflosung und Fragmentierung der
DNA kommt und vor allem die Caspase-Kaskade in Gang gesetzt wird. Daher
kommt es auch bei Energie-Verarmung der Zelle zu Apoptose, auch wenn dies
selbst ein energieabhangiger Prozess ist. Ist jedoch der Energieverlust zu hoch,
bewirkt der mitochondriale Calcium-Verlust schlussendlich Nekrose (Honda et
al. 2006).

Bei der Apoptosedetektion mittels PARP-1, welches als Indikator fur den Apop-
toseweg durch Caspase-Aktivierung gilt, zeigte sich, dass mit der Dauer der Hy-
poxie- und Reperfusionsphase die Anzahl an apoptotischen Zellen zunahm,
was fur eine deutliche Schadigung des Myokards wahrend des Vorgangs
spricht.

Auch hier wurden Ergebnisse von anderen Studien zu Hypoxie und Ischamie
aus der Literatur bestatigt (Tanaka et al., 1994; De Moissac et al., 2000, Matsu-
Oka et al., 2002), die zeigen, dass wahrend Hypoxie eine Caspase-Aktivierung
und mitochondriale Freisetzung von Cytochrom C stattfindet, die Apoptose in-
duzieren. Bei jenen Untersuchungen wurden jedoch keine humanen Kardiomy-
ozyten und auch keine Zellverbande verwendet, so dass die hier vorliegenden
Ergebnisse die Methode in ihrer Funktionalitat wiederum bestatigen.

Die Zusammenschau der Ergebnisse lasst eine Korrelation zwischen intrazellu-
larem Calcium-Anstieg und Apoptose-Rate erkennen, wiederum in Abhangigkeit
von der Dauer der Ischamie- und Reperfusionsphase und der Frage, ob eine
vorherige Verabreichung von Kardioplegie erfolgte. In der Literatur ist beschrie-
ben, dass intrazellularer Calcium-Anstieg Apoptose induzieren kann (Wasser et
al., 1997; Inserte et al., 2002; Feng et al., 2004). Dies ist jedoch nicht der einzi-
ge Mechanismus, der wahrend Hypoxie und Reperfusion zu Apoptose fuhrt.
Durch Hypoxie entstehen zum Beispiel auch Sauerstoffradikale (Cesseli et al.,
2001; Chesley et al., 2000), die letzten Endes apoptotische Mechanismen aus-
I6sen konnen (Maulik et al., 1998). Durch vorherige Kardioplgiegabe oder auch

durch Prakonditionierung kann aber der Schaden am Myokard durch Sau-
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erstoffradiakle deutlich verringert werden (Maulik et al., 1999; Uchiyama et al.,
2004).

Eine Erhohung der intrazellularen Calciumkonzentration wahrend bzw. nach
Hypoxie und Reperfusion spricht fur eine Zunahme der Apoptose und kann da-
her als Mal} fur ihre Ausgepragtheit angesehen werden: sowohl die Calcium-
konzentration als auch die Apoptose-Rate stiegen in eigenen Ergebnissen an,
je langer die Zellverbande der Hypoxie und Reperfusion ausgesetzt wurden.
Dieses Modell stellt also eine einfache Methode dar, mit der durch nicht-
invasive simultane Calciummessung das Apoptoseverhalten bezuglich Ischa-
mie/Hypoxie und Reperfusion beobachtet werden kann, indem eine Korrelation
zwischen intrazellularem Calciumanstieg und Apoptose zu erkennen ist. Umge-
kehrt zeigt es, dass vitale, nicht-apoptotische Kardiomyozyten zur Calcium-
Regulation fahig sind.

4.6 Schlussfolgerung

Aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnen folgende Schlusse gezo-

gen werden:

1. Die aus dem rechten Herzohr gewonnen Kardiomyozyten zeigen im Zell-
verband in vitro die charakteristische Morphologie von Kardiomyozyten,
und durch zlugige Bearbeitung und schonende mechanische Praparation
kann eine hohe Vitalitat erreicht werden. Das humane Gewebe beweist
sich auch im Zellverband als reprasentatives Myokardmodell und kann
mit Studien, bei denen isolierte, meist nicht-humane Zellen untersucht

wurden, verglichen werden.
2. Ein Vorteil dieser Methode ist die leichte und schnelle Gewinnung von

Zellmaterial wahrend einer routinemafigen herzchirurgischen Operation.

Die unkomplizierte Bearbeitung und der Verzicht auf enzymatische Iso-
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lierung der Kardiomyozyten ermoglichen eine hohe Rate an Vitalitat der
Kardiomyozyten in den Zellverbanden. Ein wichtiger positiver Effekt ist

es hierbei, dass man so auf Tierversuche verzichten kann.

3. Die Zellverbande konnen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM aus-
reichend beladen und durch das Nylonnetz in der Mikroperfusionskam-
mer reproduzierbar fixiert werden, so dass eine standardisierte Untersu-
chung mit dem Fluoreszenzmikroskop realisiert werden kann. Somit sind
in den Kardiomyozytenzellverbanden Untersuchungen uber die Calcium-

Homoostase und ihre Veranderungen moglich.

4. In Bezug auf die Calciumhomodostase wahrend Hypoxie und Reperfusion
zeigt sich, dass in dem hier etablierten Zellmodell vergleichbare Ergeb-
nisse erzielt werden konnen wie beim Tiermodell oder in isolierten Kardi-
omyozyten fruherer Studien: Die Apoptose-Rate nimmt bei langerer Hy-
poxie- und Reperfusionszeit zu, dem kann durch eine vorherige Perfusi-
on mit Kardioplegie entgegen gewirkt werden. Eine Korrelation zwischen
dem Anstieg intrazellularer Calcium-Konzentration und dem Anstieg der
Apoptoseinduktion wahrend Hypoxie und Reperfusion mit und ohne Ver-
abreichung von Kardioplegie kann dargestellt werden. Somit wird er-
kennbar, dass sich dieses Zellmodell zur Untersuchung physiologischer
und pathophysiologischer Prozesse eignet.

5. Anders als in vorherigen Untersuchungen konnten Kardiomyozyten im
Zellverband also als funktionale Einheit untersucht werden, was bei iso-
lierten Zellen nicht moglich ist. Daher kann man die Ergebnisse der Un-
tersuchungen, welche in vitro entstanden, auf die Situation in vivo Uber-
tragen, in der die Kardiomyozyten als eine Art Zellverband angesehen

und interpretiert werden kdnnen.

Mit dieser hier etablierten Methode kdonnte man weitere pathophysiologische
Erkenntnisse Uber Kardiomyozyten im Zellverband erlangen und damit zur Auf-
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klarung von Erkrankungen des Myokards vor allem auch hinsichtlich Ischamie,
Reperfusion und der damit zusammenhangenden Apoptose beitragen. In einer
anderen Arbeit im gleichen Labor konnte bereits gezeigt werden, dass zusatzli-
che Verabreichung von Carvedilol, einem nicht-selektivem $4- und p,- Blocker,
einen noch hoheren signifikanten anti-apoptotischen Effekt hat als die alleinige
Perfusion mit Kardioplegie vor Hypoxie und Reperfusionsphasen.

Man konnte die Versuche also noch durch Verabreichung phamakologischer

Substanzen und Untersuchung deren anti-apoptotischen Effekt ausweiten.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Inhalt dieser Arbeit war es ein dem Herzmuskelgewebe kongruentes humanes
Myokardmodell zu entwickeln und damit fluoreszenzmikroskopisch die intrazel-
lularen Calciumregulationsmechanismen und ihre Rolle beim Reperfusions-

schaden bzw. der Apoptoseinduktion zu untersuchen.

Dazu wurde eine spezielle Mikroperfusionskammer eingesetzt, in der die Kardi-
omoyozytenzellverbande durch ein Kunststoffnetz schonend fixiert werden
konnten. Fur eine simultane Untersuchung von mit Fluoreszenzfarbstoff bela-
denen und nicht beladenen Zellverbanden wurde eine doppelt gekammerte
Mikroperfusionskammer entwickelt, in der fur die beiden gleichzeitig perfundier-
ten Zellverbande die selben Verhaltnisse herrschten.

Die Untersuchung der Calciumhomoostase erfolgte zunachst unter Perfusion
mit Calcium-haltiger und Calcium-freier Krebs-Henseleit-Losung. Anschliel3end
wurden Hypoxie- und Reperfusions-Versuche unter Kiuhlung und Stickoxyd-
bzw. Carbogenbegasung durchgefuhrt. Hierbei erfolgte eine Einteilung in ver-
schiedene Gruppen (Kardioplegie/Hypoxie/Reperfusion, Hypoxie/Reperfusion).
Dabei befanden sich in dem unteren Teil der Mikroperfusionskammer nicht mit
Fluoreszenzfarbstoff beladene Zellverbande. Diese wurden anschlielRend zu
Kryoschnitten verarbeitet, auf Objektrager aufgebracht und immunhisto-
chemisch mit PARP-1-Antikdrpern ((Anti-Poly-ADP-Ribose)-Polymerase-1) auf

stattgehabte Apoptose untersucht.

Verwendet wurde fur die Untersuchungen der Calciumregulation Fura-2 AM.
Dies ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der neben der calciumsensitiven Anregungs-
wellenlange von 340 nm auch eine calciuminsensitive Anregungswellenlange
von 380 nm hat, bei der die Fluoreszenzintensitat des Fura-2 AM von Anderun-
gen des intrazellularen Calcium-Gehalts nicht beeinflusst wird. Emissonswellen-

lange ist jeweils 510 nm. Aus dem Verhaltnis der gemessenen Fluoreszenzin-
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tensitaten wurde das Ratio R = calciumsensitivagonm/ calciuminsensitivagonm

berechnet. So konnten Storfaktoren bei der Untersuchung der Calciumregulati-

on der Kardiomyozytenzellverbande minimiert werden.

Bei den Grundlagenversuchen (N = 10) bestand bei den Kardiomyozyten eine
intakte Calciumhomoostase: Nach Calcium-Entzug wurde ein Fallen der Ratio-
kurve um 0,15 + 0,04 Ratioeinheiten beobachtet, sie stieg nach Calciumgabe
wieder an und erreichte dann ihren Ausgangswert von 1,60 £ 0,05 Ratioeinhei-

ten wieder, hier ARatio = Ratiowertyeychsende — Ratiowerty e s, chsanfang < 0,01

Die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Calcium-Messung (N = 60)
zeigen, dass mit der Dauer der Hypoxie- und Reperfusionsphase ohne vorheri-
ge Perfusion mit Kardioplegielosung ARatio = Ratiowertygg,chsende — Ratiowert-
Versuchsanfang Signifikant anstieg: 20/7 min Hypoxie/Reperfusion ARatio = 0,06,
40/13 min Hypoxie/Reperfusion ARatio = 0,15 und 60/20 min Hypo-
xie/Reperfusion ARatio = 0,25 (hierfur p < 0,05). Im Gegensatz hierzu ergab
sich bei gleichen Hypoxie- und Reperfusionszeiten jedoch mit Kardioplegiegabe
jeweils ein ARatio =< 0,02 ohne signifikanten Calcium-Anstieg am Ende der Un-
tersuchungen (p < 0,05). Dies spricht dafur, dass in den Gruppen ohne Kardi-
oplegie die Calciumruckregulation nicht mehr intakt ist und dies als Ausdruck
der Zellschadigung angesehen werden kann.

Die Anzahl an apoptotischen Zellen in der PARP-Farbung nahm gleichermal3en
zu: In den Versuchen ohne vorherige Kardioplegie-Perfusion waren insgesamt
bei 20/7 min Hypoxie/Reperfusion 21,9%, nach 40/13 min Hypoxie/Reperfusion
40,3% und nach 60/20 min Hypoxie/Reperfusion 57,9% der Zellen apoptotisch,
wahrend es in den Gruppen mit Kardioplegie <= 15,6% (bei 60/20 min Hypo-
xie/Reperfusion) zu einem signifikant geringeren Anteil apoptotischer Zellen
kam (p < 0,05). Dies lasst auf eine Korrelation zwischen A-Ratio und Anzahl

apoptotischer Zellen pro Gesichtsfeld schlielen.

Es ergab sich somit eine zeitabhangige Zunahme der Apoptose-Rate bei Hypo-
xie/Reperfusion in den PARP Untersuchungen, die mit einem Calcium-Overload
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in den Perfusionsuntersuchungen korrelierte. Dies konnte durch vorherige Gabe

von Kardioplegie signifikant vermindert werden.

Zusammenfassend lasst sich aus dieser Pilotuntersuchung schlielen, dass das
in dieser Arbeit entwickelte Versuchsmodell mit einer Mikroperfusionskammer
und einem angepassten Perfusionssystem zur Untersuchung von Physiologie,
Pathophysiologie sowie Apoptose nach Hypoxie und Reperfusion bei Kardio-
myozyten im Zellverband geeignet ist und weitere Erkenntnisse daruber liefern

konnte.
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Abkurzungen

7 ABKURZUNGEN

Abb.

AlF

Apaf-1

ARC

ATP A
BCECF-AM

Bcl-2
Ca
CaMKIl
cAMP
CARD
CCD
CO,
CytC
DD
DED
DMSO
DNA
EGTA
Endo G
FADD
FLIP
Fura-2 AM

H,O
HCL

Abbildung

apoptosis inducing factor

apoptotic protease-activating factor-1
apoptosis repressor with a CARD
denosintriphosphat

27 -bis(Carboxyethyl)-5(6)Carboxyfluorescein-
Acetoxymethylester

B-cell leukemia/lymphoma 2

Calciumatom

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il
cyclo-Adenosinmonophosphat

caspase recruitment domain
cooled-coupled-device-Kamera
Kohlenstoffdioxid

Cytochrom C

death domain

death effector domain

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic Acid
Ethylenglycol-bis-(f-Aminoethylether)-N-N-N"-N"-Tetraessigsaure
Dnase endonuclease G

Fas associated death domain

FLICE-like inhibitory protein
5-Oxazolcarbonsaure-,2-(6-(bis(2-((acetoxy)methoxy)-2-oxoethyl)-
amino)-5-(2-(2(bis-((acetyloxy)methoxy)-2-oxoethyl)amino)-5-
methyl-phenoxy)ethoxy)-2-benzufuranyl) (acetoxy)methylester
Wasser

Salzsaure

-87 -



Abkurzungen

HDAC
HE
HEDAF
HEPES
IAPs
KCI

KH + Ca
KH

mg
ug

min
Mk

ml

mmol

umol

NaCl
NaOH
NCX
NFAT

O,
Omi/HtrA2

PARP
PBS
pH

PJ
PKA
PTP

histone deacetylase

Hamatoxylin — Eosin Farbung
5-hexadecanoylaminofluorescein
N-2-Hydroxyethyl-piperazin-N"-2-Ethansulfonsaure
inihibitor of apoptosis proteins
Kaliumchlorid

calciumhaltiges Krebs-Henseleit
Krebs-Henseleit-Losung

Mol

Milligramm

Mikrogramm

Minute

Mikroperfusionskammer

Milliliter

Mikroliter

Millimol

Mikromol

Anzahl der durchgefuhrten Versuche
Natriumchorid

Natriumhydroxid
Natrium/Calcium-Austauscher
nuclear factor of T-cell activation
Sauerstoff

Bezeichnung fur eine mitochondriale Protease, die Inhibitoren der

Apoptose antagonisiert
(Anti-Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase

Phosphate Buffered Saline, Phosphatgepufferte Salszlosung

pondus Hydrogenii
Propidiumjodid
Proteinkinase A
Permeability Transition Pore

Ratio = calciumsensitiv 34 o, : calciuminsensitiv 355 nm
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Abkurzungen

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

RyR2 Ryanodin-Rezeptoren

SEM Standard error of the mean

SERCA sarkoendoplasmatische Retikulum Calcium-ATPase

SMAC SMAC/Diablo = pro-Apoptose-Protein, das Apoptose-Inhibitoren
antagonisiert/neutralisiert

Tab. Tabelle

TNF tumor-necrosis-factor-a

viv Volumen pro Volumen

wiv Gewicht pro Volumen
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