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EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1. Einleitung und Zielsetzung
1.1 Myokardinfarkt und Therapie

Weltweit stellen ischamische Herzerkrankungen die haufigste Todesursache dar
(Mozaffarian et al. 2015). Dabei werden die lebensbedrohlichen Formen unter dem Begriff
Akutes Koronarsyndrom zusammengefasst, welches sowohl die instabile Angina Pectoris,
den nicht-transmuralen sowie den transmuralen Myokardinfarkt (MI) umfasst. Mithilfe
eines Elektrokardiogramms (EKG) kann zwischen einem nicht-transmuralen Infarkt,
welcher im EKG keine ST-Streckenhebung zeigt (NSTEMI), und einem alle
Wandschichten betreffenden, transmuralen Infarkt mit ST-Streckenhebung (STEMI)
unterschieden werden. Dabei kann die ST-Streckenhebung als erster Indikator fir den
Untergang von Myokardgewebe gewertet werden. Ursache eines akuten Myokardinfarkts
ist der plotzliche Verschluss eines Koronargefal3es meist aufgrund von Thrombenbildung
als Folge arteriosklerotischer Gefal3veranderungen. Dies hat eine Minderdurchblutung der
Gewebe (Ischamie) zur Folge, welche von dem verschlossenen Gefal3 versorgt wurden.
Bei langer andauernder Unterversorgung kommt es zum Gewebeuntergang. In einigen
Fallen fahrt dies unmittelbar zum Tod oder aber zu einer irreversiblen Schadigung des
Herzens und geht mit einer starken Beeintrachtigung der Herzfunktion einher. Laut dem
deutschen Herzbericht 2015 der DGK (Deutsche Gesellschaft fur Kardiologie - Herz und
Kreislaufforschung e.V.) lag in Deutschland im Jahr 2013 die Sterbeziffer, d.h. die Anzahl
der Todesfalle pro 100.000 Einwohner, beim akuten Myokardinfarkt bei 64,4. Diese Zahl
ist in den letzten 10 Jahren dank einer flachendeckenderen Herzkatheter-Therapie und
besseren Notarztsystemen gesunken, dennoch erleiden jahrlich ca. 205.000 Menschen in
Deutschland einen akuten Myokardinfarkt und ca. 85.000 Menschen sterben daran (Lowel
and Meisinger 2006). Laut dem statistischen Bundesamt der Bundesrepublik Deutschland
liegt damit der akute Myokardinfarkt nach der chronischen, ischamischen Herzkrankheit
seit Uber 15 Jahren auf Rang 2 der haufigsten Todesursachen. Dabei ist der Verdacht auf
Myokardinfarkt mit fast einem Drittel aller Notarzteinsitze eines der wichtigsten

Einsatzgebiete im Rettungsdienst (Sefrin and Lafontaine 2004).

Ziel der Behandlung ist eine moglichst schnelle und vollstdndige Revaskularisierung der
verschlossenen Koronararterie (Reperfusion). Hierbei wird in den meisten Féllen eine
perkutane, transluminale Koronarangioplastie (PTCA), welche der Lysetherapie in
Hinblick auf Reinfarzierung und Mortalitat tberlegen ist, durchgefiihrt (Cucherat et al.
2003, Task Force on the management of et al. 2012). Bei der PTCA wird ein Katheter
Uber einen arteriellen Zugang bis zum Gefaliverschluss eingefihrt und das Gefal? mittels
Ballondilatation geweitet. Durch die Implantation eines rohrchenférmigen Metallgitters

(Stent) wird zusatzlich die Restenose, d.h. der Wiederverschluss des zuvor okkludierten
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GefalRes, verhindert. Neben dem Einsatz von Thrombozytenaggregationshemmer
(Acetylsalicylsaure, Clopidogrel, Prasugrel, Ticagrelor), muss im Anschluss durch die
Einnahme von Pharmaka (Sirolismus, Paclitaxel), eine Proliferation von Glattmuskelzellen
und damit eine Einengung des Stentlumens verhindert werden. Hierbei werden
mittlerweile haufig bereits mit Paclitaxel- bzw. mit Sirolismus beschichtete Stents (DES,
drug eluting stent) implantiert. Die Lysetherapie basiert auf der intravenésen (i.v.) Injektion
von Fibrinolytika (z.B. Alteplase, Reteplase, Streptokinase), welche sich im Koronargefaf3
befindende Thromben auflésen sollen. Eine dritte Therapieoption ist die Bypass-
Operation, bei welcher der Blutfluss an dem okkludierten Gefal? vorbeigelegt wird
(Thygesen et al. 2012).

Die aktuellen Leitlinien der ESC (Europaische Gesellschaft fur Kardiologie) fordern eine
Zeit vom Auftreten der ersten Symptome bis hin zur Reperfusionstherapie von maximal 90
Minuten, die aber in den wenigsten Fallen eingehalten werden kann. Daher waren
erganzende pharmakologische Ansatze, die den auftretenden Gewebeschaden
vermindern und somit die Lebensdauer und -qualitat langfristig entscheidend verbessern

kénnen, von enormen Wert.

1.2 Ischamie und Reperfusion (I/R)

1.2.1 Ischamische Prozesse

Die Unterversorgung des Herzgewebes mit Sauerstoff wahrend der ischamischen Phase
und der damit einhergehenden Mangel an Nahrstoffen, flihrt zu einem Zusammenbruch
der Atmungskette in den Mitochondrien. Aus der stark verringerten Adenosintriphosphat
(ATP)-Produktion resultiert ein Verlust der Energiebereitstellung in der Zelle. Eine
detaillierte Beschreibung der Rolle der mitochondrialen Atmungskette wahrend I/R ist
unter Abschnitt 1.3.2 dargestellt. Diese Vorgadnge zwingen zum einen die Zellen zur
Umstellung auf einen anaeroben Stoffwechsel, der mit einer Anreicherung von
anorganischem Phosphat (P;), Laktat und Wasserstoffionen (H*) einhergeht (Dennis et al.
1991). Die Verringerung des pH-Wertes fihrt zu einer Aktivierung des Natrium
(Na*)/H*-Austauschers (NHE), wodurch die intrazellulare Anreicherung von H* abgebaut
wird und der intrazellulare Na*-Gehalt ansteigt (Frelin et al. 1985). Zum anderen kénnen
ATP-abhéngige Prozesse wie die Kalzium (Ca?")-Aufnahme in das sarkoplasmatische
Retikulum (SR) Uber Kalziumpumpen (SERCA) sowie der Austausch von Na* gegen
Kalium (K*) tUber die Na*/K*-ATPase nicht mehr stattfinden (Kupriyanov et al. 1996). Als
direkte Folge hieraus resultiert eine Akkumulation von Ca?* und Na* in der Zelle. Ca?"

gelangt durch eine Umkehrung des Na'/Ca?*-Austauschers in die Kardiomyozyten,

2
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welcher unter physiologischen Bedingungen Ca?" aus der Zelle pumpt (Schafer et al.
2001, Suleiman et al. 2001, Inserte et al. 2002). Die Anreicherung an lonen flhrt nun
osmotisch zu einer Schwellung der Kardiomyozyten und damit zu einer Zerstérung
sarkolemmaler Strukturen (Abbildung 1). Des Weiteren werden Ca?*-abhangige
Phospholipasen und Proteasen aktiviert, die das Gewebe endglltig irreversibel schadigen
(Ferdinandy et al. 2007).

10, | Substrate
| Na*/K*-ATPase
| ATP-Produktion l
T [Na), — T [Ca?],
i
T
Caz*-Aufnahme anaerober osmotische
. . —_— —
ins SR Metabolismus T Laktat Schwellung

l TP, l

Aktivierung von Zerstdrung des
—_—)
Proteasen Sarkolemma

Abbildung 1: Metabolische Vorgédnge wahrend der ischdmischen Phase

Waéhrend der ischdmischen Phase fihrt der O2-Mangel zu einer verringerten ATP-Produktion, zu einem
Anstieg intrazellularer Ca?*- und Na*-Konzentrationen und zu einem Absinken des pH-Wertes. Die daraus
resultierende Aktivierung von Proteasen und osmotische Schwellung fihrt zur Zerstérung von Zellstrukturen
und damit zur Nekrose (modifiziert nach Ferdinandy et al. 2007). NHE: Na*/H*-Austauscher, SR:
Sarkoplasmatisches Retikulum

1 [Ca?], —>

1.2.2 Reperfusionsschaden

Die bislang einzige Mdglichkeit das Herz vor den irreversiblen Schaden, die durch die
Ischamie verursacht werden, zu schiitzen, ist die schnellstmogliche Wiedereroffnung des
okkludierten GefalRes, die sog. Reperfusion. In Abbildung 2 wird der direkte
Zusammenhang des auftretenden Zelltodes mit der Dauer der ischamischen Phase
deutlich (Ovize et al. 2010). Je langer die Unterversorgung des Gewebes anhélt umso
mehr Zelltod tritt auf bis schlussendlich alle Zellen, die von dem okkludierten Gefan
versorgt wurden, zugrunde gegangen sind.

Interessanterweise geht die Wiederversorgung des Gewebes insbesondere in den ersten
Minuten mit einem massiven Anstieg an Zelltod einher (Piper et al. 2003, Garcia-Dorado
2004). Dieses Phadnomen wird als Reperfusionsschaden bezeichnet und wurde erstmals

1960 von der Arbeitsgruppe um Prof. Linn beschrieben (Jennings et al. 1960). Wie in
3
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Abbildung 2 zu erkennen ist, tragt der Reperfusionsschaden selbst einen beachtlichen
Teil zum Untergang des kardialen Gewebes bei (Garcia-Dorado and Piper 2006). Im
Folgenden werden die Mechanismen, die diesem Ereignis zu Grunde liegen, naher
beleuchtet.

4 Abbildung 2: Prinzip des
ceeeaee-a-a® |[SChamieschaden Ischamie/ Reperfusions-
ohne Reperfusion schadens
Das AusmaR des Zell-
Reperfusions- todes ist direkt abhéangig
schaden von der Dauer der
Ischamie. Doch auch die
Wiedereroffnung des
y okkludierten GefaRes, die
sog. Reperfusion, geht in
/ den ersten Minuten mit
einem massiven Gewebe-
untergang einher, welcher
als Reperfusionsschaden
Zeit bezeichnet wird
(modifiziert nach Garcia-
Dorado and Piper 2006).

¥ Ischamieschaden
zur Reperfusion

Zelltod

v

Die plotzliche Wiederherstellung des koronaren Blutflusses fuhrt neben dem
Wiederaufbau der Energieversorgung, der Normalisierung des pH-Wertes und der
Osmolaritdt zur Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Die das
Myokardgewebe rettende sowie gleichzeitig gewebezerstérenden Eigenschaften des
Sauerstoffs, welche auf der Bildung von Sauerstoffradikalen beruhen, werden verbreitet
als ,Sauerstoff-Paradoxon® bezeichnet (Opie 1989, Paradies et al. 2004, Kalogeris et al.
2014).

Durch das Uberangebot an molekularem Sauerstoff ist die Reaktivierung der
mitochondrialen Atmungskette mit einer massiven ROS-Bildung, sowie der Bildung von
reaktiven Stickstoffverbindungen (RNS) in der Anwesenheit von Stickstoffmonooxid (NO),
verknupft. ROS und RNS verursachen zum einen direkt die weitere Zerstorung
sarkolemmaler Strukturen aufgrund oxidativer und nitrosativer Mechanismen und flhren
zum anderen zur Freisetzung von Ca?" aus dem SR, welches wahrend der Reperfusion
eine besondere Rolle spielt (Abbildung 3, (Ferdinandy et al. 2007)). Dadurch steigt die
bereits durch die ischamische Phase erhohte intrazellulare Ca?*-Konzentration weiter an.
Die Wiederaufnahme der ATP-Produktion beglnstigt die Reaktivierung der
ATP-abhéngigen lonenpumpen, insbesondere von SERCA, welche die Aufnahme von
Ca?" in das SR fordern. Das Ca?" wird aber unmittelbar Uber die Ryanodin-sensitiven
Ca?*-Kanale wieder ins Zytosol abgegeben. Die kontinuierliche Ca?*-Aufnahme
und -Freisetzung ruft hochfrequente Ca?*-Oszillationen hervor, die in Kombination mit den

hohen zytosolischen Ca?*-Konzentrationen, eine exzessive Aktivierung der Myofibrillen

4
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auslésen und damit zu unkontrollierten Kontraktionen fiihren. Diese kodnnen eine
irreversible Verkirzung des Zytoskeletts, eine sog. Hyperkontraktur, hervorrufen, welche
zu Rupturen der Zellmembranen und damit unmittelbar zum Zelltod fuhren kdnnen
(Barrabes et al. 1996, Ladilov et al. 1997, Ruiz-Meana et al. 2009). Der Einfluss einer akut
erhohten Ca?'-Konzentration auf die Mitochondrienfunktion sowie der resultierende

Reperfusionsschaden sind in Abschnitt 1.3.2 dargestellt.

ROS

o 1

ATP-Produktion

\ 4
SR - Ca%*- / Tosmotische

Aufnahme/Freisetzung Schwellung
NHE l

| v

Aktivierung von Zerstorung des
Proteasen Sarkolemma

ticar),  ——

v l

Offnung der mPTP

> NEKROSE /
@ \ / APOPTOSE

pro-apoptotische Signale

Abbildung 3: Metabolische Vorgénge zu Beginn der Reperfusion

Die plotzliche Wiederherstellung des Blutflusses fiihrt insbesondere zu Beginn der Reperfusion zu einer
Uberproduktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Dies begiinstigt einen weiteren Anstieg der intrazellularen
Ca?*-Konzentration und eine Offnung der mitochondrialen Permeabilitats-Transitionspore (mPTP). Durch die
Wiederaufnahme der ATP-Produktion werden Pumpen aktiviert, die wiederum eine Kkontinuierliche
Ca?*-Aufnahme und -Freisetzung beginstigen und damit eine Hyperkontraktur auslésen. Zusatzlich werden
die Aktivierung von Proteasen und die osmotische Schwellung weiter gefordert. Diese Mechanismen fiihren
zur Einleitung des Zelltodes Uber nekrotische sowie apoptotische Vorgéange (modifiziert nach Ferdinandy et al.
2007). NHE: Na*/H*-Austauscher, SR: Sarkoplasmatisches Retikulum

Ein weiterer wichtiger Punkt der Reperfusion ist die Normalisierung des pH-Wertes,
welcher wahrend der Ischamie sowohl intra- als auch extrazellular stark absinkt (siehe
Abschnitt 1.2.1). Durch die Wiederdurchblutung wird der extrazellulare pH-Wert schnell
auf Normalniveau gebracht, wodurch ein Protonengradient zum Zytosol resultiert. Dieser
fuhrt zu einer Aktivierung der Na*/H*-Austauscher und der Na*/Hydrogenkarbonationen
(HCOz3)-Symporter (Lagadic-Gossmann and Vaughan-Jones 1993, Piper et al. 1996). Der
H*-Auswartstransport ist somit mit einem Anstieg der zytosolischen Na‘'-Konzentration

verbunden. Diesem wird durch Aktivierung weiterer lonenpumpen entgegengewirkt,
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welche sowohl K* als auch Ca?" im Austausch gegen Na* in die Zelle bringen und somit
die intrazellulare Ca?*-Konzentration noch weiter ansteigen lassen. Die allgemein hohe
intrazellulare lonenkonzentration wahrend der Reperfusionsphase, sowie die Endprodukte
des anaeroben Stoffwechsels filhren zur osmotischen Wasseraufnahme und damit zu
einer Erhdéhung des intrazellularen Drucks (Grinstein et al. 1992, Garcia-Dorado and
Oliveras 1993). Dies hat im Folgenden eine mechanische Beanspruchung und in
Kombination mit der Hyperkontraktur und dem vorherigen Energieentzug eine Zerstérung
der zellularen Strukturen bis hin zum Zelltod zur Folge (Ruiz-Meana et al. 1995, Ruiz-
Meana et al. 1996, Schluter et al. 1996). In der Literatur ist in diesem Zusammenhang
bereits mehrfach beschrieben worden, dass im Tiermodell die Durchfuhrung einer
hyperosmotischen Reperfusion das Herz vor einem osmotischen Anschwellen und damit
vor dem Zelltod bewahren kann (Kloner et al. 1976, Tranum-Jensen et al. 1981, Garcia-
Dorado et al. 1992).

Die in diesem Kapitel bislang beschriebenen Schadigungsprozesse bei der Reperfusion
weisen grofitenteils auf einen nekrotischen Zelltod hin. Dennoch ist mittlerweile bekannt,
dass neben der Nekrose auch apoptotische Vorgdnge eine wichtige Rolle spielen. Die
verschiedenen Formen des Zelltodes, die bei I/R auftreten, sind in Abschnitt 1.4 detailliert

beschrieben.

1.3 Rolle der Mitochondrien wahrend I/R

1.3.1 Physiologische Funktionen

Mitochondrien nehmen ca. 30 % des Kardiomyozytenvolumens ein (Tait and Green
2012). lhre Hauptfunktion stellt die Energiebereitstellung fiir die Zellkontraktion dar. Die
daran beteiligte Atmungskette ist an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert und

besteht aus den Komplexen |-V, Uber die ein Elektronentransport stattfindet.

Dabei dienen die Coenzyme  Nicotinamidadenindinukleotid  (NADH) und
Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) aus dem Citratzyklus als Ausgangsstoffe flr die oxidative
Phosphorylierung (OxPhos). Die aus den Oxidationen freiwerdenden Elektronen werden
zunéchst auf Coenzym Q und im nachsten Schritt auf Cytochrom C Ubertragen. Mittels
der Cytochrom C-Oxidase wird nun in Komplex IV molekularer Sauerstoff zu Wasser
reduziert. Die wahrend des Prozesses entstehenden Protonen werden in den
Intermembranraum transportiert und bauen einen Protonengradienten auf, der im letzten
Schritt die ATP-Produktion mittels der FoF1-ATP-Synthase aktiviert. (Mitchell 1976, Hatefi
1985, Klingenberg 2008)
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Daruber hinaus sind Mitochondrien auch an der Regulation des Zelltodes sowie an der
ROS-Produktion beteiligt.

1.3.2 Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Unter physiologischen Bedingungen werden primar von Komplex | ROS-Mengen, die der
Signaltransduktion dienen, freigesetzt (Di Lisa et al. 2007). Wie bereits in Abbildung 3
dargestellt, &ndert sich dies wéahrend der I/R, wo insbesondere zum Zeitpunkt der
Reperfusion eine massive Bildung reaktiver Sauerstoffspezies einsetzt (Heusch et al.
2008). Es konnte gezeigt werden, dass eine reversible Inhibierung von Komplex | durch
S-Nitrosylierung die exzessive ROS-Produktion zu Beginn der Reperfusion unterbinden
kann und sich damit kardioprotektiv auswirkt (Burwell and Brookes 2008). Neben der
Atmungskette existieren noch weitere Quellen fiir die ROS-Bildung, die jedoch eine
untergeordnetere Rolle zu spielen scheinen und zu einem spateren Zeitpunkt aktiv
werden. Hierzu zahlen die Monoaminoxidase an der &ufReren, mitochondrialen Membran,
die Xanthinoxidase, die NAD(P)H-Oxidase und weitere NO-Synthasen (Kaludercic et al.
2011, Lassegue et al. 2012, Granger and Kvietys 2015).

Die Mechanismen, die zu der massiven ROS-Generierung von Komplex | und Il wéahrend
der I/R fuhren, wurden erst kiirzlich von den Arbeitsgruppen um Michael P. Murphy und
Thomas Krieg entschliisselt. Sie konnten zeigen, dass wahrend der ischamischen Phase
eine Umkehrung des von der Succinatdehydrogenase Kkatalysierten Vorgangs aus
Komplex Il stattfindet und dies zu einer Akkumulation von Succinat fuhrt (Chouchani et al.
2014). Dieser Vorgang erlaubt Komplex | den Protonentransport aufrecht zu erhalten (Pell
et al. 2016). Die schnelle Oxidation des Succinats in den ersten Minuten der Reperfusion
und die groRen pH-Unterschiede fihren zu einem Elektronenriickfluss zu Komplex |,

wodurch gro3e Mengen an ROS generiert werden (Chouchani et al. 2016).

Ob eine Zelle nachdem sie oxidativem Stress ausgesetzt war (berlebt oder zugrunde
geht, ist also letztlich von der Mitochondrien(dys)funktion unter diesen Bedingungen
abhéngig (Kroemer et al. 2007). Die Einleitung des Zelltodes wird durch die Ausbildung
der mitochondrialen Permeabilitdts-Transitionspore (mPTP, Abbildung 3), einer
unspezifischen Pore, welche die innere und die &auflere Mitochondrienmembran
durchzieht, ausgeltst (Halestrap and Brenner 2003, Bernardi et al. 2006). Die genaue
Struktur der Pore ist noch nicht aufgeklart, es wird allerdings postuliert, dass die
FoF:-ATP-Synthase einen wichtigen Bestandteil darstellt (Giorgio et al. 2013, Alavian et
al. 2014). Wahrend der Ischamie wird eine Offnung der Pore aufgrund des niedrigen

pH-Wertes verhindert (Suleiman et al. 2001). Die groRen ROS- und Ca?*-Spiegel und der
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Mangel an ATP stellen die Ausléser fiir die Offnung der mPTP zu Beginn der Reperfusion

dar.

1.3.3 Superoxiddismutasen (SODs) als endogene Antioxidantien

Endogenen Antioxidantien kommt eine wichtige Aufgabe zu, Zellorganellen vor reaktiven
Sauerstoffspezies zu schitzen. Im Herzen sind die drei wichtigsten Vertreter die
Superoxiddismutasen (SODs), die Katalase und die Glutathionperoxidase (Dhalla et al.
2000). Es existieren drei Isoformen der SODs, welche alle die Disproportionierung von
Sauerstoffradikalen zu molekularem Sauerstoff und Wasserstoffperoxid (H202)
katalysieren. Das entstehende H>O, wird letztlich von der Katalase und der

Glutathionperoxidase in Wasser umgewandelt (Stralin et al. 1995).

Da den SODs im Zusammenhang mit der I/R die grof3te Bedeutung zukommt, wird im
Folgenden auf diese detaillierter eingegangen. Die Kupfer/Zink-SOD (CuzZnSOD, SOD 1)
besitzt im katalytischen Zentrum ein Kupfer- und ein Zinkion und ist hauptséchlich im
Zytoplasma (Weisiger and Fridovich 1973b, Crapo et al. 1992), sowie in geringen Mengen
im mitochondrialen Intermembranraum und auf der Zelloberflache lokalisiert (Okado-
Matsumoto and Fridovich 2001). Die ebenfalls intrazellulare MNSOD (SOD 2) wird in der
Mitochondrienmatrix und an der inneren Mitochondrienmembran exprimiert und enthélt
ein Manganion im Zentrum (Weisiger and Fridovich 1973a). Die immense Bedeutung der
MnSOD leitet sich bereits aus der Tatsache ab, dass sich ein Knockout des MnSOD-Gens
in Mausen letal auswirkt und bereits heterozygote Tiere anfélliger flr oxidative Schaden
sind (Li et al. 1995, Tsan 2001, Van Remmen et al. 2003). Im Myokardinfarktmodell
konnte zudem in vivo gezeigt werden, dass sich eine Uberexpression der MnSOD
protektiv auf die InfarktgréRe auswirkt (Chen et al. 1998, Jones et al. 2003). Im Gegensatz
hierzu hatte weder eine Deletion der Glutathionperoxidase noch der CuzZnSOD einen
Einfluss auf den I/R-Schaden (Jones et al. 2003). Die Aktivitdten der intrazellularen SODs
kénnen durch post-translationale Modifikationen beeinflusst werden. So sind
beispielsweise fir die MnSOD Nitrierungen durch ONOO- und Phosphorylierungen
beschrieben, die eine Runterregulation der SOD-Aktivitdt zur Folge haben.
Interessanterweise existieren Hinweise, dass die durch ROS aktivierbare Kinase ERK
(p42/p44 extracellular signal regulated kinases) an einer Phosphorylierung der MnSOD
beteiligt sein konnte (Candas and Li 2014).

Die dritte Isoform der SODs stellt die extrazellulare SOD (EC SOD, SOD 3) mit den
hochsten Expressionslevel in der Niere, der Lunge und in Glattmuskelzellen dar

(Marklund 1984). Trotz ihrer geringen kardialen Expression, scheint die EC SOD eine
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Rolle bei der Kardioprotektion zu spielen. Durch eine adenovirale Transfektion mit EC
SOD konnte die Infarktgréf3e in Kaninchen nach I/R signifikant gesenkt werden und auch
ihre genetische Deletion fiihrte in Mausen nach permanenter Ligatur zu einer gesteigerten
linksventrikularen Herzhypertrophie (Li et al. 2001, van Deel et al. 2008). Dabei
unterbindet die EC SOD extrazellular und damit Mitochondrien-unabhangig die

Generierung von ONOO" und schutzt NO vor Inaktivierung (Bolli 2007).

1.4 Zelltodmechanismen bei I/R

Im Allgemeinen werden drei verschiedene Formen des Zelltodes unterschieden. An dem
I/R-Schaden und Zelltod sind nach heutiger Kenntnis primar apoptotische und nekrotische
Vorgénge und Signalwege beteiligt; die Autophagie, als dritte Form des Zelltodes, scheint

eher eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Vor der Entdeckung der Apoptose 1971 wurde jeglicher Zelltod als Nekrose bezeichnet
(Kerr 1971). Die Nekrose zeigt sich als passiver Prozess, dessen Ausloser meist ein
Schaden an der Zellintegritat, welcher durch ein starkes Anschwellen der Zelle verursacht
wurde, darstellt. Daraus resultiert ein Zusammenbruch der ZellhomOostase sowie der
Austritt von intrazellularen Bestandteilen, wodurch eine Entziindungsreaktion ausgeldst
wird (Zong and Thompson 2006). Kerr, Wyllie und Currie definierten zu Beginn der 70er
Jahre erstmals den Begriff Apoptose als einen programmierten Zelltod (Kerr et al. 1972).
Im Gegensatz zur Nekrose ist die Apoptose ein aktiver, ATP-abhangiger Prozess. Hier
I6st die Zelle aufgrund externer oder interner Stimuli ihren eigenen, programmierten
Zelltod aus. Charakteristische Merkmale der Apoptose sind das Schrumpfen der Zellen,
die Bildung von Apoptosekorpern, sowie die Chromatinkondensation und eine
Fragmentierung der DNA auf definierte GréRen (Orrenius et al. 2007). Die Apoptose kann
sowohl durch den extrinsischen als auch durch den intrinsischen Signalweg ausgeldst
werden. Diese Kaskaden unterscheiden sich in ihrer Initialphase, enden jedoch beide mit
der Aktivierung der Effektorcaspase 3, welche die Chromatinkondensation und die
DNA-Fragmentierung initiiert (Bayir and Kagan 2008). Zudem wird postuliert, dass die
Caspase 3 durch eine Forderung der Cytochrom C-Freisetzung aus den Mitochondrien
das initiale Todessignal amplifiziert (Lakhani et al. 2006). Extrinsische Stimuli wie
Zytokine, Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) oder Fas-Liganden triggern nach
Rezeptorbindung die intrazellulare Signalweiterleitung zur Aktivierung der Caspase 8
(Oberholzer et al. 2001). Bei der intrinsische Apoptosekaskade translokalisieren
pro-apoptotische Proteine wie beispielsweise Bax (Bcl-2 associated protein X) und Bak

(Bcl-2 antagonist/killer) aus der Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)-Familie zu den Mitochondrien
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(Oltvai et al. 1993). Die resultierende Erhdéhung der Membranpermeabilitéat fihrt zur
Freisetzung von Proteinen wie Cytochrom C und Apoptose-induzierender Faktor (AlF) aus
dem Intermembranraum, welcher die Formation des sog. Apoptosoms férdert (Liu et al.
1996, Susin et al. 1996). Dieses kann daraufhin die Caspase 9 aktivieren, welche
entsprechend der Caspase 8 aus dem extrinsischen Signalweg die proteolytische

Aktivierung der Effektorcaspase 3 auslést (Bayir and Kagan 2008).

Ob der Zelltod bei I/R durch apoptotische oder nekrotische Prozesse erfolgt, wurde in der
Vergangenheit heftig debattiert. Eine Inhibierung der Atmungskette wéahrend der Ischamie
und die dadurch verringerte ATP-Produktion I6sen in Neuronen nekrotische Prozesse aus
(Hartley et al. 1994, Ohgoh et al. 2000). Die exzessive Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies zu Beginn der Reperfusion kann zu Lipidoxidationen fuhren, welche
Schaden in der Membranintegritat verursachen. Des Weiteren werden Disulfidbriicken
angegriffen und damit Funktionen verschiedener Proteine modifiziert. Beide Prozesse
kénnen zu einer Erhohung des Ca?'-Einstroms fiihren. Welcher Zelltod auftritt konnte
dabei auch von der intrazellularen Ca?-Konzentration abhangig sein. Niedrigere
Ca?*-Spiegel (200-400 nM) werden mit apoptotischen Prozessen in Verbindung gebracht,
wahrend Nekrose bei Ca?*-Konzentrationen > 1 uM auftritt (Zong and Thompson 2006).
Die Offnung der mPTP stellt ein weiteres wichtiges Ereignis wéahrend der Reperfusion dar.
Solange die Pore getffnet ist, kann keine ATP-Generierung durch oxidative
Phosphorylierung stattfinden, was gegen die Initierung eines ATP-abhangigen,
programmierten Zelltod und fiir nekrotische Vorgange spricht (Suleiman et al. 2001).
Jedoch kann eine Offnung der Pore auch zur Freisetzung mitochondrialer, pro-
apoptotischer Faktoren fihren und damit Apoptose einleiten (Narita et al. 1998, Pastorino
et al. 1998). In einer kirzlich vertffentlichten Studie wurde allerdings gezeigt, dass in
herzspezifischen Caspase 3- und globalen Caspase 7-defizienten Doppelmutanten kein
Unterschied im Infarktareal oder der Herzfunktion nach I/R zu erkennen war (Inserte et al.
2016).

Mittlerweile ist eine Koexistenz beider Formen des Zelltodes bei I/R weitgehend
akzeptiert. In welchem Ausmal der jeweilige Zelltod auftritt, ist dabei stark von der
Intensitat und Dauer des Infarkts abhangig. Es wird vermutet, dass der zentrale, schwer
betroffene ischamische Bereich nach einem Myokardinfarkt primar von Nekrose und die
Randbereiche verstarkt von Apoptose betroffen sind (Bonfoco et al. 1995, Fliss and
Gattinger 1996, Bartling et al. 1998).

10
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1.5 Kardioprotektion durch Konditionierung

1.5.1 Ischamische Prakonditionierung (iPre) des Herzens

Noch bevor das Phanomen der ischdmischen Préakonditionierung (iPre) bekannt war,
machten Kardiologen die Feststellung, dass Patienten mit akuten Myokardinfarkt oder
instabiler Angina pectoris, die zuvor mindestens einmal Symptome einer Angina pectoris
zeigten, in den meisten Fallen geringere EKG-Verdnderungen, weniger kardiale
Folgeschaden und sogar reduzierte InfarktgréRen aufwiesen (Jaffe and Quinn 1980).
Diese Beobachtung wurde mittlerweile durch eine Vielzahl retrospektiver Studien belegt
(Ofttani et al. 1995, Ishihara et al. 1997, Ishihara et al. 2006).

Murry et al. beschrieben 1986, dass in isolierten Hundeherzen ein viermaliger Verschluss
der linken Koronararterie (LCA) von jeweils finf Minuten, unterbrochen von jeweils funf
Minuten Reperfusion direkt vor der 40-minitigen Ischédmie zu einer Reduktion der
InfarktgréBe um 75 % fihrt. Sie etablierten damit den Begriff der ischamischen
Prakonditionierung, der eine Kardioprotektion durch kurze Perioden von Ischamie und
Reperfusion unmittelbar vor der eigentlichen ischamischen Phase beschreibt. Die iPre
wird in zwei verschiedene Formen eingeteilt. Zum einen die akute Form, welche eine
unmittelbare Kardioprotektion aufgrund der Aktivierung direkt verfugbarer Signalmolekile
vermittelt. Dieser Effekt ist jedoch nach einem Zeitfenster von Uber zwei Stunden
zwischen dem prékonditionierenden Stimulus und der Ischamie verschwunden (Murry et
al. 1986). Zum anderen die zweite, verzogerte Form, welche nach einem Zeitintervall von
24 bis 48 Stunden messbar ist. Die Auspragung dieser iPre ist weniger stark protektiv und
ist auf eine gesteigerte Expression schitzender Proteine zurlickzuflihren (Kuzuya et al.
1993, Marber et al. 1993, Bolli 2000). Im Gegensatz hierzu zeigten Masae Ishihara und
ihre Gruppe 2006 in einer retrospektiven Studie, dass dieses kardioprotektive Phanomen
in Patienten, die bereits zuvor einen Myokardinfarkt erlitten hatten, nicht mehr auftrat
(Ishihara et al. 2006). Um die molekularen Mechanismen, welche sich hinter der akuten
Prakonditionierung verbergen, genauer zu verstehen, wurde bereits eine Vielzahl von
Studien durchgefiihrt und Uber 100 verschiedene Signalmolekile und Mechanismen
identifiziert (Heusch 2015). Hierbei kristallisierte sich vor allem der RISK (reperfusion
injury salvage kinase)-Signalweg mit seinen Hauptmediatoren ERK (p42/p44 extracellular
signal regulated kinases) und Akt (Proteinkinase B) fiur die intrazellulare
Signaltransduktion heraus (Hausenloy et al. 2004). Abbildung 4 zeigt schematisch die der
iPre zugrunde liegenden Mechanismen. Dabei kann die iPre in zwei Phasen, eine
Triggerphase (1.Phase) und eine Mediatorphase (2.Phase, dargestellt in grin) eingeteilt
werden. Die in der Triggerphase wéhrend den kurzen Perioden von Ischamie und

Reperfusion ablaufenden Ereignisse erhalten hierbei die Schutzmechanismen des
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Myokards Uber die eigentliche Ischamie hinaus und triggern den Ablauf der

Mediatorphase, welche mit Beginn der Reperfusion einsetzt (Costa et al. 2008).

Opioide Bradykinin Adenosin
c©
8/%(Gyo) B./ B2 (Gip) Asl As (Gio) QP

‘Hai:’t‘iii" \ﬁy?“
@ Az (Gsrg)

8 & y

eNOS

Abbildung 4: Schematische Darstellung der kardioprotektiven Signaltransduktion

In der 1. Phase (,Triggerphase”) der Prakonditionierung (iPre) werden Mediatoren wie Opioide, Bradykinin
und Adenosin freigesetzt, die unter der Beteiligung verschiedener Kinasen den NO/cGMP/PKG I-Signalweg
aktivieren. Uber mitochondriale K*-Kanale werden reaktive Sauerstoffspezies (ROS) generiert, die zu einer
Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) fuhren, welche eine Schlusselrolle zwischen der 1. und 2. Phase
einnimmt. In der ,Mediatorphase” (grun) findet Kinasen-vermittelt die Phosphorylierung und damit
Inaktivierung der GSK3p statt. Dadurch wird die Offnung der mitochondrialen Permeabilitits-Transitionspore
(mPTP) verhindert (modifiziert nach Costa et al. 2008). Akt: Proteinkinase B, cGMP: zyklisches Guanosin
3',5*-monophosphat, EGFR: epidermal growth factor receptor, eNOS: endotheliale NO-Synthase, ERK:
p42/p44  extracellular signal regulated kinases, GSK3p: Glykogensynthase-Kinase-3p, PI3K:
Phosphatidylinositol 3-Kinase, PKG: cGMP-abhéngige Proteinkinase, MEK: MAP/ERK-Kinase, NO:
Stickstoffmonoxid, sGC: |8sliche Guanylatzyklase.

Es ist eine Reihe von endogenen Substanzen bekannt, die eine iPre auslésen kénnen.
Hierzu zahlen unter anderem Adenosin (Schulz et al. 1995, Yang et al. 2005), Bradykinin
(Penna et al. 2008) und Opioide (Gross et al. 2004), welche unterschiedliche G-Protein
gekoppelte Rezeptoren (GPCR) aktivieren (Abbildung 4). Kardiomyozyten exprimieren die
Adenosinrezeptoren Ai (Gio), Aza (Gs), Azs (Gsiq) und As (Gip) im Sarkolemma (Mubagwa
and Flameng 2001, Headrick et al. 2013). Opioide aktivieren Gi-gekoppelte - und
8-Rezeptoren, wobei inshesondere der 6-Rezeptor eine wichtige Rolle bei der iPre zu
spielen scheint (lkeda et al. 2006). Des Weiteren existieren in Kardiomyozyten zwei
verschiedene Bradykininrezeptoren, wodurch einer durch Stress induziert (B, Ggi) und

der zweite konstitutiv exprimiert wird (B2, Gqi) (Marceau et al. 1998, Tschope et al. 2000).

12



EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Neben der endogenen Aktivierung der Kardioprotektion, kann diese auch Uber exogene
Applikation verschiedener Substanzen und Neurohormone wie beispielsweise
Acetylcholin (Cohen et al. 2001, Krieg et al. 2004), Angiotensin Il (Liu et al. 1995, Dawn
2006) oder Epoxyeicosatriensaure (Nithipatikom et al. 2006) vermittelt werden.

Der erste zytosolische Mediator wurde von der Arbeitsgruppe um James M. Downey
beschrieben, die zeigte, dass eine Inhibierung der Proteinkinase C (PKC) den protektiven
Effekt der iPre aufheben kann (Liu et al. 1994, Ytrehus et al. 1994). Die PKC spielt bei der
iPre eine bedeutende Rolle, da bei ihr die Signalwege der endogenen kardioprotektiven
Liganden zusammenlaufen und ihr vermutlich die Schlusselfunktion zwischen 1. und 2.
Phase zukommt (Downey et al. 2007, Costa et al. 2008). Bradykinin und Opioide
aktivieren beide die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K), welche daraufhin Akt
phosphoryliert und damit aktiviert (Tong et al. 2000, Oldenburg et al. 2004). Im nachsten
Schritt wird Uber die endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) das Signalmolekul
Stickstoffmonoxid (NO) generiert (Dimmeler et al. 1999). NO fungiert als Aktivator der
l6slichen Guanylatzyklase (sGC) und fihrt zur Bildung des Botenstoffs zyklisches
Guanosin-3‘,5*-monophosphat (cGMP), welches die cGMP-abhéngige Proteinkinase Typ |
(PKG | oder cGKI) aktiviert (siehe Abschnitt 1.6). Dies fiihrt zur Offnung mitochondrialer
Kaliumkanéle. In der Literatur ist dabei vor allem die Rolle des ATP-abhéngigen
Kaliumkanals (Kate) beschrieben. Der K*-Einstrom Uber den Karp-Kanal fuhrt zu einem
leichten Anschwellen der Mitochondrien und einer milden Erh6hung der ROS-Produktion
(Andrukhiv et al. 2006, Costa et al. 2006). Im Jahr 2014 konnte aul3erdem gezeigt
werden, dass auch dem im Rahmen dieser Arbeit untersuchten BK-Kanal eine wichtige
Bedeutung bei der iPre zukommt (siehe Abschnitt 1.7.3). Die PKC kann direkt durch ROS
aktiviert werden (Korichneva et al. 2002). Auf die Rolle des NO/cGMP/PKG-Signalweges
bei I/R wird detailliert in Abschnitt 1.6 eingegangen. Adenosin kann ebenfalls die PI3K
aktivieren (Krieg et al. 2002), sein priméarer kardioprotektiver Mechanismus verlauft jedoch
uber eine von K*-Kanélen und ROS-unabhéngigen Aktivierung der PKC, deren Signalweg
noch nicht vollstandig entschlisselt ist (Cohen et al. 2001, Qin et al. 2003).
Interessanterweise scheint bei groReren Saugetieren die PKCa-lIsoform wichtig fur die
Kardioprotektion zu sein (Kitakaze et al. 1994, Schulz et al. 2003), wohingegen bei
Nagetieren der PKCe die Hauptrolle zugeschrieben wird (Gray et al. 1997, Ping et al.
2002).

Die genaue Signaltransduktion zu Beginn der Mediatorphase in den ersten Minuten der
Reperfusion ist noch nicht entschliisselt. Es wurde jedoch gezeigt, dass eine aktive PKC
unabdingbar fur die Protektion ist und ihre Funktion u.a. aus einer Erhéhung der
Sensitivitdt der Gs-gekoppelten A.s-Rezeptoren besteht (Kuno et al. 2007). Weitere
zentrale Effektoren sind ERK und Akt, die im phosphorylierten Zustand die

13



EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Glykogensynthase-Kinase-3p (GSK3p) phosphorylieren und damit die Offnung der mPTP
verhindern (Tong et al. 2002, Juhaszova et al. 2004, Solenkova et al. 2006). Die GSK3p
gehort dabei zu den wenigen Kinasen, welche konstitutiv aktiv sind und durch

Phosphorylierung inhibiert werden.

1.5.2 Ischamische Postkonditionierung (iPost) des Herzens

Da die iPre fur die Therapie eines akuten Myokardinfarkts nur von geringer Bedeutung ist,
wurde nach Moglichkeiten gesucht, die InfarktgroRe auch bei bereits bestehender
Ischamie zum Zeitpunkt der Reperfusion zu reduzieren. Im Jahr 2003 wurde von der
Arbeitsgruppe um Jakob Vinten-Johansen beschrieben, dass drei Zyklen mit jeweils 30
Sekunden Ischamie und Reperfusion direkt zu Beginn der Reperfusion die InfarktgroRe
vergleichbar zur iPre reduzieren kdénnen (Zhao et al. 2003). Dies pragte den Begriff der
ischamischen Postkonditionierung (iPost), die kurze, repetitive Episoden von Ischamie
und Reperfusion direkt nach der eigentlichen Ischamie beschreibt. Interessanterweise ist
die iPost im Gegensatz zur iPre nur in einem sehr begrenzten Zeitfenster moglich. Bei
kleinen Nagetieren wird ein Zeitintervall von 10 bis maximal 60 Sekunden nach Beginn
der Reoxygenierung beschrieben, in welchem die iPost beginnen muss. Auch beim
Menschen konnte bereits nach funf Minuten kein Effekt mehr erzielt werden (Kin et al.
2004, Vinten-Johansen et al. 2005). Des Weiteren sind mindestens drei Zyklen Okklusion
und Reperfusion notwendig um eine Kardioprotektion durch iPost zu erzielen (Ovize et al.
2010). Trotz vielversprechender Ergebnisse im Tiermodell wird die Translation der
Postkonditionierung in die Klinik kontrovers diskutiert. Kleinere Studien zeigten bei
Patienten mit akutem Myokardinfarkt (STEMI) nach iPost und PTCA eine Verbesserung
der kardialen Parameter beispielsweise eine Reduktion der Infarktgré3e, eine erhdhte
Perfusion des Herzgewebes, sowie eine Auflésung der ST-Streckenhebung und eine
verbesserte Auswurffraktion (EF) im Vergleich zu den Kontrollgruppen, bei welchen nur
die PTCA durchgefiihrt wurde (Staat et al. 2005, Laskey et al. 2008, Xue et al. 2010).
Doch konnte dies weder 2013 in einer grol3 angelegten multizentrischen Studie mit 700
Patienten (Hahn et al. 2013) noch in weiteren kleineren Studien (Sorensson et al. 2010,
Freixa et al. 2012, Tarantini et al. 2012) bestatigt werden.

Der Mechanismus der Postkonditionierung beruht nach heutigem Kenntnisstand
groftenteils auf der gleichen Signaltransduktion wie die Prékonditionierung. So wird auch
hier die Kardioprotektion Uber die endogenen Liganden Adenosin (Yang et al. 2005),
Bradykinin (Penna et al. 2008) und Opioide (Gross et al. 2004) vermittelt. Des Weiteren
spielen ebenfalls die am RISK-Signalweg beteiligten Kinasen PI3K, ERK und Akt eine
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wichtige Rolle (Hausenloy and Yellon 2006). Wie in Abbildung 4 gezeigt fihrt auch bei der
iPost die Phosphorylierung dieser Kinasen zu einer Aktivierung der eNOS und damit der
sGC (Penna et al. 2006). Als Folge wird die Offnung der mPTP verhindert, was zum
Schutz der Kardiomyozyten den Zelltod unterbindet (siehe hierfir auch Abschnitt 1.3.2)
(Argaud et al. 2005, Bopassa et al. 2006). Cohen et al. postulierten 2007 zudem, dass der
Schutz durch iPost primar Uber den Erhalt des niedrigen pH-Wertes und der damit
verbundenen Inhibition der Offnung der mPTP ausgeltst wird. Sekundar wird durch die
kurzen Phasen der Reoxygenierung eine moderate ROS-Bildung stimuliert, was als
Trigger fur die in Abbildung 4 dargestellte Signalkaskade fungiert (Cohen et al. 2007).

1.6 Der NO/cGMP/PKG-Signalweg

1.6.1 Zyklisches Guanosin-3‘,5“monophosphat (cGMP)

cGMP wurde 1963 erstmals im Rattenurin beschrieben und ist ein im gesamten
Organismus verbreiteter, intrazellularer Botenstoff, der in viele physiologische Prozesse
von der Modulation der Leitfahigkeit von lonenkandle tber Zellwachstum und Apoptose
bis hin zur Zellmobilitdt und -kontraktilitat involviert ist (Ashman et al. 1963). Die Bildung
von cGMP erfolgt durch zwei verschiedene Guanylatzyklasen. Dabei wird die
membranstandige Guanylatzyklase (pGC) Uber natriuretische Peptide und die l6sliche
Guanylatzyklase (sGC) tUiber NO aktiviert. cGMP ist damit der einzig bekannte Botenstoff,
der von einem Gas aktiviert wird. Es existieren drei Typen von Effektormolekilen fir
cGMP, von denen jedoch nur der cGMP-abhangigen Proteinkinase (PKG) und den
Phosphodiesterasen (PDE) im kardiovaskularen System eine wichtige Bedeutung
zugeschrieben wird. Den dritten Typ stellen zyklische Nukleotid-gesteuerte
Kationenkanale (CNG) dar, welche im retinalen und olfaktorischen Neuroepithel sowie in
Nephronen exprimiert werden.

In vielen Zellen werden sowohl die sGC und die pGC als auch verschiedene PDEs
koexprimiert. Die Tatsache, dass die cGMP-Antwort abhangig davon ist, welche
Guanylatzyklase fir die cGMP-Generierung verantwortlich war, legt die Vermutung nahe,
dass cGMP in der Zelle in Kompartimenten vorliegt. So ist cGMP, welches von der pGC
gebildet wurde, unmittelbar an der Plasmamembran lokal verfigbar, wohingegen dies
nicht fuir das globale, sGC-gebildete cGMP gilt (Castro et al. 2006). Diese intrazellularen
cGMP-Pools werden zudem durch die unterschiedliche Lokalisation der PDEs gesteuert
(siehe Abschnitt 1.6.4). Die Generierung, die Signaltransduktion und der Abbau von

cGMP sind nachfolgend detaillierter beschrieben.
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1.6.2 NO-Synthasen (NOS)

Fur die Entdeckung von NO als Signalmolekil im Herzkreislaufsystem und damit auch
des NO-cGMP-Signalweges wurden 1998 Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro und Ferid
Murad mit dem Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin ausgezeichnet (Arnold et al.
1977, Katsuki et al. 1977, Ignarro et al. 1987). Die endogene Bildung von NO erfolgt durch
NO-Synthasen (NOS), welche sich in drei Isoformen unterteilen lassen. Die neuronale
NO-Synthase (NNOS) und die endotheliale NO-Synthase (eNOS) werden in einer Vielzahl
von Geweben konstitutiv exprimiert und sind an der zellularen Signaltransduktion beteiligt.
lhre Aktivierung erfolgt in Abhangigkeit von Ca?* und Calmodulin (CaM). Die Bildung der
dritten Isoform wird Ca?/CaM-unabhéangig im Rahmen einer Immunabwehr- bzw.
Entziindungsreaktion induziert (iNOS) (Marletta 1994). L-Arginin stellt fir alle Isoformen
die alleinige Vorstufe von NO dar und wird durch Oxidation der Guanidinogruppe in
Anwesenheit von NADPH und molekularem Sauerstoff in Citrullin und NO umgewandelt
(Marletta 1993, Morris and Billiar 1994). Das gasformige NO kann nicht gespeichert
werden und diffundiert ungehindert Gber Zellmembranen. Dabei interagiert es unmittelbar
vor allem mit Hamkomplexen verschiedener Proteine wie der sGC, des Hamoglobins oder
des Cytochroms P450 (Davis et al. 2001). Aus diesem Grund sind unter physiologischen
Konditionen die NO-Konzentrationen sehr gering (< 1uM) (Krumenacker et al. 2004). In
Abbildung 5 ist eine schematische Ubersicht des NO/cGMP-Signalweges dargestellt
(Derbyshire and Marletta 2012).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des NO/cGMP-Signalweges

Die NO-Synthase (NOS) katalysiert die Reaktion von L-Arginin und Oz in L-Citrullin und NO. Das gasformige
NO diffundiert in benachbarte Zellen und aktiviert die l6sliche Guanylatzyklase (sGC), welche die Bildung von
cGMP fordert. PDE, PKG und CNG-Kanéle stellen Effektormolekile von c¢cGMP dar (modifiziert nach
Derbyshire et al. 2012). CaM: Calmodulin, cGMP: zyklisches Guanosin 3‘,5*-monophosphat, CNG: zyklischer
Nukleotid-gesteuerter Kationenkanal, GTP: Guanosintriphosphat, NO: Stickstoffmonoxid, NOS: NO-Synthase,
PDE: Phosphodiesterase, PKG: cGMP-abhéngige Proteinkinase, PPi: anorganisches Diphosphat.

Wie bereits in Abschnitt 1.5.1 beschrieben sind die NOS an den kardioprotektiven

Signalwegen der Konditionierung beteiligt. So konnte gezeigt werden, dass sowohl eine

16



EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

unselektive NOS-Inhibierung mit N®-Nitro-L-Arginin (L-NA) als auch eine fir iINOS
selektive Hemmung mit Aminoguanidin die kardioprotektiven Effekte einer verzégerten
Prakonditionierung aufhebt (Takano et al. 1998). Eine Uberexpression der eNOS wird vor
allem mit einer verbesserten Herzfunktion und einer reduzierten Hypertrophie nach
akutem Myokardinfarkt in Verbindung gebracht (Janssens et al. 2004). Eine globale
Deletion der eNOS in Mausen fihrt im Gegenzug zu einer milden arteriellen Hypertonie
sowie zu kardialer Dysfunktion und verstarkten Remodeling-Prozessen post-MI (Huang et
al. 1995, Shesely et al. 1996, Scherrer-Crosbie et al. 2001). Die Ausbildung einer
Hypertonie kann auch bei Gabe des NOS-Inhibitors N“-Nitro-L-Arginin-
Methylesterhydrochlorid (L-NAME), welcher auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet
wurde, beobachtet werden (Obst et al. 2006, Groneberg et al. 2010).

1.6.3 Guanylatzyklasen

1.6.3.1 L6sliche Guanylatzyklasen (sGC)

Die NO-sensitive GC formiert sich als Heterodimer aus einer a- und einer g-Untereinheit.
Bislang sind jeweils zwei Isoformen der Untereinheiten (a1, a2, B1, B2) bekannt, wobei Uber
die Funktion und Expression der B.-Untereinheit bislang nur wenig beschrieben ist (Yuen
et al. 1990, Mergia et al. 2003). Dabei besitzen die a-Untereinheiten eine fast 50%ige
Homologie in ihrer Gensequenz, die B-Untereinheiten weisen 41 % Homologie auf. Das
Heterodimer a1f1 (SGC-1) wird ubiquitér in fast allen Geweben exprimiert und ist fur einen
Grol3teil der NO-induzierten cGMP-Bildung verantwortlich (Budworth et al. 1999, Mergia
et al. 2003). Die Lokalisation der aypi-Isoform (sGC-2) ist dagegen begrenzter. Sie weist
die hochsten Expressionslevel im Gehirn auf, wo sie zu gleichen Anteilen wie das
a1B1-Heterodimer nachweisbar ist (Mergia et al. 2003). Die physiologische Bedeutung
zwei gleich regulierter NO-GCs konnte bislang noch nicht abschlieend entschlisselt
werden. Mittlerweile konnte aber gezeigt werden, dass die sGC nicht wie urspriinglich
gedacht nur im Zytosol lokalisiert ist. In Rattenherzen konnte ca. 1/5 der sGC-1 in der

Membranfraktion nachgewiesen werden (Zabel et al. 2002).

Jede Untereinheit der sGC besteht dabei aus der N-terminalen sog. ,H-NOX“-Doméne,
zwei zentralen Doméanen fir die Dimerisierung und der Kkatalytischen Domane am
C-Terminus. Proteine der H-NOX-Familie (heme-nitric oxide oxygen binding family) sind
durch ihre Ham-bindende Eigenschaft charakterisiert (Boon and Marletta 2005). Die
Bi-Untereinheit besitzt zudem die prosthetische Hamgruppe, welche das NO Uber
Histidinips binden kann und somit durch eine Konfirmationsanderung die Umsetzung von

Guanosintriphosphat (GTP) zu cGMP an der C-terminalen, hochkonservierten

17



EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

katalytischen Doméne begunstigt (Abbildung 5, (Igharro et al. 1982, Wedel et al. 1994,
Zhao et al. 1998, Koesling 1999)). Die zentralen Domanen bestehen aus einer
PAS-Domane (benannt nach den Proteinen period circadian protein, aryl hydrocarbon
receptor nuclear translocator protein und single-minded protein) und einer weiteren
Helixregion, die fir die Dimerisierung der beiden Untereinheiten von Bedeutung sind
(Kelley et al. 2000, Shiga and Suzuki 2005).

Unter oxidativem Stress verschiebt sich das Redoxgleichgewicht der Hamgruppe von der
reduzierten Form (Fe?*) zur oxidierten Form (Fe®"). Dies geht mit einem Verlust des Hams
einher, weshalb eine Bindung von NO nicht mehr mdglich ist (Stasch et al. 2006, Roy et
al. 2008, Zhou et al. 2008).

Um die Funktion der léslichen Guanylatzyklase zu untersuchen, wurde eine Reihe von
Knockout (KO)-Méausen generiert. Die Ausschaltung der B:-Untereinheit durch Deletion
des Exons 10 fuhrte dabei zu einem vollstandigen Verlust der sGC. Die Bedeutung der
sGC fur den Organismus zeigte sich hier deutlich, da 60 % der homozygoten KO-Tiere
innerhalb von zwei Tagen verstarben. Mause, die die ersten drei Tage uberlebten,
verstarben im Alter von 3-5 Wochen. Ursache hierfir waren gastrointestinale
Komplikationen vor allem das Auftreten von Dysmotilitdt und damit verbundenen langen
Passagezeiten, Obstipation und Perforationen des Gastrointestinaltraktes, die erst durch
eine Ballaststoff-freie Spezialdiat behoben werden konnten. Im kardiovaskuldren System
ist die sGC fur die Relaxation der glatten Muskulatur eine wichtige Komponente. Die
komplette Deletion der sGC filhrte zu einem systolischen Blutdruckanstieg von fast 30
mmHg. (Friebe et al. 2007, Groneberg et al. 2010)

Im Gegensatz hierzu zeigten Tiere mit einer Deletion der oi- oder az-Isoform keine
Veranderungen in der Lebenserwartung. Interessanterweise fuhrte eine Deletion der
az-Isoform, in welcher 90 % der sGC fehlen, nur zu einer Erh6hung des systolischen
Blutdrucks um 7 mmHg (Mergia et al. 2006). Obwohl die sGC-1 auch im Herzen die
dominante Form ist, zeigte ihre Ausschaltung keine Auswirkungen auf die InfarktgroRe
nach akutem Myokardinfarkt mit vorgeschalteter iPre (Sips et al. 2011). Daflir konnte
durch die Ausschaltung ein positiv inotroper und lusitroper Effekt auf die basale
Herzfunktion beobachtet werden, der einen modulatorischen Einfluss der sGC-1 auf die
Myokardfunktion vermuten lasst (Buys et al. 2008, Sips et al. 2011). Es konnte keine
Hochregulation der verbleibenden Isoform beobachtet werden, umso bemerkenswerter ist
es, dass diese Tiere auch mit einem minimalen Prozentsatz der verbleibenden

sGC-Isoform tberleben kdnnen (Mergia et al. 2006).
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1.6.3.2 Membranstandige Guanylatzyklasen (pGC)

Die membranstandigen oder partikularen Guanylatzyklasen (pGC) sind im Gegensatz zu
den sGCs NO-unabhéngig und damit nicht in den NO/cGMP/PKG-Signhalweg involviert.
Es konnten bisher sieben Isoformen der pGC (GC-A bis -G) identifiziert werden, welche
als Homodimere vorliegen. Der Aufbau der unterschiedlichen pGCs ist hochkonserviert
und beinhaltet eine extrazellulare Bindungsdoméne am N-Terminus, einen kurzen
Transmembranteil und eine intrazellulare katalytische Domane am C-Terminus, die fUr die
Umwandlung von GTP in cGMP verantwortlich ist. Die GC-A vermittelt dabei die
endokrinen Effekte der atrialen und B-Typ natriuretischen Peptide (ANP und BNP) wie die
Regulation des Blutdrucks und der Homd@ostase, sowie antihypertrophe und antifibrotische
Effekte im Herzen. Die GC-B stellt den Rezeptor fir das C-Typ natriuretische Peptid
(CNP) dar. CNP/GC-B spielen neben antihypertrophen Effekten eine wichtige Rolle bei
vaskuldren Regenerierungsprozessen und der enchondralen Ossifikation. Des Weiteren
sind die Liganden der GC-C, Guanylin und Uroguanylin, bekannt. (Garbers and Lowe
1994, Denninger and Marletta 1999, Kuhn 2003, Rosenkranz et al. 2003)

ANP und BNP werden hauptsachlich in Atrium und Ventrikel produziert (de Bold et al.
2001). Es existiert eine Vielzahl von Studien, die eine Deletion der GC-A im Tiermodell in
Zusammenhang mit schwerer Hypertonie und kardialer Hypertrophie beschreiben (Lopez
et al. 1995, Oliver et al. 1997, Holtwick et al. 2003, Skryabin et al. 2004). In den letzten
Jahren ruckte zudem die Rolle der natriuretischen Peptide bei Myokardinfarkt bei
verschiedenen Arbeitsgruppen in den Fokus. Die Administration von ANP und BNP flhrte
sowohl in Ratten- als auch Kaninchenherzen unter Einbeziehung des ATP-abhangigen
Kaliumkanals (Kate-Kanal) zu einer Reduktion der InfarktgréRe (Yang et al. 2006, Burley
and Baxter 2007, Ren et al. 2007). Fur CNP, welches hauptséchlich vom Endothelium
gebildet wird, konnte ebenso ein positiver Einfluss auf den I/R-Schaden sowie auf kardiale
Umbauprozesse nach Myokardinfarkt nachgewiesen werden (Hobbs et al. 2004, Soeki et
al. 2005).

1.6.4 Phosphodiesterasen (PDE)

Phosphodiesterasen (PDEs) dienen der Hydrolyse der zyklischen Molekile cGMP und
CAMP  (zyklisches Adenosin 3',5-monophosphat) zu den inaktiven Produkten
Guanosin-5‘-monophosphat  (5-GMP) und  Adenosin-5-monophosphat  (5-AMP)
(Soderling et al. 1998b).

In Saugetieren sind bisher elf verschiedene Familien von Isoenzymen (PDE1-PDE11)

identifiziert. Diese unterscheiden sich besonders in ihrer Spezifitdt und Affinitat fir cGMP
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und cAMP. Die PDEs 5, 6 und 9 sind dabei hoch spezifisch fur cGMP, die PDEs 4, 7 und
8 weisen eine hohe Praferenz fur cAMP auf. Die restlichen finf PDEs hydrolysieren
sowohl cGMP als auch cAMP, jedoch mit unterschiedlicher Aktivitat und Affinitat far die
zyklischen Nukleotide. Aufgrund vieler Subfamilien und Splicevarianten besteht eine
grof3e Variation bezuglich der Distribution im Organismus und in verschiedenen Spezies.
(Bender and Beavo 2006, Conti and Beavo 2007, Kass et al. 2007)

Der regulatorische N-Terminus charakterisiert dabei die jeweilige PDE-Familie, wahrend
die katalytische Domane eine grof3tenteils konservierte Struktur darstellt (Keravis and
Lugnier 2012). Eine Besonderheit stellt die sog. GAF-Doméne (cGMP-specific
phosphodiesterases, adenylyl cyclases and EhlA) dar, welche in den PDEs 2, 5, 6, 10 und
11 identifiziert wurde. GAF-Doméanen ermdoglichen die allosterische Bindung von cGMP,
welches dadurch als Modulator bzw. Aktivator der PDE fungieren kann und Uber einen
Ruckkopplungsmechanismus seinen eigenen Abbau bzw. die Hydrolyse von cAMP

regulieren kann (Martinez et al. 2002, Kass et al. 2007).

Im Herzen konnte die Expression der PDEs 1 und 2 (Loughney et al. 1996), 3 (Meacci et
al. 1992), 4 (Kostic et al. 1997), 5 (Senzaki et al. 2001), 8 (Soderling et al. 1998a) und 9
(Onody et al. 2003) nachgewiesen werden, wobei die Lokalisation der PDE5 in adulten
Kardiomyozyten umstritten ist (Lukowski et al. 2014). Dabei scheinen sich jedoch neben
den Affinitatsunterschieden auch Unterschiede im Expressionsmuster zu ergeben.
Wahrend die PDE1A vor allem in Myofibroblasten eine wichtige Rolle spielt, weist die
PDE1C hohe Expressionslevel in Kardiomyozyten auf (Lukowski et al. 2014). Die PDEs
1A und B zeigen eine leicht erhdhte Affinitat fir cGMP, die PDE1C fir cAMP (Keravis and
Lugnier 2012). Gemeinsam ist allen PDE1-Isoformen die Ca?*-abhéngige Regulation Uber
eine Bindungsstelle fiir Calmodulin (Sonnenburg et al. 1995). Die PDEs 2 und 3 sind
sowohl in Kardiomyozyten als auch in kardialen Endothelzellen lokalisiert (Zaccolo and
Movsesian 2007, Lukowski et al. 2014). Eine Regulation der PDE2 kann uber
cGMP-Bindung an die GAF-Domane erfolgen, was in einer Aktivitatssteigerung und damit
in einer erhéhten Hydrolyse von cAMP resultiert (Kass et al. 2007). PDE3 bindet ebenso
cGMP und cAMP. Dabei erfolgt die Umsetzung von cAMP um den Faktor 10 schneller als
die von cGMP, wodurch cGMP als kompetitiver Inhibitor fungieren kann (Degerman et al.
1997).

Erste Studien wiesen nur sehr geringe Expressionslevel der PDE5 im Herzen auf,
weshalb fur sie nur eine untergeordnete Rolle fir die physiologische Herzfunktion
postuliert wurde (Loughney et al. 1998, Wallis et al. 1999). Dabei stellt die PDE5 das
wichtigste Arzneistofftarget unter den PDEs dar. Der Einsatz von PDE5-Inhibitoren bei
kardiovaskularen Erkrankungen wird in Abschnitt 1.6.7 ausfuhrlicher diskutiert. Die

genaue Lokalisation der PDE5 im Herzen, insbesondere ob eine Expression in
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Kardiomyozyten stattfindet, ist noch nicht abschlieRend geklart, da einige Studien, die
eine Kardiomyozytenlokalisation postulieren, in Gesamtherzlysaten durchgefihrt wurden
bzw. die Effekte von PDES5-Inhibitoren auch auf die Hemmung anderer PDEs
zurtckzufuihren sein koénnten (Kass et al. 2007, Lukowski et al. 2010). Die Aktivitat der
PDES5 kann Uber eine PKG-abhéangige Phosphorylierung am Serinig; moduliert werden,
welche die Bindung von cGMP an die GAF-Doméne erhoht. Dies fuhrt im Sinne einer
negativen Rickkopplung zu einer erhdhten Hydrolyse von cGMP und damit zu einer

Reduktion der intrazellularen cGMP-Konzentration (Mullershausen et al. 2004).

PDE1 PDE2 PDES PDE4 PDES PDE9

Abbildung 6: Regulatorisches Netzwerk der PDEs im Herzen

Schematische Darstellung der wichtigsten kardialen Phosphodiesterasen (PDEs) und ihre Spezifitat fur die
Hydrolyse von zyklischem Guanosin-3‘,5-monophosphat (cGMP) und/oder zyklischem Adenosin-3‘,5"-
monophosphat (cAMP). Ebenfalls dargestellt sind regulatorische Einflisse von cGMP auf die Aktivitat der
PDEs (modifiziert nach Zaccolo and Movsesian 2007).

Das regulatorische Netzwerk der wichtigsten kardialen PDEs ist in Abbildung 6 nochmals
verdeutlicht. Die intrazellulare raumliche Verteilung der PDE-Isoformen an bestimmte
Strukturelemente und die daraus entstehenden Mikrodoméanen, unterstitzen die Theorie,
dass die zyklischen Nukleotide im Kardiomyozyten in unterschiedliche Pools separiert
sind (Fischmeister et al. 2006). Dabei dient der Crosstalk zwischen den PDEs zur
Feinregulation der intrazellularen Konzentration von cGMP und cAMP (Lincoln et al.
1995).

1.6.5 cGMP-abhangige Proteinkinase Typ | (PKG I)

Die PKG (auch: cGK) z&hlt zur Gruppe der Serin/Threonin-Kinasen. In Sugetieren sind 2
Gene, prkgl und prkg2, bekannt, welche fur die PKG lo und B sowie fur die PKG I
kodieren (Sandberg et al. 1989, Wernet et al. 1989, Orstavik et al. 1997). Eine hohe
Expression der PKG | ist dabei in Glattmuskelzellen, Thrombozyten, im Gehirn und in der
Niere zu finden (Keilbach et al. 1992, Feil et al. 2005). Im Herzmuskel ist vor allem die

a-lsoform der PKG | prasent (Geiselhoringer et al. 2004). Die PKG Il ist in vielen Geweben
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parallel zu den PKG I-Isoformen exprimiert, vermittelt jedoch andere Funktionen (Gamm
et al. 1995). Sie ist dabei haufig im Endothel lokalisiert und an sekretorischen Prozessen
wie die Wasser- und Chloridsekretion im Darm (French et al. 1995), sowie die Renin- und
Aldosteronfreisetzung in der Niere (Wagner et al. 1998, Spiessberger et al. 2009) beteiligt.
Des Weiteren ist eine Expression der PKG Il in vielen Gehirnregionen, in Chondrozyten,
der Lunge und der Prostata nachweisbar (el-Husseini et al. 1995, Lohmann et al. 1997).
Die beiden Kinasen unterscheiden sich dabei auch in ihrer Lokalisation in der Zelle.
Wahrend die l8slichen Isoformen PKG lo und B im Zytosol lokalisiert sind, fuhrt die
Myristoylierung des Aminoterminus der PKG Il zu einer Verankerung an der
Plasmamembran (Vaandrager et al. 1996). Die PKG besteht aus drei funktionellen
Einheiten, einer katalytischen, einer regulatorischen und der NH»>-terminalen Doméne. Die
regulatorische Domane besitzt zwei Bindungsstellen fir cGMP mit unterschiedlichen
Affinitaten. Werden diese beide besetzt, finden eine Autophosphorylierung des
Aminoterminus und damit eine Anderung in der Sekundarstruktur statt (Doskeland et al.
1983, Landgraf et al. 1990). Dies fuhrt zu einer Aufhebung der Inhibierung der
katalytischen Domane durch die N-terminale Pseudosubstratbindungsstelle (Huggins et
al. 1991). Die katalytische Doméane enthalt eine Bindungsstelle fur Mg?*/ATP, sowie die
Bindungstasche, in welcher der Phosphatrest des ATPs auf ein Serin oder Threonin des
Substrates Ubertragen wird (Pfeifer et al. 1999). Der N-Terminus besitzt noch zwei weitere
Funktionen. Er enthalt ein Leucinzipper-Motiv, welches zum einen die PKGs als
Homodimere zusammenhalt (Hofmann et al. 1992) und dessen Lange zum anderen fir
die subzellulare Lokalisation der PKGs verantwortlich ist.

Fur die Aktivierung der PKG | reichen cGMP-Spiegel im submikromolaren Bereich aus,
wobei die PKG la um den Faktor 10 sensitiver fiur cGMP ist als die B-Isoform (Ruth et al.
1991).

1.6.6 Zielproteine der PKG | im kardiovaskuléaren System

Fur die Charakterisierung der Zielproteine der PKG | stehen eine Reihe genetisch
veranderter Mausmutanten zur Verfugung. Es zeigte sich, dass eine globale Deletion der
PKG | zu einer massiv verkirzten Lebenserwartung fuhrt und dies vor allem auf
schwerwiegende vaskulare und intestinale Defekte zurtickzufuihren ist (Pfeifer et al. 1998).
Es sind Uber zehn Substrate identifiziert, die in vivo von der PKG | phosphoryliert werden
(Hofmann et al. 2006). Die PKG | spielt dabei eine wichtige Rolle im kardiovaskularen
System. In vaskuldren Glattmuskelzellen stellen das Inositol-1,4,5-triphosphat-Rezeptor
assoziierte cGMP-Kinasesubstrat (IRAG) (Schlossmann et al. 2000) und der BK-Kanal
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(Sausbier et al. 2000) Targets fir die Modulation des extrazellularen Ca2*-Einstroms und
der intrazellularen Ca?*-Freisetzung dar. Zudem konnten Phospholamban (Koller et al.
2003), RhoA (Ras homolog gene family member A) (Somlyo and Somlyo 2000) und die
Zieluntereinheit MYPT1 (myosin phosphatase target subunit 1) der Myosin-
Leichtkettenphosphatase (Surks et al. 1999) als weitere Substrate der PKG identifiziert
werden. Eine Phosphorylierung dieser Targets flhrt zu verringerten zytosolischen
Ca?*-Konzentrationen und damit zur Vasorelaxation. Dies korreliert mit der Hypertonie,
welche in globalen PKG I-KO-M&ausen zu beobachten ist (Pfeifer et al. 1998). Neben der
Vasorelaxation wird fur die PKG | eine Funktion bei der Adhasion, der Proliferation und
dem Uberleben von vaskularen Glattmuskelzellen postuliert (Zhang et al. 2007a). Doch
konnte die These, dass die PKG | in pathophysiologische vaskuldre Umbauprozesse
involviert ist, in gewebespezifischen Mausmutanten durch eine mittels Karotisligatur
verursachten Restenose nicht bestatigt werden (Lukowski et al. 2008). Zudem ist gezeigt,
dass die PKG | in Neovaskularisierungsprozesse involviert ist. Dabei war eine Ischamie-
induzierte Angiogenese in Mausmutanten, die die PKG la Uberexprimierten, signifikant
erhoht und im Gegenzug in den PKG |-KO-Tieren reduziert (Yamahara et al. 2003).

Fur die in den Kardiomyozyten (CM) lokalisierte PKG | sind eine Reihe von Zielstrukturen
identifiziert, die der PKG 1 eine wichtige Bedeutung fir die Erregungsleitung und
Kontraktilitdt zuweisen (Hofmann and Wegener 2013). Es konnte sowohl in globalen als
auch in CM-spezifischen Mausmutanten gezeigt  werden, dass der
NO/cGMP/PKG I-Signalweg negativ inotrope Effekte unabhangig von parasympathischen
Reizen vermittelt (Godecke et al. 2001, Wegener et al. 2002). Mechanistisch kénnte dies
auf eine Hemmung von L-Typ Ca?'-Kanalen zuriickzufiihren sein. Interessanterweise
kann CNP einen positiven inotropen Effekt austiben, welcher sich in Mausen mit einer
Uberexpression der PKG la noch ausgepragter darstellt (Wollert et al. 2003). Scheinbar ist
die PKG lo. sowohl an NO-vermittelten, negativ inotropen Prozessen als auch an positiv
inotropen Mechanismen (ber CNP beteiligt. Dies kdnnte eine Beteiligung nicht-
kardiomyozytarer Zellen oder eine unterschiedliche subzellulare Lokalisation des cGMPs
(siehe Abschnitt 1.6.1) zur Ursache haben. Wahrend Mause mit einer Deletion von ANP
oder der GC-A eine Blutdruck-unabhangige Fibrosierung und Hypertrophie entwickeln
(Oliver et al. 1997, Kishimoto et al. 2001, Holtwick et al. 2003), ist die Rolle der PKG | bei
kardialer Herzhypertrophie noch umstritten. Doch konnte 2013 die Arbeitsgruppe von
Michaela Kuhn zeigen, dass CM-spezifische PKG la-Knockouttiere anfalliger fir
Druck- bzw. Angiotensin Il-stimulierte pathologische Gewebeveranderungen sind, welche
eine dilatative Kardiomyopathie auslésen (Frantz et al. 2013). Es wird postuliert, dass

hierbei die reduzierte Phosphorylierung von Phospholamban und damit die verringerte
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Aktivierung von SERCA, welches Ca?" nach erfolgter Kontraktion wieder zuriick in das
sarkoplasmatische Retikulum pumpt, pathophysiologische Mechanismen begunstigt.
Dieser Signalweg scheint auch bei der iPost sowie bei Gabe eines Schwefelwasserstoff-
Donors beim akuten Myokardinfarkt aktiviert zu werden und Kardioprotektion zu vermitteln
(Inserte et al. 2014, Bibli et al. 2015). Die Kardioprotektion durch iPost scheint dabei nicht
durch die kardiomyozytare PKG | vermittelt zu werden, jedoch aber die durch
sGC-Aktivierung bzw. PDE5-Hemmung stimulierten protektiven Effekte auf den
I/R-Schaden (Methner et al. 2013b).

1.6.7 Pharmakologische Modulation des NO/cGMP/PKG I-Signalweges bei
I/R

Viele Erkenntnisse Uber den NO/cGMP/PKG I-Signalweg sprechen flr seine Aktivierung
und seinen kardioprotektiven Einfluss bei I/R. Aus diesem Grund wurde eine Vielzahl von
pharmakologischen Substanzen untersucht, die Molekile aus diesem Signhalweg
modulieren. Das wohl bekannteste, bereits seit 1998 auf dem deutschen
Arzneimittelmarkt unter dem Namen Viagra erhéltliche Pharmakon, stellt Sildenafil aus
der Wirkstoffklasse der PDE5-Inhibitoren dar. Diese Arzneistoffe sind seit langerem fir die
Therapie der erektilen Dysfunktion im Einsatz, da die erhohten cGMP-Spiegel zu einer
besseren Durchblutung des Corpus cavernosum penis fihren. Des Weiteren rlicken sie
bei der Therapie der pulmonalen Hypertonie, insbesondere in Kombination mit
Angiotensin lI-Rezeptorantagonisten, in den Fokus (Galie et al. 2016). Fur Sildenafil (SIL)
und den Weiterentwicklungen Tadalafil (TAD) und Vardenafil, welche noch spezifischer
die PDE5 hemmen, existiert eine Reihe Uberzeugender Studien, die eine Kardioprotektion
wahrend I/R im Tierversuch zeigen (Salloum et al. 2007, Das et al. 2009, Salloum et al.
2009, Koka et al. 2013, Methner et al. 2013b). In einer Klinischen Studie mit 70
Postinfarkt-Patienten mit diastolischer Dysfunktion (SIDAMI-Studie) konnte allerdings kein
Benefit durch eine Sildenafil-Behandlung (3x40 mg pro Tag) festgestellt werden
(Andersen et al. 2013). Milrinon, ein PDE3-Inhibitor, zeigte einen Zusatznutzen bei der
kurzfristigen Therapie der Herzinsuffizienz nach Myokardinfarkt (Karlsberg et al. 1996,
Zewail et al. 2003). Es ist jedoch keine Reduktion des I/R-Schadens und damit keine
direkte Beeinflussung der Infarktgrol3e beschrieben. Mit 8-Bromo-cGMP, einem
zellpermeablen cGMP-Analogon, steht eine Substanz zur Verfigung, mit der bereits im
Tiermodell eine Reduktion der Infarktgrofe erreicht werden konnte (D'Souza et al. 2003,
Giricz et al. 2009).
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NO/sGC stellen weitere Komponenten der Signalkaskade und damit potentielle
Angriffspunkte fir die Therapie des akuten Myokardinfarkts dar. GefalRerweiternde
NO-Donatoren wie die Arzneistoffe Molsidormin und Isosorbidmononitrat finden ihren
Einsatz bei pektangiésen Beschwerden. Bei einigen kardiovaskularen Erkrankungen wie
der Hypertonie oder der koronaren Herzkrankheit (KHK) erzielen die NO-Donatoren nicht
die gewiinschte Wirksamkeit bzw. es entwickelt sich nach mehrjahriger Anwendung ein
Gewodhnungseffekt, die sog. ,Nitrattoleranz® (Chirkov and Horowitz 2007). Ein weiterer
Nachteil dieser Arzneistoffe sind die vielen Nebeneffekte von NO wie beispielsweise
S-Nitrosylierungen (Handy and Loscalzo 2006), DNA-Schaden (Burney et al. 1999) oder
Interaktionen mit Cytochrom C-Oxidasen (Erusalimsky and Moncada 2007). Fur
Nitroglycerin konnte im akuten Myokardinfarktmodell mit 30 min Isch&mie, gefolgt von drei
Stunden Reperfusion bei einer kontinuierlichen Infusion fur 65 min, beginnend funf
Minuten vor Ende der Ischamie keine Protektion festgestellt werden (Salloum et al. 2007).
In einer 2015 veroffentlichten Phase 1l-Studie fiihrte die intrakoronare Applikation von
Sodiumnitrit unmittelbar vor der Ballondilatation ebenfalls zu keiner Reduktion der
InfarktgroRe (Jones et al. 2015).

In den letzten Jahren sind Arzneistoffe, die die sGC modulieren, in den Fokus geriickt und
ihre Entdeckung und Entwicklung wurde 2015 mit dem deutschen Zukunftspreis
ausgezeichnet. Hier muss zwischen zwei Gruppen differenziert werden. Die Stimulatoren
kénnen sowohl NO-unabhangig als auch synergistisch mit NO die sGC stimulieren. Als
Voraussetzung besteht hier jedoch die Prasenz der reduzierten Hamgruppe (Friebe et al.
1996). Der sGC-Stimulator Riociguat (BAY 63-2521) stellt den ersten Vertreter der neuen
Wirkstoffklasse dar, welcher fir die Therapie der chronisch-thromboembolischen
pulmonalen Hypertonie (CTEPH) und der pulmonal-arteriellen Hypertonie (PAH)
zugelassen ist (Ghofrani et al. 2013a, Ghofrani et al. 2013b). Dessen Weiterentwicklung
Vericiguat (BAY 1021189) befindet sich derzeit in einer ersten Phase Ill-Studie
(VICTORIA-Studie), in welcher seine Wirksamkeit an ca. 5000 Herzinsuffizienzpatienten
mit reduzierter Auswurffraktion untersucht wird. Im Gegensatz hierzu agieren die
sGC-Aktivatoren unabhangig von NO und der Hamgruppe (Stasch et al. 2006). Die
bekanntesten Vertreter sind hierbei Cinaciguat (BAY 58-2667) und Ataciguat (HMR-1766),
deren Effektivitat in Studien zur akuten, dekompensierten Herzinsuffizienz (Hingorany and
Frishman 2011) und =zur Behandlung einer durch Kalzifikation erworbenen
Aortenklappenstenose (ClinicalTrials.gov-ID-Nummer: NCT02049203) untersucht werden.
Die positiven Effekte auf die Herzfunktion und auf die kardialen Umbauprozesse von
Ataciguat bei Langzeitgabe, welche an Tag 10 post-MI begonnen wurde, konnten in
Ratten bereits bestétigt werden (Fraccarollo et al. 2014). Sowohl der Einfluss von

sGC-Stimulatoren als auch -Aktivatoren auf den akuten I/R-Schaden wurde bereits in vivo
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und ex vivo im Tiermodell untersucht. Interessanterweise kénnen beide Substanzklassen
das Herz vor einem akut auftretenden Schaden schitzen und die Infarktgrof3e reduzieren
(Ockailli et al. 2008, Salloum et al. 2012, Methner et al. 2013b, Bice et al. 2014). Fur
Riociguat konnte zudem eine verbesserte Prognose der Herzfunktion 28 Tage nach
erzeugtem Myokardinfarkt gezeigt werden (Methner et al. 2013a).

Zusammenfassend konnten bislang vor allem fur die Inhibitoren der PDES5, sowie fir die
Modulatoren der sGC Vvielversprechende Therapieansatze zur Reduktion des
I/R-Schadens im Tierversuch beobachtet werden, die erwiinschten kardioprotektiven

Effekte in Myokardinfarktpatienten blieben (bisher) allerdings aus.

1.7 Der BK-Kanal

1.7.1 Struktur und Lokalisation

Kaliumkanéle werden ubiquitar in praktisch allen Zellen des Organismus exprimiert und
spielen eine wichtige Rolle in der Regulation des Membranpotentials. Anhand ihrer
Struktur, Funktion und Aktivierbarkeit kann diese sehr heterogene Familie von
lonenkandlen in weitere Unterfamilien eingeteilt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird
speziell auf die Gruppe der Ca?*-abhangigen Kaliumkanéale und dabei insbesondere auf
den BK-Kanal eingegangen.

Die durch Ca?" aktivierbaren Kaliumkanale koénnen aufgrund ihrer unterschiedlichen
Leitfahigkeit in drei weitere Gruppen, in SK- (small conductance K), in IK- (intermediate
conductance K*) und in BK- (big conductance K*) Kanale, unterteilt werden. Der BK-Kanal
(auch MaxiK, Kcal.1, KCNMAL1 und mSlol) unterscheidet sich dabei durch seine hohe
Leitfahigkeit von 100-300 pS von den SK- und IK-Kanal mit Leitfahigkeiten von 2-25 pS
(Blatz and Magleby 1986, Stocker 2004) bzw. 20-80 pS (Marty and Neher 1985, Lang and
Ritchie 1990). Ein weiteres wichtiges Merkmal des BK-Kanals ist die Eigenschaft, dass er
im Gegensatz zu den beiden anderen Kanélen auch spannungsgesteuert aktiviert werden
kann (Barrett et al. 1982).

Strukturell besteht der BK-Kanal aus vier porenformenden a-Untereinheiten, die ein
Tetramer ausbilden, sowie aus regulatorischen fp- und y-Untereinheiten. Die
a-Untereinheiten werden von einem Gen Kcnmal kodiert und unterscheiden sich einzig
durch die Ausbildung verschiedener SpleiRvarianten (Adelman et al. 1992, Chen et al.

2005). Eine Regulation des STREX (stress axis regulated exon)-SpleiRens moduliert
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beispielsweise die Sensitivitat fur Ca?'- und Spannung, die Kanalaktivitit und die
Aktivierbarkeit des Kanals durch die Proteinkinase A (PKA) (Zhou et al. 2012).

NH,*

NH3* COO-
COO- Ca?* bowl
\_/
RCK2

Abbildung 7: Modelldarstellung der a-, - und y-Untereinheiten des BK-Kanals

Die a-Untereinheit besteht aus sieben transmembrandren Domé&nen (S0-S6), die den Spannungssensor (S4)
und die Kanalpore zwischen S5 und S6 beinhalten, sowie aus einem ca. 800 Aminosauren langen
C-Terminus mit vier hydrophoben Segmenten (S7-S10) und zwei RCK (regulator of conductance for
K*)-Doméanen. Sowohl die RCK1-Domane als auch die sog. Ca?* bowl in der RCK2-Domane beinhalten
aktivitatsbeeinflussende Sensoren fiir Ca?*. Die akzessorischen B- und y-Untereinheiten tGben Einflisse auf
die Lokalisation und die Ca?*-unabhangige Aktivierbarkeit des BK-Kanals aus.

Jede a-Untereinheit gliedert sich wie in Abbildung 7 dargestellt in einen extrazellularen
N-Terminus, gefolgt von sieben Transmembrandoméanen (S0-S6), sowie einem ca. 800
Aminosauren langen, ins Zytoplasma ragenden C-Terminus, der vier weitere hydrophobe
Abschnitte (S7-S10) enthalt (Meera et al. 1997). Zwischen den Segmenten S5 und S6 ist
die fir K* durchlassige Pore ausgebildet. Der Spannungssensor in Segment 4 stellt ein
unter spannungsabhangigen Kaliumkanalen (K,) konserviertes Motiv dar (Diaz et al.
1998). Im Gegensatz dazu unterscheidet sich der BK-Kanal von den anderen K,-Kanélen
durch ein siebtes Segment (S0), welches den N-Terminus auf die extrazellulare Seite
verlagert. Der C-Terminus beinhaltet zwei hochaffine Bindungsstellen fir Ca?*. Eine
davon ist in der RCK1 (regulator of conductance for K*)-Domane lokalisiert, welche als ein
Regulator der Ca?*-Leitfahigkeit fungiert und somit entscheidend die Offnungs-
wahrscheinlichkeit des Kanals beeinflusst (Jiang et al. 2001, Xia et al. 2002, Lingle 2007).
Die zweite befindet sich in einer aspartatreichen Region, der sog. ,Ca?" bowl“ (Schreiber
and Salkoff 1997). Neben Ca?* existiert in der RCK1-Domane zudem eine Bindungsstelle

fur Magnesium (Mg?*), welches Ca?*-unabhangig, vermutlich aber durch Interaktion mit
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dem Spannungssensor, den BK-Kanal aktiviert (Shi et al. 2002, Yang et al. 2007, Yang et
al. 2008). Hinzu kommen Sequenzbereiche, die Effekte durch pH-Wertanderungen (Hou
et al. 2008b), Kohlenstoffmonoxid (Hou et al. 2008a), freie Hamgruppen (Tang et al.
2003), ROS (Tang et al. 2004), sowie durch Phosphorylierung mittels den Kinasen PKA,
PKC und PKG (Schubert and Nelson 2001, Zhou et al. 2001, Tian et al. 2004) vermitteln.

Zusatzlich zu den intrazellularen Liganden werden die Lokalisation und Funktion des
BK-Kanals von akzessorischen B- und y-Untereinheiten beeinflusst (Abbildung 7). Es sind
vier unterschiedliche B-Untereinheiten (Bi-4) bekannt, die einen gemeinsamen Aufbau von
zwei transmembrandren Doméanen und intrazellularen N- und C-Termini besitzen (Knaus
et al. 1994). Erst 2012 wurden die y-Untereinheiten (yi14) identifiziert, welche im
strukturellen Aufbau eine leucinreiche LRR (leucine-rich repeats)-Sequenz vereint. Neben
einer Beeinflussung der Lokalisation des BK-Kanals, fuhren sie zu einer
Ca?*-unabhangigen Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierungskurve in
negativer Richtung (Yan and Aldrich 2012).

Der BK-Kanal ist in fast allen Zelltypen an der Plasmamembran lokalisiert (Wellman and
Nelson 2003). Eine Ausnahme bilden hier neben Gliomzellen und Astrozyten die
Kardiomyozyten, in welchen der BK-Kanal ausschlieBlich in der inneren
Mitochondrienmembran (IMM) nachgewiesen werden konnte (Xu et al. 2002, Douglas et
al. 2006, Singh et al. 2013, Soltysinska et al. 2014). Mittlerweile konnten noch weitere
intrazellulare BK-Kanale im Nukleus, ER und Golgiapparat identifiziert werden, deren

Funktion aber weitgehend unbekannt ist (Singh et al. 2012).

.. Overlay Abbildung 8: Mitochondriale Lokalisation des
R BK-Kanals

(A) Lokalisation des BK-Kanals (BKca) in
Mitochondrien durch Koféarbung von
ventrikularen Kardiomyozyten mit Mitotracker
und anti-BK-Antikdrper (Singh et al. 2013). (B)
Kardiomyozytare Mitoblasten von BK-

B BK** BK- io0ms Wildtyptieren (BK**) zeigten bei +80 mV vier
jﬁ"‘ i ey q“mwmw . Leitfahigkeiten mit unterschiedlichen
5 VUL D) VA £ | QYR | 15 . . ey - . .
. Frequenzen (linke Spuren). Die Leitféhigkeit bei
45 ~ et on I£ 190 pS war hingegen in den Mitoblasten
_:g-mmmm Gl LU UAR R L 1 globaler BK-Knockouts (BK¥) nicht messbar
2 | bl . (rechte Spuren). (Soltysinska et al. 2014)
5T MM AN 12

Die mitochondriale Lokalisation des BK-Kanals in den Kardiomyozyten, im Folgenden als
mitoBK bezeichnet, ist in Abbildung 8A dargestellt. Sie wird bedingt durch ein 50
Aminosauren langes Spleiliexon (DEC) am C-Terminus (Singh et al. 2013). Die gleiche
Arbeitsgruppe konnte in einer erst kurzlich verotffentlichten Studie zeigen, dass eine

Interaktion zwischen dem mitoBK und TOM22, einem Bestandteil des
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Translokasekomplexes, der Proteine tber die duRere Mitochondrienmembran transloziert,
auftritt (Zhang et al. 2016). Dies fuhrte sie zu der Vermutung, dass der mitoBK Uber den
TOM (translocase of the outer membrane)-Komplex in den mitochondrialen

Intermembranraum gelangt.

Eine weitere Bestatigung der mitochondrialen Expression des BK-Kanals, konnte durch
elektrophysiologische Messungen in kardiomyozytaren Mitoblasten gezeigt werden. Hier
wiesen BK-Wildtyptiere (BK-WT) vier Leitfahigkeiten mit unterschiedlichen Frequenzen
auf, wobei die Leitfahigkeit bei 190 pS in globalen BK-KOs nicht messbar war (Abbildung
8B). Diese Leitfahigkeit zeigte sich zudem in BK-WT sensitiv fir die Zugabe eines
BK-Kanalb6ffners und -blockers. (Soltysinska et al. 2014)

In den Mitochondrien von ventrikularen Myozyten wurden neben den a-Untereinheiten, vor
allem Bi-Untereinheiten identifiziert (Ohya et al. 2005). Bislang ist noch ungeklart, ob in
den Mitochondrien zudem auch y-Untereinheiten existieren. In der Cochlea konnte mittels
Proteomik gezeigt werden, dass 20 % der Proteine, die mit dem BK-Kanal interagieren,
mit Mitochondrien assoziiert sind (Kathiresan et al. 2009). Interessanterweise findet eine
direkte Interaktion zwischen der Bi-Untereinheit des mitoBKs und der Cytochrom
C-Oxidase, einer Komponente der Atmungskette, statt (Ohya et al. 2005). Neben den
Kardiomyozyten konnte eine Expression von BK-Kanalen auch in humanen Fibroblasten
(Wang et al. 2006) und kardialen Neuronen (Wojtovich et al. 2013) sowie in
Glattmuskelzellen (Knaus et al. 1994) nachgewiesen werden. In diesen Zelltypen ist der

BK-Kanal vermutlich ausschlielich in der Zellmembran lokalisiert.

1.7.2 Physiologische Bedeutung des BK-Kanals

Neben seiner vielseitigen Aktivierbarkeit unterliegt der BK-Kanal einer breitgefacherten
Gewebeverteilung. So wird er in zahlreichen glattmuskularen Geweben wie in Gefal3en
(McCobb et al. 1995), den Atemwegen (Savaria et al. 1992), der Harnblase (Herrera et al.
2000) und dem Corpus cavernosum (Werner et al. 2005) exprimiert. Eine Dysfunktion des
BK-Kanals wird hierbei mit einer Reihe von Erkrankungen wie Hypertonie (Pluger et al.
2000, Sausbier et al. 2005), erektile Dysfunktion (Werner et al. 2008), sowie
Reizblasenysmptomatik und Inkontinenz (Meredith et al. 2004, Sprossmann et al. 2009)
assoziiert. Neuronal spielt der BK-Kanal fur die Erregbarkeit von Neuronen sowie fir die
Neurotransmitterausschittung in synaptischen Endigungen eine wichtige Rolle (Sausbier
et al. 2004, Wang 2008). Eine Deletion des BK-Kanals im Tiermodell zeigt sich in einer
zerebralen Dysfunktion, welche sich in fehlender motorischer Koordination und

lokomotorischen Stérungen &auf3ert. Des Weiteren kénnen epileptische Anfélle (Du et al.
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2005), Stoérungen im zirkadianen Rhythmus (Meredith et al. 2006) sowie abnormale
Lidschlussreflexe aufgrund einer reduzierten Aktivitat der zerebralen Purkinjezellen
auftreten (Sausbier et al. 2004). BK-Knockouttiere wiesen nach der Okklusion der
mittleren Zerebralarterie ein groReres Infarktareal, schwerwiegendere neuronale Defizite
sowie eine erhdhte Mortalitat auf (Liao et al. 2010). Eine Beteiligung der BK-Kanéle an
hormonellen Sekretionsprozessen wurde beispielsweise fur die Katecholamin-
ausschittung aus dem Nebennierenmark und die Aldosteronfreisetzung aus der
Nebennierenrinde postuliert (Lingle et al. 1996, Nagayama et al. 1998, Sausbier et al.
2005). Im Ohr kann die Abwesenheit der BK-Kanale, welche in den inneren Haarzellen
der Cochlea lokalisiert sind, zu einem progressiven Horverlust fiihren (Ruttiger et al.
2004). Zudem werden dem BK-Kanal Funktionen fur die Filtration in der Niere (Pluznick et
al. 2005), die K*-Sekretion im Kolon (Sausbier et al. 2006, Sorensen et al. 2008), die
angeborene Immunitat (Ahluwalia et al. 2004), die Migration von Tumorzellen (Edalat et
al. 2016) und die Entstehung von Adipositas (lllison et al. 2016) zugeschrieben.

Im Herzen wird eine Beteiligung des BK-Kanals am Sinusrhythmus postuliert, da eine
pharmakologische Inhibierung des Kanals mit einer reduzierten Herzfrequenz und einer
verlangsamten Schrittmacherfunktion einhergeht (Imlach et al. 2010, Lai et al. 2014). Auf

die Rolle des BK-Kanals bei I/R wird im nachfolgenden Abschnitt genauer eingegangen.

1.7.3 Einfluss des mitoBKs auf den I/R-Schaden

Mitochondriale Prasenz ist neben dem mitoBK auch fiir eine Reihe weiterer Kaliumkanéle
beschrieben wie beispielsweise fur die zu Beginn des Kapitels erwahnten IK- und SK-
Kandle, sowie fur TASK-3 (two-pore acid sensitive type 3), spannungsabhangige (Kv1.3),
pH-sensitive und ATP-abhangige K*-Kandle (mitoKare). Fir letztere, deren Lokalisation
parallel zum mitoBK an der IMM nachgewiesen werden konnte, existiert eine Reihe von
Studien, die ihren protektiven Einfluss bei I/R postulieren (Oldenburg et al. 2004, Costa
and Garlid 2008), jedoch auch kontrovers diskutiert werden (Garlid and Halestrap 2012).
Wohingegen der Karp-Kanal auch am Sarkolemma von Kardiomyozyten exprimiert wird
(Suzuki et al. 2002), ist der BK-Kanal wie bereits erwéhnt einzig an der IMM lokalisiert.
Durch die Offnung des mitoBKs (und des mitoKarps) stromt K* in das Mitochondrium, was
zu einer Depolarisation des Membranpotentials fuhrt. Dies limitiert den starken
Ca?"-Einstrom, der wahrend der Ischamie und insbesondere der Reperfusion in der
mitochondrialen Matrix auftritt (Sato et al. 2005, Kang et al. 2007). Studien sowohl in

isolierten Mitochondrien als auch in isolierten Herzen konnten eine reduzierte
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ROS-Bildung durch die pharmakologische Offnung des mitoBKs (siehe hierfir auch 1.7.4)
zeigen (Stowe et al. 2006, Heinen et al. 2007a).

Isolierte Kardiomyozyten von globalen BK-Knockouttieren wiesen erhohte ROS-Spiegel
nach Anoxie/Reoxygenierung auf. Die globale Deletion des BK-Kanals fiihrte zudem in
ventrikularen Muskelfasern zu Beeintréachtigungen im energetischen Stoffwechsel durch
eine reduzierte Kapazitat in der oxidativen Phosphorylierung sowohl unter Normoxia als
auch unter Anoxie/Reoxygenierung. (Soltysinska et al. 2014)

Ein weiterer Punkt ist die Annahme, dass die hohe intramitochondriale K*-Konzentration
und die Depolarisation des Membranpotentials dem Protoneneinstrom entgegenwirken
und so eine leichte Entkopplung der Atmungskette bewirken, wodurch reaktive
Sauerstoffspezies entstehen (Stowe et al. 2006). Diese kdnnten eine Aktivierung der
PKCe begiinstigen, welche ihrerseits eine Offnung der mPTP verhindern kann (Costa and
Garlid 2008). Auch eine direkte Inhibition des mitoBKs durch das proapoptotische Protein
Bax (siehe Abschnitt 1.4) und eine daraus resultierende Offnung der mPTP ist moglich
(Cheng et al. 2008, Cheng et al. 2011). Des Weiteren konnte in koexprimierenden
HEK-Zellen eine Interaktion des mitoBKs mit der ATP/ADP-Translokase nachgewiesen
werden, die neben dem Transport von ATP aus dem Mitochondrium auch einen Regulator
der mPTP darstellt (Zhang et al. 2016). Die bereits unter Abschnitt 1.5.1 beschriebenen
kardioprotektiven Konditionierungseffekte kénnen durch eine globale Ausschaltung des

BK-Kanals ex vivo aufgehoben werden (Soltysinska et al. 2014).

Erste Hinweise lassen vermuten, dass der BK-Kanal eine wichtige Rolle fiir die durch
cGMP-Erh6hung induzierte Kardioprotektion bei I/R spielt. So war in isolierten
Rattenherzen eine Reduktion der Infarktgrof3e durch eine 10-minitige Infusion von
Sildenafil unmittelbar vor der ischAmischen Phase bei gleichzeitiger Blockade des
BK-Kanals mit Paxilline bzw. der PKG | durch KT5823 nicht mehr mdglich (Behmenburg
et al. 2015). Eine direkte, Ca?*-unabhangige Aktivierung des plasmamembransténdigen
BK-Kanals durch den NO/cGMP/PKG I-Signalweg konnte bereits in mehreren Zelltypen
bestatigt werden (Sausbier et al. 2000, Swayze and Braun 2001). Dabei sind drei
Serinreste am C-Terminus der a-Untereinheit identifiziert, welche direkt von der PKG |
phosphoryliert werden (Kyle et al. 2013). Dennoch ist bislang noch ungeklart wie das
Signal von der zytosolischen PKG | tber die &uRere Mitochondrienmembran zum mitoBK
an der IMM transferiert wird. Dass diese Signaltransduktion stattfindet, konnte bereits fur

den mitoKare gezeigt werden (Costa et al. 2005).
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1.7.4 Pharmakologische Modulation

NeuroSearch war eines der ersten Unternehmen, das einen synthetischen BK-Kanaloffner
namens NS2004 entwickelte (Olesen et al. 1994b). Mittlerweile steht eine Reihe von
synthetischen Substanzen zur Verfiigung, von denen das Benzimidazolonderivat NS1619
und der Biaryl-thioharnstoff NS11021 die grof3te Bekanntheit erlangt haben (Olesen et al.
1994a, Bentzen et al. 2007). Es wird postuliert, dass NS1619 entweder direkt an die
Linkerregion zwischen dem Segment S6 und der RCK bindet oder dass die Konformation
dieser Region entscheidend fir eine Aktivierung durch NS1619 ist (Gessner et al. 2012).
Bei verschiedenen Spezies wie Mausen (Xu et al. 2002, Wang et al. 2004), Ratten (Cao
et al. 2005, Gao et al. 2005), Meerschweinchen (Stowe et al. 2006) und Kaninchen (Shi et
al. 2007) konnte bereits in isolierten Langendorffherzen eine Reduktion des I/R-Schadens
durch die Administration von NS1619 gezeigt werden. Allerdings demonstrierte NS1619
weder eine gute Wirksamkeit noch eine hohe Spezifitat. Bedeutende Nebeneffekte stellen
die zusatzliche Inhibition von L-Typ Ca?*-Kandlen in ventrikularen Myozyten sowie von
spannungsabhangigen Ca?*-, K*- und Na*-Kanalen dar (Edwards et al. 1994, Olesen et al.
1994a, Holland et al. 1996, Park et al. 2007). Zudem postulierte die Gruppe um Alicia J.
Kowaltowski komplett BK-Kanal unabhangige Mechanismen in Mitochondrien als
Ausléser fur die Kardioprotektion (Cancherini et al. 2007). NS11021 stellt ein deutlich
selektiveres und potenteres Pharmakon dar und wurde deshalb auch im Rahmen der
vorliegenden Arbeit verwendet. Seine Wirkung entfaltet es durch die Verschiebung der
spannungsabhangigen Aktivierungskurve in negativer Richtung und einer daraus
resultierende Erhéhung der Offnungswahrscheinlichkeit (Bentzen et al. 2007). In ex-vivo-
Systemen fuhrte NS11021 ebenfalls zu einer Kardioprotektion nach I/R (Bentzen et al.
2009, Woijtovich et al. 2013).

Erst kurzlich wurde Rottlerin (auch Mallotoxin) als wirksamer BK-Kanalaktivator in
Zusammenhang mit Kardioprotektion bei induzierter Kardioplegie beschrieben. Dabei
erfolgt die Annahme, dass Rottlerin vergleichbar zu den y-Untereinheiten den BK-Kanal
durch Interaktion mit der porenformenden a-Untereinheit stimuliert. Es resultiert eine
Linksverschiebung der Aktivierungskurve um ca. 70 mV, was insbesondere bei einem
Membranpotential von mehr als -150 mV an der IMM fir den mitoBK von Bedeutung ist.
(Cordeiro et al. 2015a, Cordeiro et al. 2015b)

Des Weiteren existieren neben endogenen BK-Kanaldffnern wie Arachidonsaure (Hou et
al. 2009) und 17p-Estradiol (Ohya et al. 2005) noch eine neuere Gruppe, die sog. GoSlo-
SR-Familie (Roy et al. 2012) und einige Arzneistoffe, welche neben ihrer Hauptwirkung
Einfluss auf die Aktivierung des BK-Kanals nehmen. Hierzu zahlen beispielsweise das
Antiepileptikum Zonisamid (Huang et al. 2007), der selektive Estrogenrezeptor-modulator
Tamoxifen (Dick et al. 2001) sowie der PDE3-Inhibitor Cilostazol (Wu et al. 2004).
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Das aus Penicillium paxilli stammende Alkaloid Paxilline ist der am haufigsten eingesetzte
BK-Kanalblocker. Der genaue Wirkmechanismus ist noch nicht entschlisselt, doch wird
eine allosterische Bindung des Paxillines vermutet, welche die Neigung des BK-Kanals fir
den geschlossenen Zustand um ein 500-faches erhdht gegenliber dem offenen Zustand
(Zhou and Lingle 2014). Dabei ist Paxilline auch in der Lage den mitoBK an der IMM zu
inhibieren (Aon et al. 2010, Soltysinska et al. 2014). Die Administration von Paxilline kann
zudem im Langendorffmodell die Kkardioprotektiven Wirkungen von NS11021
antagonisieren (Bentzen et al. 2009). Ein Nachteil von Paxilline stellt die zusatzliche
Hemmung von SERCA dar (Bilmen et al. 2002). Die BK-Kanalinhibitoren Iberiotoxin und
Charybdotoxin zeigen eine hohe Spezifitat fir den BK-Kanal, sind aber aufgrund ihrer
Peptidstruktur ungeeignet fur die Modulation mitochondrialer Kanéle (Clements et al.
2015).

Zusammenfassend kann der BK-Kanal pharmakologisch moduliert werden, allerdings ist

bislang keine spezifische Blockade/Offnung des mitoBKs maglich.
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1.8 Zielsetzung

Die Therapieoptionen beim akuten Myokardinfarkt sind limitiert. Trotz intensiver
Forschung ist bislang die schnellstmdgliche Wiedererdffnung des verschlossenen
KoronargefdRes in Kombination mit einer antithrombotischen Therapie die einzige
Moglichkeit das Herz vor dem voranschreitenden Ischamieschaden zu schitzen. Die
akute Wiederherstellung des Blutflusses, die sog. Reperfusion, fuhrt vermutlich tGber eine
exzessive Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) jedoch auch selbst zu Zelltod
und kardialer Dysfunktion (Garcia-Dorado 2004). Zahlreiche préklinische Befunde
implizieren, dass mithilfe von mechanischen sowie pharmakologischen Konditionierungs-
ansatzen der Ischamie/Reperfusions (I/R)-Schaden reduziert werden kann. Hierbei
scheint die Aktivierung des NO/cGMP/PKG I-Signalweges eine bedeutende Rolle zu
spielen. Basierend auf zellfreien Untersuchungsmodellen sowie unterstitzt durch ex-vivo-
Analysen wurden mitochondriale K*-Kanale als mogliche Effektormolekille der cGMP-
vermittelten Kardioprotektion postuliert (Costa et al. 2008). Eine Offnung dieser K*-Kanéale
wirkt moglicherweise limitierend auf die ROS-Freisetzung und Ca?*-Uberladung und somit
auf den I/R-Schaden. In diesem Zusammenhang war ein zentrales Ziel dieser Arbeit die
Rolle des endogenen BK-Kanals fur die Protektionsmechanismen in Kardiomyozyten bei
Myokardinfarkt in vivo zu entschlisseln. Hierfiir wurden erstmals Mausmutanten mit einer
globalen bzw. mit gewebespezifischen Deletionen des BK-Kanals in einem in-vivo-
Myokardinfarktmodell mit 30 min Ischamie, gefolgt von 120 min Reperfusion analysiert. Es
wurden die Auswirkungen der Kardiomyozyten-spezifischen BK-Kanalablation auf
kardiovaskulare Funktionsparameter wie Blutdruck und Herzfunktion sowie auf die
myokardialen I/R-Schaden erfasst. Neben den akuten Auswirkungen auf die Infarktgrofl3e
wurden auch die Klinisch relevanteren Langzeitfolgen des Myokardinfarkts nach 4
Wochen Reperfusion anhand Veranderungen in der Herzfunktion und des
Fibrosierungsgrades studiert. Von groBem Interesse war zudem der in der
Eingangshypothese formulierte Zusammenhang zwischen dem BK-Kanal und den cGMP-
abhangigen Schutzwirkungen bei Myokardinfarkt und damit die Annahme, dass die
direkte Offnung des mitoBKs mittels pharmakologischer Ansétze in vivo kardioprotektiv
wirkt. Um die entsprechenden Zusammenhénge und Mechanismen abzubilden wurden
cGMP-erhdhende Wirkstoffe und direkte BK-Kanalmodulatoren im Sinne einer
pharmakologischen Pra- bzw. Postkonditionierung verwendet. Ein Fokus der vorliegenden
Arbeit lag dabei auch auf der kardiomyozytaren sGC, die moglichweise den primaren
Generator des kardioprotektiven cGMPs bei I/R darstellt. In Analogie zu den Studien im
mitoBK-Mausmodell wurde fur diese Untersuchungen der I/R-Schaden bei Myokardinfarkt
erstmalig in Mausmutanten mit einer Kardiomyozyten-spezifischen sGC-Ablation

charakterisiert.
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2. Material und Methoden

Allgemeine Laborgerédte, Software und standardmafig verwendete Chemikalien und

Laborverbrauchsmaterial sind

Abschnitt 2.1 aufgefuhrt. Versuchsspezifische

Materialien, Substanzen und Puffer sind zusammen mit den entsprechenden Methoden in

den jeweiligen Abschnitten 2.3-2.7 tabellarisch aufgelistet.

2.1 Allgemeine Materialien

2.1.1 Gerate
Gerat Hersteller
Amersham Imager 600 GE-Healthcare
Analysenwaage VWR-124, Sartorius
Autoklav VX-55, Systec

BioDoc Analyze

Echokardiograph fiir Kleintiere
Eismaschine

Elektrodenplatten fir Semi-Dry (WB)
Elektrophoresekammer (Agarosegel)
Elektrophoresekammer (SDS-Page)
ELISA-Plattenreader

EttanDige Imager
Fluoreszenzmikroskop
GelgieRapparatur
Gewebehomogenisator

Hamilton-Spritze

Heizblock

Heizplatte mit Temperaturkontrolle
Isofluran-Absaugeanlage
Isofluran-Narkoseeinheit
Kreisschittler

Kryotom

Kihlzentrifuge
Langendorff-Perfusionsanlage
Lichtmikroskop
Luftstromschréanke (Tierhaltung)
Magnetische Heizplatte
Mehrfachdispenser
Messschieber

Mikrowelle

Nanophotometer
Netzanschlussgerat

PCR-Maschine
pH-Meter

Pipetten (10, 20, 200, 1000 pl)
Pipetten, 8-Kanal (200, 1000 pl)
Pipettierhilfe

ELV 3870, Tuttnauer

Biometra

Vevo 2100, VisualSonics

6213 Ziegra

Scie-Plas, 30034507

Sub-cell, BioRad

MiniProtean 3 Cell, BioRad
Tecan Infinite F200
GE-Healthcare

ApoTome, Zeiss

Bio-Rad

Polytron 1130, Kinematica
Minilys, Bertin Technologies
X035, Carl Roth

Thermomixer compact, Eppendorf
TCAT-2LV Controller, Physitemp
LAS, Groppler
0258-Narkoseinheit, VVolker
Genie 2 G560E, Scientific Industries
Microm HM, Thermo Scientific
Centrifuge 5417 R, Eppendorf
Harvard Apparatus

Axiovert 200, Zeiss

Uniprotect, Bioscape

50383, Heidoolph

Handy StepS, Brand

Digitale Schieblehre, Mitutoyo
MWG 800 FiF

P 330, Implen

EV 231, Consort

Standard Power Pack, P15, BioRad
Mastercycler, Eppendorf

pH 540 GLP, WTW

pH-Meter 761 Calimatic, Knick
Pipetman, Gilson

ResearchPro, Eppendorf
Accu-jet pro, Brand
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Prazisionswaage
Reagenzglasrotator
Reinstwasseraufbereitungsanlage

Schlauchpumpe (Kardiomyozytenisolation)
Schuttler
Stereomikroskop

Stoppuhr
Systemkamera
Taschenwaage
Telemetriesystem
Vacuumzentrifuge
Ventilator (Beatmung)
Warmelampe
Zentrifuge

BP2100S, Sartorius

3025, GFL
Purelab flex, Elga

Milli-Q Biocell, Millipore

Ismatec

S20, 60283-00, CAT

Leica M80
Leica EZ5

TR118, Oregon Scientific
Lumix TZ8, Panasonic

LS2000H, G&G
DataScience Int.

Concentrator 5301, Eppendorf
MiniVent Typ 845, Hugo Sachs Electronics

Infrarotlame, Beurer

Centrifuge 5415 D, Eppendorf
Centrifuge 5417 C, Eppendorf

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material Bestellnummer Hersteller
Aluminiumfolie Rotilabo 2596.1 Carl Roth
Costar Stripette 5 ml CL s4487 Corning
10 ml CL S4488 Corning
25 ml CL S4489 Corning
Einmalskalpell Blade 21 Feather Safety Razor
Filterpapier Rotilabo 0,35 mm CL67.1 Carl Roth
Konische Zentrifugenréhrchen 15 ml 430766 Corning
50 ml 430291 Corning
stehend 50 ml 430897 Corning
Kivetten 67.742 Sarstedt
Parafilm H666.1 Carl Roth
PCR Tube 0,5 ml 0030124.537 Eppendorf
Petrischalen 100 x 20 mm 430167 Corning
Pipettenspitzen 10 pl 765288 Greiner bio one
200 70.760.002 Sarstedt
1000 pl 70.762 Sarstedt
Préazisionswischticher KIMTECH AA64.1 Carl Roth
Reaktionsgefal? Rotilabo 1,5 ml CH76.1 Carl Roth
2,0 ml CKO06.1 Carl Roth
Reaktionsgefal? SafeSeal 1,5 ml 72.706.400 Sarstedt
Spritzen 1 ml Luer 3000013 BD Bioscience
Wageschélchen 1878.2 Carl Roth
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2.1.3 Software

Software

Hersteller

AxioVision Rel 4.8.1.0
Corel Draw 11

Dataquest A.R.T.3.1
EttanDige Imager 1.0

GNU Image Manipulation Program
GraphPad Prism 4

GSA Image Analyser
ImageQuant TL 7.0
Magellan 7

Microsoft Office 2010, 2013
Microsoft Windows 7, 10
Vevo Strain 2100

Zeiss

Corel Corporation
DataScience Int.
GE-Healthcare
GIMP

GraphPad Software
GSA
GE-Healthcare
Tecan

Microsoft
Microsoft
VisualSonics

2.2 Tiermodelle

2.2.1 Haltung

Die Zichtung und Haltung der Versuchstiere wurde in der Abteilung Pharmakologie,
Toxikologie und Klinische Pharmazie des Pharmazeutischen Instituts der Eberhard Karls
Universitat Tubingen durchgefiihrt. Die Haltung der Mause erfolgte in einem offenen
spezifiziert Pathogen-freien (SPF) Haltungssystem mit einer Raumtemperatur (RT) von 22
+ 2°C bei 50-60 % relativer Luftfeuchtigkeit und einem Rhythmus von abwechselnd 12
Stunden Helligkeit und 12 Stunden Dunkelheit. Die Tiere wurden in Gruppen von 2 bis 3
Mausen pro Kafig (Makrolon Typ Il) gehalten. Den Mausen standen grobes Holzeinstreu
und Nistmaterial sowie kleine Kunststoffhauser zur Verfligung. Sie wurden mit
Trinkwasser sowie einer handelsiblichen Standarddiat ad libitum ernahrt, welche taglich

kontrolliert wurden.

2.2.2 Transgene Mauslinien

2.2.2.1 Globale BK-Knockoutmause (BK™)

Fur das Modell des konstitutiven, globalen BK-Knockouts (kurz: BK-KO; BK”) wurden
Mause mit SV129/C57BL6-Hintergrund verwendet, die homozygot eine Deletion des fir
die Porenregion des BK-Kanals kodierenden DNA-Abschnitts in dem Kcnmal-Gen
aufwiesen. Als Kontrollen fungierten Wildtyp-Wurfgeschwister (kurz: BK-WT; BK**). Die
Generierung der BK”-Mause wurde 2004 von Sausbier et al. beschrieben (Sausbier et al.

2004). Die Verpaarung fur den Erhalt der Versuchstiere in der F2-Generation erfolgte
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durch Kreuzung heterozygoter 129.B6-KCNMA1"™PR-Mause (kurz: BK™). Die Zucht und
Genotypisierung der Tiere wurde von Frau Isolde Breuning durchgefihrt.

2.2.2.2 Kardiomyozyten-spezifische BK-Knockoutmause (CMBK™)

Die Generierung der konditionalen Kardiomyozyten-spezifischen BK-Knockoutméuse
(aMHC-Cre™*; BK” kurz: CMBK-KO; CMBK™") erfolgte mithilfe eines Cre/loxP-
Rekombinasesystems. Die Cre (cyclization recombinase)-Rekombinase katalysiert die
Rekombination zwischen zwei loxP (locus of X-over P1)-Erkennungssequenzen, welche
zuvor flankierend in dem zu entfernenden Genabschnitt (gefloxtes Allel, fl) eingebracht
wurden (Sternberg and Hamilton 1981). Die loxP-Sequenz besteht aus einem zentralen
Element mit 8 Basenpaaren, welches die Orientierung bestimmt, und beidseitig von
palindromischen Sequenzen mit jeweils 13 Basenpaaren flankiert wird. DNA-Segmente,
die zwischen zwei gleichgerichteten loxP-Stellen liegen, werden durch die Cre-

Rekombinase als kreisférmiges Produkt herausgeschnitten und abgebaut (Abbildung 9).

Cre

> — >+

loxP

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Cre/loxP-Systems

Das Zielallel (Quadrat) wird von zwei gleichgerichteten loxP-Stellen (Dreiecke) flankiert, welche von der Cre-
Rekombinase erkannt werden. Diese katalysiert die Rekombination der loxP-Sequenzen und bedingt damit,
dass das gefloxte Allel als kreisférmiges Produkt aus der DNA herausgeschnitten und abgebaut wird.

Als Promotor fur die Kardiomyozyten-spezifische Expression der Cre-Rekombinase wurde
das fur die schwere Myosinkette vom Typ 6c-kodierende Gen verwendet (Agah et al.
1997). Fur die Generierung der F1-Elterngeneration wurden heterozygote
B6.FVB-Tg(Myh6-cre)2182Mds/J-Mause (kurz: aMHC-Cre™*, Charles River Laboratories
/ Stock-Nr.: 011038) mit BK”*-Tieren gekreuzt (Abbildung 10).
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FO \\ aMHC-CreTe#

- BK+/+

X e BK#*

aMHC-CreTo#
- BK+/+

aMHC-CreTo/
BK-/+

aMHC-Cre*™*
- BK+/+

aMHC-Cre*
BK»/+

Abbildung 10: Verpaarungsschema zur Generierung der Elterntiere (F1) fir die Versuchstierkohorten
Kreuzung von aMHC-Cre-transgenen Tieren mit BK'*-Mausen fir die Generierung der F1-Elterntiere (roter
Kasten, (2)), sowie zum Erhalt der Linie (D).

Die aus der F1-Generation erhaltenen Nachkommen wurden einerseits zur Produktion der
Versuchstiere (Abbildung 10, (2)) und andererseits fiir den Erhalt der Elterngeneration
(Abbildung 10, (1)) eingesetzt. In einem weiteren Verpaarungsschritt wurden die
oMHC-Cre™*; BK™*-Mause der F1-Generation (Abbildung 10, (2) mit
129.B6-KCNMA1™-2PR (kurz: BK™ Eigenzucht)-Tieren verpaart (Abbildung 11).

F 1 QA aMHC-CreTo/+

B X \ e BKI

aMHC-CreTo*
- BK+/fI

aMHC-CreTo/+
o B K-/ﬂ

aMHC-Cre**
o BK+/fI

aMHC-Cre**
- BK-lﬂ

Abbildung 11: Verpaarungsschema zur Generierung der Versuchstiere (F2)
Die Verpaarung der F1-Nachkommen (Abbildung 10, (2)) mit den gefloxten BK-Tieren (BK"") resultierte in den
CMBK-CTR (aMHC-Cre™¥*; BK*" (1)) und CMBK-KO («MHC-Cre¥*; BK"" (2)) -Versuchstieren.
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Diese Kreuzung fuhrte wie in Abbildung 11 dargestellt neben den unerwiinschten
Genotypen ((3),®)) zu den CMBK*" (1)) und CMBK™" ((2)) -Versuchstieren. Die CMBK*/f-
Wurfgeschwister wurden hierbei als Kontrollen verwendet, da sie ebenfalls die Cre-
Rekombinase in den Kardiomyozyten exprimieren, wodurch sich potentielle Einfliisse des

Cre-Rekombinasetransgens besser abschatzen lassen.

2.2.2.3 Glattmuskelzell-spezifische BK-Knockoutméause (SMBK™)

Der Glattmuskelzell-spezifische BK-Knockout (SMMHC-CreER™ T9*; BK” kurz:
SMBK-KO; SMBK™) wurde ebenfalls mithilfe des Cre/loxP-Systems generiert. Die
Verpaarungen wurden analog zur Generierung der CMBK-Knockouttiere durchgefiihrt
(siehe Abschnitt 2.2.2.2). Da das SMMHC-CreER™-Transgen auf dem Y-Chromosom
lokalisiert ist, wurden ausschlie3lich mannliche Tiere dieser Linie fir die entsprechenden
Verpaarungen verwendet. Bei der eingesetzten Liganden-aktivierbaren Cre-Rekombinase
(CreER™) handelte es sich um ein Fusionsprotein aus der Cre-Rekombinase und einer
mutierten Ligandenbindungsdoméne eines Steroidrezeptors (Ostrogenrezeptor), an der
kein endogenes Ostrogen, aber ein synthetischer Ligand (Tamoxifen) binden kann um die
Cre-Rekombinase zu aktiveren. Die Expression der Cre-Rekombinase erfolgte unter der
Kontrolle des Glattmuskelzell-spezifischen Promotors fir das Gen Myh11, welches fir die
schwere Myosinkette kodiert (Wirth et al. 2008). Im Unterschied zu dem oMHC-Cre-
basierten Mausmodell (siehe Abschnitt 2.2.2.2) wurde die Glattmuskelzell-spezifische
Deletion des BK-Kanals erst durch Tamoxifengabe in zunachst pra-mutanten
SMBK""-Mausen induziert. SMBK*" (SMMHC-CreER™ T9*; BK*M, kurz: SMBK-CTR)-
Wurfgeschwister wurden ebenfalls mit Tamoxifen behandelt und als Kontrollen fir die

durchgefihrten Versuche verwendet.

1 mg/d Tamoxifen, i.p. Glattmuskel- Restliches

zellen Gewebe
SMMHC-CreTe; BK* ﬁ\ - > vk
—>—
SMMHC-CreT9"; BK-/ > Tage I_ > SMBK-

Abbildung 12: Tamoxifen-induzierte Deletion des BK-Kanalporenexons in Glattmuskelzellen

Die Aktivierung der Cre-Rekombinase in Glattmuskelzellen (SMMHC-Cre) erfolgte durch Injektion von
Tamoxifen (1 mg/d, i.p. fir 5 Tage). Nach weiteren sieben Tagen wurden die Tiere fur die Versuche
verwendet. Zielallel (Quadrat); loxP-Erkennungssequenzen (Dreiecke); SMBK-KO (SMBK”M), SMBK-CTR
(SMBK*M),

Fur die Aktivierung der Cre-Rekombinase wurde den mannlichen Versuchsméausen im
Alter von acht Wochen jeweils 1 mg Tamoxifen, gelést in 50 pl Miglyol, an funf

aufeinander folgenden Tagen intraperitoneal (i.p.) appliziert, wodurch spezifisch in der
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glatten Muskulatur eine Konversion des loxP-flankierten BK-Allels (fl) in ein BK-Knockout-
Allel (-) erzielt wurde (Abbildung 12). Nach einer Zeitspanne von sieben Tagen, nach
welcher die vollstandige Deletion des SMBKs zu erwarten war (Sprossmann et al. 2009),

wurden die Tiere innerhalb weiterer sieben Tage fur Experimente verwendet.

2.2.2.4 ROSA26 Cre-Reportermause

Mithilfe der ROSA26 Cre-Reportermaus (kurzz ROSA™®*) kann die Spezifitat und
Effizienz der gewebespezifischen Cre-Rekombination untersucht werden (Muzumdar et
al. 2007). In dieser Maus wurde ein DNA-Abschnitt ins Genom eingebracht, der sowohl fur
ein rot (mT) als auch fur ein grin (MG) fluoreszierendes, membranstandiges, global
exprimiertes Protein kodiert. Die fir mT-kodierende DNA-Sequenz wird dabei von zwei
loxP-Stellen flankiert. Somit erscheinen samtliche Gewebe der Maus unter dem
Fluoreszenzmikroskop zunéchst rot. Nach Cre-vermittelter Rekombination kommt es zur
Exzision des gefloxten mT-Abschnitts. In Abhangigkeit von der Spezifitdt und Effizienz der
Cre wird in der Folge das grin fluoreszierende mG-Protein exprimiert. In Abbildung 13
sind die entsprechenden Vorgéange fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten
Analysen der ROSA™¢*-Reportermausen nach Verpaarung mit der aMHC-Cre™*-
Mauslinie, die eine Kardiomyozyten-spezifische Cre-Rekombinase bildet (siehe Abschnitt
2.2.2.2), dargestellt.

Abbildung 13: Prinzip des globalen, doppel-
pCA
fluoreszenten Cre-Reportermausmodells
WA @ _[:,-..-._ Ein gefloxter DNA-Abschnitt fuhrt in den
= ROSA™G*-Mausen zu einer ubiquitaren
\ Expression eines rot fluoreszierenden,
v aMHC-Cre  membranstandigen Proteins (mT). Nach Cre-
vermittelter Rekombination (hier: aMHC-Cre)
wird das gefloxte DNA-Segment deletiert, was
PCA zur Expression eines grin fluoreszierenden,
\ _|;_-_ membranstandigen Proteins (mG) fuhrt. Durch
~NS@ die Kardiomyozyten-spezifische Expression
\ der aMHC-Cre wird die grine Fluoreszenz in
den ROSAMTGH: aMHC-CreT+-Mausen
exklusiv in den Kardiomyozyten beobachtet.

2.2.2.5Kardiomyozyten-spezifische sGC-Knockoutmause (CMsGC'")

Die gewebespezifischen Mutanten aMHC-CreER™ T9*; sGC”" (kurzz CMsGC-KO;
CMsGC™) und die Kontrollwurfgeschwistermause aMHC-CreER™ T9*; sGC*" (kurz:
CMsGC-CTR; CMsGC*™ wurden durch Kreuzung gefloxter
B6-Gucylb3<<tml.1Frb(flox)>>-Mause (sGC-KO) mit aMHC-CreER-transgenen Tieren
(Takefuiji et al. 2012) generiert. Die Ausschaltung der Bi-Untereinheit durch Deletion des
Exons 10 fuhrte zu einem vollstandigen Verlust der l6sliche Guanylatzyklase (sGC)

(Friebe et al. 2007). Um die sGC spezifisch in den Kardiomyozyten zu inaktivieren, wurde
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die CreER™-Rekombinase durch Tamoxifen aktiviert. Das Injektionsprotokoll entsprach
dabei der unter Abschnitt 2.2.2.3 beschriebenen Durchfiihrung. Erst nach einem Zeitraum
von 50 Tagen war mit einer vollstdndigen Ablation der sGC zu rechnen (Groneberg et al.
2010). Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche starteten daher friihestens
nach Ablauf dieser Frist. Die Versuchstiere wurden von Herrn Prof. Dr. Andreas Friebe,
Physiologisches Institut, Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg generiert und von ihm

zur Verfugung gestellt.

2.3 Genotypisierung

2.3.1 Materialien und Substanzen

Material/Substanz/Kit

Bestellnummer

Hersteller

2-Log DNA-Ladder 32000-S New England Biolabs
Agarose 840004 Biozym Scientific
Borsaure 6943.3 Carl Roth
Bromphenolblau 15375 Serva
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) K039.1 Carl Roth
Ethanol (100 %) 32205 Sigma-Aldrich
Ethidiumbromid E1510 Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 8043.2 Carl Roth

Ficoll 400 CN90.3 Carl Roth

High Pure PCR Preparation Kit 11796828001 Roche
Isopropanol 6752.3 Carl Roth
Tamoxifen T5648 Sigma-Aldrich
Taq DNA-Polymerase 11435094001 Roche
Taq-Puffer (10x) 11435094001 Roche
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) 5429.3 Carl Roth
Xylencyanol X4126 Sigma-Aldrich

Primer
Mauslinie Bezeichnung Sequenz (von 5‘ nach 3°)
aMHC-CreTo* F1 ATG ACA GAC AGA TCC CTC CTA TCT CC
F2 CAA ATG TTG CTT GTC TGG TG
R1 CTC ATC ACT CGT TGC ATC ATC GAC
R2 GTC AGT CGA GTG CAC AGT TT
SMMHC-CreERT2 To F1 TGA CCC CAT CTC TTC ACT CC
F2 AAC TCC ACG ACC ACC TCA TC
R AGT CCC TCA CAT CCT CAG GTT
BK F1 TGG TCT TCT TCA TCC TCG GG
F2 AAG GGC CAT TTT GAA GAC GTC
R CCA GCC ACAGTG TTT GTT GG
ROSAMTGH F CTC TGC TGC CTC CTG GCT TCT
R1 CGA GGC GGA TCA CAA GCA ATA
R2 TCA ATG GGC GGG GGTCGT T

» Losen der Primer entsprechend den Herstellerangaben mit autoklaviertem dH>O
» Einstellen auf Stammkonzentration von 100 pM; Arbeitskonzentration: 20 pM
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2.3.2 Puffer und Losungen

0,5 M EDTA pH 8,0

EDTA x 2 Hz0 108 g
dH,0 ad 1000 ml

DNA-L&ngenstandard

» auf pH 8,0 einstellen

6x Dye (s.u.) 20 pl
2-log DNA-Ladder 10
dH>0O 90 ml

10x TBE-Puffer

6x Gel-Ladepuffer (6x Dye)

TRIS 108 g Ficoll 400 9¢
Borsaure 55¢ 0,5 MEDTA pH 8,0 12 ml
0,5 M EDTA pH 8,0 40 ml 10x TBE-Puffer 30 ml
dH-0 ad 1000 ml Bromphenolblau (55 mg/ml) 1,35 ml
» 1:10 VerdUnnung fir 1x TBE Xylencyanol (50 mg/ml) 1,50 ml

Agarosegel 2 %

Agarose 29
1x TBE-Puffer 100 ml

2.3.3 Ohrmarkierung und Schwanzspitzenbiopsie

Um die Versuchstiere dem richtigen Genotyp zuordnen zu kdnnen, wurden sie im Alter
von 3-4 Wochen mit einem Ohrclip versehen. Nach der Markierung wurde zur
Genotypisierung eine Biopsie der Schwanzspitze vorgenommen, aus welcher im

Anschluss die DNA zur weiteren Analyse isoliert wurde.

2.3.4 DNA-Isolation

Fur die DNA-Isolation wurde das High Pure PCR Preparation Kit der Firma Roche
verwendet. Im ersten Schritt wurde die Gewebeprobe mit 200 pl Gewebelysepuffer und 40
ul Proteinase K Uiber Nacht bei 55°C auf dem Schittler (500 U/min) inkubiert. Durch die
Bestandteile des Gewebelysepuffers werden hierbei Zellmembranen zerstort. Die
Proteinase K fungiert als Endo-/Exopeptidase und sorgt damit fir den Abbau der Proteine
im Zelllysat. Zudem werden in Kombination mit EDTA vorhandene, endogene DNAsen
inaktiviert. Im Anschluss wurde die Gewebeprobe mechanisch zerkleinert und mit einer
Losung aus 200 pl Bindepuffer und 100 pl Isopropanol bei 13.000 U/min fir 5 min
zentrifugiert. Die DNA im Uberstand wurde in ein Polypropylen-Filterrohrchen transferiert.
Diese Filterréhrchen weisen eine Silica-Beschichtung auf, die in Gegenwart von Guanidin

eine Bindung der Nukleinsduren an die Saulenmatrix ermdglicht. Es folgte ein
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Zentrifugationsschritt mit 8000 U/min fir 1 min. Mit den nachfolgenden zwei
Waschschritten (Zugabe von 500 ul Waschpuffer, Zentrifugation bei 8000 U/min fur 1 min)
wurde die an der Saulenmatrix gebundene DNA weiter aufgereinigt. Durch die Zugabe
von 200 pl Elutionspuffer mit hoher TRIS-Konzentration wurde die DNA-Silica-Bindung
destabilisiert und die isolierte DNA eluiert. Die Aufbewahrung erfolgte fir maximal 24

Stunden bei 4°C bzw. bei langerer Lagerung bei -20°C.

2.3.5 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermoglicht die selektive enzymatische Amplifikation
bestimmter DNA-Abschnitte in vitro (Mullis and Faloona 1987). Dabei synthetisiert eine
hitzestabile DNA-Polymerase unter Zugabe von Desoxyribonukleotiden, Magnesiumionen
und den entsprechenden Primer zum gewinschten DNA-Abschnitt einen komplementaren
Strang. Im ersten Schritt erfolgt hierbei die Denaturierung bei hoher Temperatur, bei
welcher die bestehenden Wasserstoffbriicken getrennt und die Basenpaarungen der
doppelstrangigen DNA gespalten werden. Die spezifische, komplementare Anlagerung
der Primer an die nun einzelstrangige DNA wird als ,Annealing“ bezeichnet. Um eine
Rehybridisierung zu vermeiden werden die Primer im Uberschuss zugegeben. Bei der
Elongation findet die Vervielfaltigung der durch die Primer flankierten DNA-Abschnitte
statt. Als DNA-Matrize zur Vervielfaltigung wurde die eluierte DNA der
Schwanzspitzenbiopsien (siehe Abschnitt 2.3.4) und der isolierten Gewebe (siehe
Abschnitt 2.4.4) herangezogen. Die benétigte Menge der in Tabelle 1 aufgefiihrten
Substanzen wurde entsprechend der Anzahl an Proben berechnet und zu einem PCR-
Mastermix kombiniert. 47 ul des Mastermix wurden mit jeweils 3 pl der isolierten DNA fur
die Amplifikation vereinigt. Die Einstellungen der Temperatur und Dauer der einzelnen
Schritte der Polymerasekettenreaktion am Thermocycler (Eppendorf Mastercycler) sind in
Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 1. Pipettierschema des PCR- Tabelle 2: PCR-Programm

Mastermixes fur BK
isolierte DNA 3,0 ul 1. Initiale Denaturierung (94°C) 3 min
dH:20 36,8 ul 2. Denaturierung (94°C) 30s
dNTPs (10 mM/Nukleotid) 1,0 3. Annealing (54°C) 30s
Tag-Puffer (10x) 5,0 ul 4. Elongation (72°C) 30s
Vorwartsprimer F1 2,0 u 5. Wiederholung
Vorwartsprimer F2 1,0 pl Schritt 2.-4. 35x
Ruckwartsprimer R 1,0 pl 6. Finale Elongation (72°C) 3 min
Taq DNA-Polymerase 0,2 ul 7. Kiihlung 4°C max. 24 h
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2.3.6 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient zur Auftrennung der amplifizierten DNA-Fragmente.
Hierbei wandert die durch die Phosphatgruppen des Zucker-Phosphat-Ruckgrats der
Nukleinsduren negativ geladene DNA im elektrischen Feld zur positiv geladenen
Elektrode. Die Wanderungsgeschwindigkeit der linearen DNA-Fragmente durch das
Agarosegel ist dabei negativ proportional zum Molekulargewicht. Der mit einem pH-Wert
von 8,0 leicht basische Elektrophoresepuffer (0,5 M EDTA pH 8,0, siehe Abschnitt 2.3.2)
gewabhrleistet dabei den polyanionischen Zustand der DNA. Die GréRencharakterisierung
erfolgt mithilfe eines DNA-Langenstandards, welcher DNA-Fragmente einer definierten

Lange (Anzahl in Basenpaaren (bp)) enthalt.

Es wurde eine Agarosekonzentration von 2 % in 1x TBE-Puffer verwendet (siehe
Abschnitt 2.3.2). Die Agarose/lx TBE-Mischung wurde in der Mikrowelle erhitzt bevor
Ethidiumbromid in einer finalen Konzentration von 0,1 pl/ml zugegeben wurde und das
noch flissige Gel in einen Gelschlitten gegossen wurde. Das fluoreszierende
Ethidiumbromid interkaliert in die DNA, wodurch die Visualisierung bei Anregung mit UV-
Licht mdglich wird. Die Polymerisation des Gels bendétigte bei RT eine Zeit von ca. 20 min.
In dieser Zeit wurden die Proben mit dem 6-fach konzentrierten Gel-Ladepuffer (6x Dye,
siehe Abschnitt 2.3.2) im Verhaltnis 6:1 versetzt. Im Anschluss konnten diese zusammen
mit dem DNA-Langenstandard (siehe Abschnitt 2.3.2) aufgetragen und die Elektrophorese
bei 100 V fur ca. 50 min (abh&angig von der Fragmentgro3e) durchgefiihrt werden. Die im
Ladepuffer enthaltenen Farbstoffe Bromphenolblau (entspricht ca. 100 bp) und
Xylencyanol (entspricht ca. 800 bp) dienten als Anhaltspunkte an welchen Stellen im Gel
sich welche Fragmentgrof3en zum aktuellen Zeitpunkt befanden. Die hohe Viskositat des

6x Dyes verhinderte ein Diffundieren der Proben aus den Geltaschen.

Tabelle 3: GroRRe (in bp) der erwarteten DNA-Amplifikate

BK (+) 466 | oMHC-Cre (+) 200 @ SMMHC-CreERT™ (+) 230 ROSA (+) 330
BK (-) 132  oMHC-Cre (Tg) 300 SMMHC-CreER™ (Tg) 270 | ROSA (mTG) 250
BK (fl) 577

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels Polymerasekettenreaktion und sich
anschlielRender Gelelektrophorese verschiedene BK-Kanal- (siehe Abschnitt 2.2.2.1 und
2.2.2.2), aMHC-Cre- (siehe Abschnitt 2.2.2.2), SMMHC-CreER™- (siehe Abschnitt 2.2.2.3)
und ROSA26- (siehe Abschnitt 2.2.2.4) Allele amplifiziert und identifiziert. Die Grof3e der
jeweiligen DNA-Amplifkate sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Die Detektion der Banden ist
nachfolgend exemplarisch fur die Charakterisierung der Kardiomyozyten-spezifischen BK-

Knockouts und Kontrollmause gezeigt (Abbildung 14).
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A bp aMHC** gMHCT9* B bp BK*l BK-
o
500 )
300 (Tg) 400
200 ) 300
200
100 )

Abbildung 14: Exemplarisches Ergebnis einer Genotypisierungs-PCR der CMBK-Mauslinie

(A) Reprasentative Darstellung der PCR-Ergebnisse von oaMHC-Cre**-Kontrollmausen und heterozygoten
aMHC-CreT?*-transgenen Tieren; (Tg): transgen, 300 bp; (+): Kontrolle, 200 bp. (B) Exemplarische
Genotypisierungs-PCR zur Identifizierung von heterozygoten BK-Kontrolltieren (BK*") und Tieren, die sowohl
ein KO- als auch ein gefloxtes BK-Allel tragen (BK™); (fl): gefloxt, 577 bp; (+): Wildtyp, 466 bp; (-): Knockout,
132 bp.

2.4 Kardiomyozyten- und Gewebeisolation far die

Untersuchung der Cre-regulierten BK-Kanal-Expression

2.4.1 Materialien und Substanzen

Material/Substanz/Kit Bestellnummer Hersteller
2,3-Butandion-Monoxim (BDM) B0753 Sigma-Aldrich
CM-Fetales Kélberserum (FCS) 10099141 Life technologies
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (NazHPO4 x 2 H20) 30412 Sigma-Aldrich
Glucose BioXtra G7528 Sigma-Aldrich
Heparin-Na* 5.000 I.E. PZN 3170642 Ratiopharm
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure H3375 Sigma-Aldrich
(HEPES)

Kaliumchlorid (KCI) P5405 Sigma-Aldrich
Kaliumhydrogencarbonat (KHCOs3) 60339 Sigma-Aldrich
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 5655 Sigma-Aldrich
Kalziumchlorid (CacClz) S5886 Sigma-Aldrich
Kollagenase Typ Il (337 U/mg) 4176 Cell Systems
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSQOa x 7 H20) 63138 Sigma-Aldrich
Natriumchlorid (NaCl) S5886 Sigma-Aldrich
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) S5761 Sigma-Aldrich
Phosphate buffered saline (PBS) 14190094 Life technologies
Perma-Hand Seide (5/0) K880H Ethicon
Phenolrot P5530 Sigma-Aldrich
Sterilfilter (Nalgene 0,2 um, 150 ml) 10762732 Thermo Scientific
Sterilfilter (Nalgene 0,2 pm, 500 ml) 10578471 Thermo Scientific
Taurin T0625 Sigma-Aldrich
Trypsin (10x) 15090046 Life technologies
Zellsieb (100 pm) 352360 BD Bioscience
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2.4.2 Puffer und Losungen

Perfusionspuffer (Stock) Perfusionspuffer pH 7,46

HEPES 4,766 g Perfusionspuffer (Stock) 1960 mi
KCI 0,700 g BDM (500mM) 40 ml
KHCOs3 2,020 ¢ Glucose 29
KH2PO4 0,164 g » auf pH 7,46 einstellen

MgSO4 x 7 H20 0,600 g » steril filtrieren

NaCl 13,29

NaHCO3; 2,020 ¢ Digestionspuffer

Na;HPO4 x 2 H.0 0,214 g Perfusionspuffer pH 7,46 900 ml
Phenolrot 0,024 g Trypsin (10x) 5 mi
Taurin 0,0075 g CacClz (100 mM) 112,5 ul
dH.0 ad 2000 ml » steril filtrieren

» steril filtrieren » Kollagenase Typ Il 15 mg
Stopplosung 1 Stoppldsung 2

Perfusionspuffer pH 7,46 54 ml Perfusionspuffer pH 7,46 171 mi
FCS (100 %) 6 ml FCS (100 %) 9 ml
CaCl; (10 mM) 75 ul CaClz (10 mM) 225 ul
» steril filtrieren » steril filtrieren

2.4.3 Kardiomyozytenisolation

Die Isolation von Kardiomyozyten aus dem Gesamtherz dient fur gewohnlich der
Kultivierung dieser Zellen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kardiomyozyten isoliert, um
die Spezifitat der verwendeten oMHC-Cre-Rekombinase, die zur Generierung der
Kardiomyozyten-spezifischen Knockoutmodelle (siehe Abschnitt 2.2.2.2) verwendet

wurde, zu verifizieren.

In einem ersten Schritt wurden die vorbereiteten Ldsungen Digestionspuffer,
Perfusionspuffer (pH 7,46), Stopplosungen 1 und 2 (Herstellung siehe Abschnitt 2.4.2),
sowie 1x PBS bei 37°C im Wasserbad aufgetaut. Die Langendorff-Perfusionsanlage
wurde mit dem Perfusionspuffer gespult. Dabei wurde der angeschlossene
Ruckflusskiihler so temperiert, dass das Perfusat eine Temperatur von 37°C erreichte. Im
nachsten Schritt wurde die Maus durch eine intraperitoneale Injektion heparinisiert (40 I.E
Heparin-Na* in 200 pl steriler 0,9 %iger NaCl-Lésung). Nach 10 min wurde das Tier
mittels zervikaler Dislokation getdtet und das Herz entnommen. Das Herz wurde in 37°C
temperierten 1x PBS freiprapariert, dann tber die Aorta auf eine Kanulle aufgezogen und
mit einem Faden fixiert. Die Kanile wurde sofort an die Langendorffapparatur

angeschlossen und das Herz fir 4 min bei einer Pumprate von 2,5 ml/min fir 4 min
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gespult. Von dem Digestionspuffer wurden 2,5 ml abgenommen und die restliche Lésung
mit 15 mg Kollagenase |l versetzt (siehe Abschnitt 2.4.2). Mit dieser Losung wurde nun
das Herz fiur weitere 17,5 min durchspult. AnschlieBend wurde das verdaute Herz
abgenommen und die Aorta, die Vorhofe und sonstiges Gewebe entfernt. In den zuvor
abgenommenen 2,5 ml Digestionspuffer wurde das Herz mit einer spitzen Schere in
kleine Stlcke gezupft. Die kleinen Gewebestlicke wurden fir insgesamt 3 min zuerst mit
einer 2 ml, dann mit einer 5 ml Stripette langsam resuspendiert, dass eine mdglichst
homogene Suspension entstand. Die Kardiomyozytensuspension wurde durch einen
Zellsieb mit 100 um Porendurchmesser in ein konisches Zentrifugenréhrchen tberfahrt.
Mit 2,7 ml der Stopplosung 1 wurde das vorherige Gefald nochmals ausgespdult und die
neu entstandene Suspension auf das Zellsieb gegeben. Die gesiebte Suspension wurde
erneut mit einer Stripette fur 3 min resuspendiert und dann fiir 10 min stehengelassen,
damit sich die Kardiomyozyten von den ubrigen zellularen Bestandteilen der Suspension
absetzten. Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues Kkonisches
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt, das entstandene Pellet 1 wurde behalten. Der
abgenommene Uberstand wurde bei 1000 U/min fur 1 min zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation wurde der neue Uberstand abgenommen und verworfen. Das 2. Pellet
wurde in 2 ml Stopplésung 2 resuspendiert und mit Pellet 1 vereinigt. Nachdem unter dem
Mikroskop verifiziert wurde, dass es sich um eine reine Kardiomyozytenkultur handelte,

wurden die isolierten Kardiomyozyten bis zur DNA-Isolation auf Eis gelagert.

2.4.4 DNA-Isolation aus Kardiomyozyten und Geweben

Neben den Kardiomyozyten wurden auch Aorta, Gehirn, Glattmuskelzellen, Leber, wei3es
Fettgewebe, sowie Atrium und Ventrikel auf ihre Cre-regulierte BK-Kanal-Expression
untersucht. Hierfir wurden diese Gewebe den Tieren entnommen und analog zur
Schwanzspitzenbiopsie in 200 ul Lysepuffer Gber Nacht bei 55°C / 500 U/min inkubiert.
Die isolierten Kardiomyozyten wurden hierfur erneut fir 1 min / 1000 U/min zentrifugiert
und das entstandene Pellet wurde in dem Lysepuffer resuspendiert. Die weitere Isolation
erfolgte wie unter Abschnitt 2.3.4 beschrieben. Die Gewebe aus Gehirn, Leber, weilRem
Fett, Glattmuskel und Ventrikel wurden in jeweils 200 pl Elutionspuffer aufgenommen,
wohingegen die Gewebe aus Aorta und Atrium, sowie die isolierten Kardiomyozyten in
jeweils 100 pl eluiert wurden. Mithilfe eines Nanophotometers wurde anschlielRend die
DNA-Konzentration bestimmt und mit Elutionspuffer aus dem High Pure PCR Preparation
Kit (siehe Abschnitt 2.3.1) auf eine Konzentration von 10 ng/pl eingestellt. Fir die
Durchfiihrung der PCR und der Gelelektrophorese siehe Abschnitte 2.3.5 und 2.3.6.
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2.5 In-vivo-Mausmodelle

2.5.1 Material und Substanzen

Material/Substanz/Kit Bestellnummer Hersteller
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) 93140 Sigma-Aldrich
Acetonitril, LC-MS 34967 Sigma-Aldrich
Ameisensaure 94318 Sigma-Aldrich
Ampuwa (Aqua ad iniectabilia) PZN 2159615 Fresenius Kabi
Bepanthen Augen- und Nasensalbe PZN 1578681 Bayer
Blutdruckkatheter TA11PA-C10 DataScience Int.
Cinaciguat HY-14181 MedChemExpress
Cleanisept-Desinfektionstlicher PZN 1885992 Schumacher GmbH
dis-MitoB Dr. M. Murphy, Cambridge, UK
dis-MitoP Dr. M. Murphy, Cambridge, UK

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Enthaarungscreme (Veet for men)
Ethanol, absolut

Evans Blue (C.I. 23860)
Formaldehydlésung (35 %)
Gewebeklebeband (Leukosilk)
Glutaraldehyd (25 %)
Intubationskanule

Isofluran CP

Kanilen 20G, 0,9x40 mm
Kanilen 25G, 0,5x16 mm
Kantlen 27G, 0,4x19 mm
Ketamin-ratiopharm 100 mg O.K.
Kunststoffrohrchen
Nw-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid (L-
NAME)

Metamizol-Na*

MitoB

MitoP

NacCl, isoton 0,9 %

Nahtmaterial (Ethibond Excel) 6-0
Nahtmaterial (Ethilon) 8-0
Nahtmaterial (Perma Hand Seide) 5-0
Nahtmaterial (Prolene) 7-0
NS11021

Objekttrager Menzel Glaser
Octenisept

Paxilline

PBS

Pehazell

Pentobarbital-Natrium (Narcoren)
Polyethylenschlauch
PreCelly-Tubes

Rasierklinge Wilkinson sword
Resorba-Seide 7/0

Riociguat

Sildenafilcitrat

Silikonschlauch, 1,5x1x3,5 mm
Sterilfilter Millex-GV, 0,22 um
Tadalafil

D2650

PZN 4916836
32205

A4388
4979.1

PZN 0397109
3778.1
73-2839
798-932
301300
4658302
302200

PZN 7538837
Gel 20P
80210

PZN 7387887

Sigma-Aldrich
Reckitt Benckiser
Sigma-Aldrich
AppliChem

Carl Roth

BSN Medical GmbH
Carl Roth

Harvard Apparatus
cp-phama

BD Bioscience

B Braun

BD Bioscience
Ratiopharm

Art

Cayman Chemical

la-Pharma

Dr. M. Murphy, Cambridge, UK
Dr. M. Murphy, Cambridge, UK

PZN 02159621
6697H

2808G

K880H
EH7813E
SML0622
J2800AMNZ
PZN 07463832
P2928
14190094

PZN 03545941
PZN 11336163
800/100/140
431-0170
classic

R101
HY-14779
82714520
15828
SLGV004SL
88434289

Fresenius Kabi
Ethicon

Ethicon

Ethicon

Ethicon
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Schilke
Sigma-Aldrich
Life technologies
Paul Hartmann AG
Merial GmbH
Smiths Medical
VWR

Wilkinson
Resorba
MedChemExpress
Molekula

Eur. Pharm.
Merck

Molekula
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Tergazyme 2273287 Sigma-Aldrich
Ultraschallkontaktgel 4011 Sonogel

Wasser, LC-MS 39253 Sigma-Aldrich
Wattestabchen PZN 6141575 Heinz Herenz Med.
Xylazin (Rompun 2 %) PZN 1320422 Bayer
OP-Besteck Bestellnummer Hersteller
Bulldogklemme (Bulldog Serrefine) 18050-35 FST
Elektrokoagulator (Low Cost Cautery Kit) 18010-00 FST
Gefallklemme (Micro Serrefine) 18052-01 FST
Katheterhalter (Vessel Cannulation Forceps) 00608-11 FST
Nadelhalter (Castroviejo Micro Needle Holder) 12060-01 FST
Nadelhalter (Castroviejo Needle Holder) 12565-14 FST
Nadelhalter mit Schere (OlsenHegar) 12002-12 FST
Pinzette (Graefe Forceps, Tips Curved) 11152-10 FST
Pinzette (Graefe Forceps, Tips Slight Curve) 11151-10 FST
Pinzette (Vessel dilating forceps angeled 45°) 00276-13 FST
Pinzette (Vessel dilating forceps) 18153-11 FST
Schere (Vannas-Tibingen Spring Scissors) 15003-08 FST
Schere, extrafein (Extra Fine Bonn Scissors) 14084-08 FST

2.5.2 Puffer und Losungen

1 % Evans Blue-Ldsung 1% TTC-L6sung

Evans Blue 400 mg TTC 25 mg
0,9%ige NaCl-Ldsung 40 ml 1x PBS 2,5ml
16 % Ketamin/ 2,5 % Xylazin-Ldsung Puffer 1 (MitoB)

Ketamin 2,0 ml Acetonitril 30 ml
Xylazin 312,5 Ameisensaure 50 pl
Aqua ad iniectabilia ad 12,5 ml Wasser, LC-MS 19,95 ml
1 % Tergazymlosung 2 % Glutaraldehydlésung

Tergazym 300 mg Glutaraldehyd (25 %) 2ml
dH.0 40 ml dH.0 23 ml

Alle weiteren Verdiinnungen von pharmakologischen Substanzen sind zusammen mit

ihrer Applikationsart im Kontext ihrer jeweiligen Verwendung beschrieben.

2.5.3 In-situ-Modell des akuten Myokardinfarkts

Als Grundlage fur die Etablierung des akuten Myokardinfarkts im Mausmodell wurde das

bereits mehrfach in der Literatur beschriebene in-situ-Infarktmodell der Ischamie und
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Reperfusion (I/R, Abbildung 20, @) (Schwanke et al. 2002, Eckle et al. 2006, Methner et
al. 2013b) verwendet und modifiziert. Da der Verlauf eines Myokardinfarkts nicht allein
von der genetischen Beschaffenheit und der Funktion des Herzens abhéngt, sondern
vielmehr von einem komplexen Zusammenspiel vieler physiologischer Faktoren
beeinflusst wird, ist es von entscheidendem Vorteil, gesunde oder I/R-stimulierte Herzen

in ihrer (patho-)/physiologischen Umgebung, d.h. in einem in-vivo-Modell zu betrachten.

In Abbildung 15 ist der zeitliche Ablauf der Operation dargestellt. Die unter den
Abschnitten 2.5.3.1-5 detailliert beschriebene Versuchsdurchfihrung wurde bei allen
Versuchskohorten durchgefiihrt, mit Ausnahme der scheinoperierten Gruppe (Abbildung
20, @), bei der die Okklusion der linken absteigenden Koronararterie (LCA) unterlassen
wurde. Die Operationen wurden an globalen BK”, SMBK”", CMBK”" und CMsGC"" sowie
an den entsprechenden Wurfgeschwisterkontrolltieren durchgefiihrt.

€
> £
gc O °
c > ©
ca $ E
S8 o<
= = - @
E g% 8%
3 £3% Ot
i= 5595
pr omm g N
< L9 x@
o g g >C
- S > g©*=E
ﬂ o NE
Reperfusion V V
Narkose- Intubation, Ischamie <
einleitung Thorakotomie
circa circa 30 min 120 min

10 min 15 min

Abbildung 15: Zeitlicher Ablauf der Operation des akuten Myokardinfarkts (I/R)
LCA: linke Koronararterie

2.5.3.1 Anésthesie

Die Betaubung erfolgte mittels intraperitonealer Gabe von Pentobarbital-Natrium. Hierfir
wurde das Fertigarzneimittel Narcoren® (16g/100ml) in einer 1 ml-Spritze direkt vor dem
Gebrauch mit steriler 0,9%iger NaCl-Losung 1:8 auf eine Konzentration von 20 mg/ml
verdinnt. Die intraperitoneale Injektion erfolgte mittels einer 27G Kandile in einer
Dosierung von 70 mg pro kg Korpergewicht (Eckle et al. 2006, Methner et al. 2013b). Die
Durchfihrung der intraperitonealen Injektion ist unter Abschnitt 2.5.3.7 beschrieben. Fur
die Uberwachung der Anasthesietiefe wurden (ber die gesamte Dauer des Versuchs in
regelmafigen Abstanden die Zwischenzehen- sowie die Lidreflexe kontrolliert, welche im
chirurgischen Toleranzstadium ausgeschaltet sind. Wurde ein Abflachen der Narkosetiefe
bemerkt, meist nach ca. 60 min Reperfusion, wurde in einer Dosierung von 10 mg-kg™-h™
(Eckle et al. 2006) nachdosiert.
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2.5.3.2 Intubation

Sobald die Maus keine Reflexe mehr zwischen den Zehen bzw. am Auge aufzeigte,
wurde sie vorsichtig in Rickenlage auf eine Heizplatte (ML295/M Homeothermic
Controller and Plate) gelegt und die Vorder- und HinterfiBe wurden mit
Gewebeklebeband (Leukosilk) fixiert. Die Temperatur der Heizplatte wurde mittels der
dazugehorigen Rektalthermometersonde, welche mit der Heizplatte verbunden war,
geregelt. Diese wurde eingefluihrt und ebenfalls mit Gewebeklebeband in Position
gehalten. Die Koérpertemperatur der Tiere wurde konstant auf 37°C = 0,5°C gehalten,
wodurch ein Auskihlen der Versuchstiere nach Eintritt der Narkose verhindert wurde.

Fur die Intubation wurde mit einer feinen Schere (Extra Fine Bonn Scissors, FST) ein ca.
1 cm langer medianer Hautschnitt am Hals langs gesetzt. Um die Trachea freizulegen
wurden die sich in der Regio trachealis befindenden Muskeln (Musculus sternohyoideus
et musculus sternethyroideus usw.) vorsichtig zu beiden Seiten gespreizt bzw. wenn
notwendig durchtrennt. Dieser Vorgang erlaubte anschlieBend die Visualisierung des
richtigen Platzierens der Intubationskanille (Abbildung 16A, (1)). Hierfur wurde eine
Schleife aus dinner Perma Hand Seide 5-0 um die oberen Schneidezahne gelegt. Durch
das Fixieren der Seide mit Gewebeklebeband wurde die Maus in leicht Uberstreckte
Ruckenlage gebracht. Mit einer atraumatischen Pinzette wurde die Zunge behutsam zur
Seite gezogen und die Intubationskanile vorsichtig in einem Winkel von ca. 45 Grad
durch den Larynx in die Trachea eingeflihrt. Durch das Freilegen der Trachea war die
Position der Kanille gut sichtbar und diese konnte optimal ausgerichtet und mit
Gewebeklebeband fixiert werden (Abbildung 16D). Die Beatmung erfolgte mit 100 %
Sauerstoff mittels eines Ventilators fir kleine Nagetiere (MiniVent Typ 845, HSE,
Abbildung 16A, (2)). Die Atemfrequenz wurde auf 110 Atemziige pro Minute eingestellt
(Schmidt et al. 2010). Die Einstellung des richtigen Inspirationsvolumens wurde Uber den
Druck auf zwei Schlauchstiicke bei 10 cm Wassersaule, welche jeweils mit dem Ventilator
verbunden waren, kontrolliert (Inspirationsdruck 10 mbar ((3)), Exspirationsdruck 3 mbar
(@)); (Schmidt et al. 2010)) und betrug je nach GréRe der Maus zwischen 125-200 pl
(Abbildung 16A). Die richtige Position der Intubationskanile war wahrend der
kontrollierten Atmung insbesondere durch das rhythmische Heben und Senken des

Brustkorbes erkennbar.
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Abbildung 16: Durchfiihrung
des akuten
Myokardinfarktmodells

(A) Aufbau der Beatmung mit
der Intubationskanile ((D),
dem Ventilator (2)) und den
zwei mit Wasser gefillten
Messzylindern zur Kontrolle
des Inspirations- ((3)) und
Exspirationsdrucks  (4)). (B)
Schematische Darstellung der
Okklusion der LCA durch das
Umstechen und Abdriicken der
LCA mithife eines Poly-
propylenfadens (Prolene 7-0)
und eines Kunststoffrohrchens.
(C) Murines Herz wahrend der
Ischamie. Entfarbung des vom
Infarkt betroffenen Gewebes,
links der Ligatur (schwarzer
Pfeilkopf). (D) Darstellung des
Operationsplatzes wahrend der
30-mindtigen ischamischen
Phase. LCA: linke Koronar-
arterie

2.5.3.3 Ligatur der LCA und Reperfusion
Die Operation wurde mithilfe eines Stereomikroskops (LEICA M80) durchgefiihrt. Fir die

Thorakotomie wurde der fir die Intubation gesetzte Hautschnitt am Sternum entlang
verlangert und mithilfe zweier Pinzetten (Graefe Forceps, FST) die Regio costalis auf der
linken Seite von Fell befreit. Mit einem Elektrokoagulator (Low Cost Cautery Kit, FST)
wurden der groRe Brustmuskel (Musculus pectoralis) nach rechts und der
darunterliegende, kleinere Brustmuskel nach links aufgetrennt. Punktuell wurde mit dem
Koagulator interkostal (zwischen der dritten und vierten Rippe) ein kleiner Zugang zur
Pleurahohle gesetzt. Ein stumpfer Pinzettenarm wurde vorsichtig durch das Loch gefihrt
und der Thorax mit dem Interkostalgewebe leicht angehoben. Mithilfe des Koagulators
wurden die vierte und finfte Rippe vorsichtig durchtrennt und somit der Thorax einseitig
weiter eroffnet. Fir die Thorakotomie wurde ein Koagulator verwendet, damit bei
entstehenden Mikroblutungen alle Gefafl3e sofort wieder verschlossen werden konnten.
Mit zwei Faden aus Polyester (Ethibond Excel 6-0) wurden die aufgetrennten

Rippenbdgen leicht aufgespannt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass weder BlutgefalRe
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noch die Lunge verletzt wurden. Mit einer stumpfen Pinzette wurde das Perikard leicht
angehoben und dadurch das Herz behutsam in die richtige Position gedreht, so dass die
LCA gut sichtbar wurde. Die Okklusion wurde mithilfe eines Polypropylenfadens (Prolene
7-0) und einem ca. 1 mm breiten Stick eines Kunststoffrohrchens (Gel 20P, Art)
durchgefuhrt. Hierfir wurde der Faden ein erstes Mal durch das Kunststoffrohrchen
gefadelt, die LCA wurde umstochen und der Faden wurde ein weiteres Mal durch das
Kunststoffréhrchen gefiuihrt (Abbildung 16B). Das Kunststoffrohrchen wurde nun fest auf
die LCA gedruckt und mit einem Nadelhalter (Castroviejo Micro Needle Holder, FST) in
Position gehalten. Die durch den LCA-Verschluss verursachte Ischamie war durch einen
Wechsel der Herzfarbe von rot nach wei3 erkennbar und wurde fir 30 min
aufrechterhalten (Abbildung 16C+D). Nach der Ischamiephase wurden der Nadelhalter
und das Kunststoffrohrchen entfernt. Die erneute Durchblutung der Arterie war durch die
wiederkehrende Rotfarbung des Herzens zu beobachten. Der gedffnete Thorax und die
freigelegte Trachea wurden sowohl wahrend der 30 min Ischamie als auch wahrend der
120 min andauernden Reperfusionsphase mit steriler 0,9%iger NaCl-Losung befeuchteten
Zellstoff (Pehazell, Hartmann) abgedeckt um eine Austrocknung zu verhindern. Um die
Temperatur noch besser konstant zu halten, wurde die Maus mit einer aus Alufolie
geformten Schutzhille bedeckt. Fir die Untersuchungen zur Proteinexpression (siehe
Abschnitt 2.7.3) und ROS-Produktion (siehe Abschnitt 2.5.6) wurden die Herzen zum Teil
bereits nach 10- bzw. 15-minttiger Reperfusionsphase direkt enthommen. Wahrend der

gesamten Versuchsdauer war die Maus unter sténdiger Beobachtung.

2.5.3.4 Blutentnahme aus der Aorta abdominalis

Um bekannte Myokardinfarktmarker wie beispielsweise kardiales Troponin im Serum
nachweisen zu kdénnen, wurde im Anschluss an die Reperfusionsphase (siehe Abschnitt
2.5.3.3) das Abdomen des Versuchstieres mit einer feinen Dissektionsschere eréffnet und
die Aorta abdominalis freigelegt. Die Blutenthahme wurde mittels einer 25G Kanlle auf
einer 1 ml-Spritze durchgeflihrt. Das entnommene Blut wurde sofort in ein 1,5 mil-
Reaktionsgefald Uberfihrt und fir 30 min bei 4°C gelagert. Im Anschluss wurde das
Reaktionsgefald bei 4°C, 4000 U/min fur 15 min zentrifugiert und daraufhin das klare
Serum, welches sich nun im Uberstand befand, abgenommen und in ein neues

Reaktionsgefal} tberfiuhrt. Dieses wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

2.5.3.5Farbung des Herzens mit Evans Blue und TTC
Direkt nach der Blutentnahme sollte das Ausmall des I/R-Schadens bestimmt werden.
Hierfir wurde im ersten Farbeschritt das Herz retrograd tber die Aorta mit Evans Blue-

Losung (Herstellung siehe Abschnitt 2.5.2) gespilt. Die Evans Blue-Farbung ermdéglicht
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eine Unterscheidung zwischen Herzgewebe, welches sich blau farbt, da es sich oberhalb
der Ligatur befindet und nicht von dem Infarkt betroffen war, und dem eigentlichen
Risikoareal, welches von der ligierten LCA versorgt wird. Die anschlieRende Inkubation
der Herzscheiben in 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)-Ldsung ermdglicht auRerdem
die Differenzierung von infarziertem, nekrotischem Gewebe und dem Teil des
Risikoareals, der vom Infarkt betroffen war, aber tUberlebt hat (Abbildung 17). Das TTC
zahlt strukturell zu den Redoxfarbstoffen und besitzt ein Tetrazolium-Kation, welches in
vitalem Gewebe von Dehydrogenasen der Atmungskette (v.a. Komplex 1) zu rotem

Formazan reduziert wird (Rich et al. 2001).

Evans Blue TTC

unbetroffenes Gewebe Risikoareal Infarktareal

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Farbung mit Evans Blue und TTC

Die Evans Blue-Farbung erlaubt im ersten Schritt die Unterscheidung zwischen vom Myokardinfarkt
unbetroffenem, vitalem Gewebe und dem Risikoareal. Die Inkubation in TTC-L&sung ermdglicht im zweiten
Schritt das infarzierte, nekrotische Gewebe vom Risikoareal zu differenzieren. schwarzer Pfeil: Ligaturstelle;
hellblauer Pfeil: Flussrichtung des Evans Blue; TTC: 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid.

Der Brustraum wurde hierfur ein weiteres Stuck erdffnet und mithilfe der bereits
verwendeten Polyesterfaden (siehe Abschnitt 2.5.3.3) weiter aufgespannt. Die thorakale
Aorta wurde freigelegt, indem sie mithilfe einer Pinzette von Fett befreit und von der
Wirbelsaule abgehoben wurde. Als nachstes wurde ein kurzes Stick dinner Faden
(Perma Hand Seide 5-0) locker um die Aorta geknotet. Dieser Faden diente der spateren
Fixierung des Katheters. AnschlieRend wurde die Aorta langsseitig vorsichtig mit einer
Schere (Vannas-Tubingen Spring Scissors, FST) erdffnet. Ein Polyethylenschlauch
(Innendurchmesser 0,4 mm, Au3endurchmesser 0,8 mm) mit abgeschragter Spitze wurde
zur Katheterisierung der Aorta verwendet. Das andere Ende des Katheters wurde auf
einer 25G Kandule fixiert. Der Katheter wurde tber die Punktion in das Lumen der Aorta
eingefuihrt und mithilfe des vorbereiteten Haltefadens festgeknotet. Im ersten Schritt
wurden die Aorta und die KoronargefdRe durch eine retrograde Injektion mit steriler
0,9%iger NaCl-Losung gespilt (Abbildung 18A). AnschlieRend wurde der
Polypropylenfaden, mit welchem die Ischamie verursacht wurde (siehe Abschnitt 2.5.3.3),

fest zugeknotet um die LCA erneut zu verschlielien. Nach dem LCA-Verschluss erfolgte
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die Spilung des nicht betroffenen Gewebes mit Evans Blue-Lésung bis zur Blaufarbung
(Abbildung 18B). Nach zervikaler Dislokation wurde das Herz entnommen, gewogen und

zur weiteren Analytik fir 20 min bei -20°C weggefroren (Abbildung 18C).

Abbildung 18: Evans Blue-Farbung im akuten Myokardinfarktmodell

(A) Weitere Eréffnung des Brustkorbs und retrograde Einfiihrung des mit 0,9%iger NaCl-Lésung gefillten
Katheters in die Aorta. (B) Erneute Ligatur der LCA und Injektion der Evans Blue-Ldsung Uber den Katheter,
keine Blaufarbung des vom Infarkt betroffenen kardialen Gewebes. (C) Herz nach I/R und Evans Blue-
Farbung. Risikoareal und blaugefarbte unbetroffene Herzmuskelareale sind gut unterscheidbar. LCA: linke
Koronararterie

Das gefrorene Herz wurde zigig mit einer Rasierklinge in 1 mm dicke Scheiben
geschnitten, welche in 37°C vorgewarmter TTC-Losung (Herstellung siehe Abschnitt
2.5.2) auf dem Schittler bei 37°C und 350 U/min fir 30 min inkubiert wurden. Im
Anschluss wurden die Herzscheiben der Reihe nach, mit der apikalen Seite nach unten
auf einem Objekttrager platziert. Ein zweiter Objekttrager wurde von oben aufgelegt. Zur
Fixierung der Herzscheiben wurden die beiden Objekttrager mit Parafilm umwickelt. Nach
einer 24-stiindigen Inkubation in 10 % Formaldehydldsung bei RT erfolgte die Auswertung
der Infarktareale. Hierfir wurden die Herzscheiben der Reihe nach in einer Petrischale,
welche ca. 2-3 mm mit Wasser gefiillt war, platziert. Die Dokumentation erfolgte mit einer
Panasonic Lumix TZ8. Fir die GroRenbestimmung wurde ein Mal3stab bei identischer
VergroBerung mitfotografiert. Die GrolRe der einzelnen Bereiche wurde mithilfe der
Software AxioVision Rel 4.8.1.0 planimetrisch fir jede Herzscheibe einzeln bestimmt
(Abbildung 19). Durch Addition der Einzelwerte bis hin zur Ligatur (hier: Scheibe 7) wurde
fir jedes Herz das Risikoareal in % zur Gesamtflache (hier: 53,37 %) sowie die
InfarktgroRBe in % zum Risikoareal (hier: 27,31 %) berechnet. Die Ermittlung der
Absolutwerte erfolgte durch Umrechnung der Pixel in cm mithilfe des Mal3stabbalkens.
Die Auswertung wurde verblindet, indem die Herzscheiben einer Versuchskohorte von
einer zweiten, unabh&ngigen Person kodiert wurden. Die Zuordnung der Infarkt- und

Risikoareale zu den Genotypen und Setups erfolgte erst am Ende der Auswertung.
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Abbildung 19: Planimetrische Auswertung des Risikoareals und der Infarktgréi3e

Exemplarische Darstellung von Herzscheiben einer CMBK-Kontrollmaus nach I/R. Die Auswertung erfolgte
durch planimetrische Bestimmung der Gesamtflache, des unbetroffenen blaugefarbten Gewebes, des
Risikoareals (rot+weil3) und des infarzierten, weiRen Bereichs (Darstellung in Pixel). Fur die Berechnung der
Infarktgré3e und des Risikoareals wurden die Herzscheiben distal der Ligatur (hier: 1-7) miteinbezogen.

2.5.3.6 Mechanische Konditionierung

In der Literatur ist mehrfach beschrieben, dass sowohl die mechanisch-induzierte Pra- als
auch Postkonditionierung einen protektiven Einfluss beim akuten Myokardinfarkt im
Tiermodell aufweisen (Schwanke et al. 2002, Costa et al. 2008, Jin et al. 2012). Hierfir
wurde die LCA-Operation wie in den Abschnitten 2.5.3.1 bis 2.5.3.4 beschrieben
durchgefuhrt und durch kurze ischdmische Episoden vor der 30-mindtigen Ischdmiephase

(iPre) bzw. danach (iPost) erganzt.

Fir die Préakonditionierung (Abbildung 20, €) wurde die LCA wie in Abschnitt 2.5.3.3
beschrieben umstochen. Direkt vor der eigentlichen Ischdmiephase wurde die
Koronararterie fur 5 min okkludiert. Daraufhin folgte eine 10-minitige Wiederertffnung
des GefalRes (Schwanke et al. 2002), bei der der Nadelhalter, der auf die Koronararterie
gedrickt war, wieder geldst wurde. AnschlieBend erfolgten 30 min Ischamie (siehe
Abschnitt 2.5.3.3) mit anschlielender Reperfusion (120 min), Blutentnahme (siehe
Abschnitt 2.5.3.4) und Farbung (siehe Abschnitt 2.5.3.5).
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Bei der Postkonditionierung (Abbildung 20, @) wurden direkt nach der ischamischen
Phase sechs Zyklen mit jeweils 10 Sekunden Ischdmie und 10 Sekunden Reperfusion
durchgefuhrt (Methner et al. 2013b). Auch dies wurde durch das Wechselspiel zwischen
Offnen und SchlieRen der Koronararterie mithilfe des Kunststoffréhrchens erreicht. Die
sechs Zyklen kurzer Ischamie und Reperfusion gingen direkt in die 120-mindtige
Reperfusionsphase uber, auf die die bereits dargestellten weiteren Versuchsschritte
folgten.

G I/IR M Reperfusion
9 I/R sham Reperfusion
® I/IR+iPre . W ischiimic | Reperfusion

t 5 min Ischamie / 10 min LCA-Eréffnung

O IR+iPost — IRl repertusion

6 Zyklen je 10s/10s

Abbildung 20: Operationsschemata fiir die mechanische Konditionierung im akuten
Myokardinfarktmodell

I/R: 30 min Ischamie / 120 min Reperfusion; I/R sham: Scheinoperation; iPost: Postkonditionierung; iPre: Pra-
konditionierung; LCA: linke Koronararterie

2.5.3.7 Verabreichung pharmakologischer Substanzen

Pharmakologische Konditionierungen bilden die Grundlage fur eine zukinftige
Therapiemdglichkeit zur Reduktion des I/R-Schadens bei Myokardinfarkt. Die Gabe der im
Folgenden beschriebenen Substanzen orientierte sich an bereits publizierten, d.h.
etablierten Applikationsmethoden. Die Administrationen von NS11021 und L-NAME
wurden modifiziert und an den Operationsablauf angepasst (siehe unten). In
Kontrollexperimenten wurde das jeweilige Ldsungsmittel ohne Wirkstoff auf dem
entsprechenden Applikationsweg injiziert um damit seine potentiellen Einflisse auf den
I/R-Schaden untersuchen zu kdnnen. In Wasser schwerl@sliche Substanzen wurden mit
einer geringen Menge an DMSO in Ldsung gebracht und im Folgenden mit steriler
0,9%ige NaCl-Losung oder mit Wasser fir Injektionszwecke (Aqua ad iniectabilia) auf die
entsprechende Konzentration verdiinnt. Eine Beschreibung zu den Kontrollexperimenten
findet sich in den einzelnen Abschnitten der jeweiligen Substanz. Eine Ubersicht tiber die
durchgefuhrten pharmakologischen Konditionierungen mit Wirkstoffnamen, Dosierung und

Applikationsroute ist in Abbildung 21 dargestellt.
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©@ IIR+PAX | Ischamie | Reperfusion
I 8 mg/kg Paxilline, i.p.,
5 min nach LCA-Ligatur
@ I/IR + NS m Reperfusion
]9,2 oder 92 pg/kg NS11021,
intraatrial/i.v., 5 min vor R
@ R+SIL — IR Reperusionmm
Iz ug/kg Sildenafil,
intraatrial, 5 min vor R
O /wR+7AD I Reperusionm
1 mg/kg Tadalafil,
i.p., 60 min vor |
Q I/R + L-NAME | Ischamie | Reperfusion
(+SIL @) 5mg/ml L-NAME,
(+ iPost e) Trinkwasser flr 4-5 Tage
@® I/IR+RIO [ Ischimie | Reperfusion

50 ng Riociguat, i.v.,
5 minvor R

@ IIR+CIN B schimie RSN TL T R

10 ug/kg Cinaciguat,
i.p., 30 min vor |

Abbildung 21: Operationsschemata fir die Administrationen pharmakologischer Substanzen im
akuten Myokardinfarktmodell

I/R: 30 min Ischéamie / 120 min Reperfusion; PAX: Paxilline (BK-Kanalblocker); NS: NS11021
(BK-Kanaloffner); SIL: Sildenafil (PDE-Inhibitor); TAD: Tadalafil (PDE5-Inhibitor); L-NAME: Nw-Nitro-L-Arginin-
Methylester-Hydrochlorid (NO-Synthaseinhibitor); iPost: Postkonditionierung; RIO: Riociguat (sGC-Stimulator);
CIN: Cinaciguat (sGC-Aktivator); LCA: linke Koronararterie

Paxilline (PAX, @): Der BK-Kanalblocker Paxilline wurde 5 min nach dem Beginn der
Ischamie in einer Konzentration von 3,2 mg/ml in einer Dosierung von 8 mg/kg
intraperitoneal injiziert ((Imlach et al. 2008, Borchert et al. 2011, Lai et al. 2014), eigene
Untersuchungen von Frau Friederike Steudel, Lehrstuhl fur Pharmakologie, Toxikologie
und klinische Pharmazie, Universitat Tubingen). Ausgehend von einem murinen
Blutvolumen von 60 ml pro kg Kérpergewicht (Wolfensohn and Lloyd 2003), entsprach
diese Dosierung einer Konzentration von 306 uM bezogen auf das murine Blutvolumen
(Mw=435,6 g/mol). Da Paxilline in wassrigen Lésungsmitteln nur schwer I6slich ist, wurde
als Losungsmittel eine Mischung aus DMSO:H-0 (9:1) verwendet. Identische Mengen des
DMSO:H,0-Gemisches wurden in Kontrollkohorten (je 3 Tiere pro Genotyp) injiziert um
sicherzugehen, dass der Einsatz von DMSO in dieser Konzentration nicht selbst einen

Einfluss auf die InfarktgréRe ausubt.

NS11021 (NS, @): In der Literatur ist bisher nur sehr wenig Uber einen Einsatz des
BK-Kanal6ffners NS11021 in vivo und damit auch wenig tber seine pharmakokinetischen
und -dynamischen Eigenschaften bekannt. Die Substanz wurde, orientiert an den
unveroffentlichten Daten des Herstellers in Zusammenarbeit mit dem Erfinder der

Substanz Prof. Dr. Sgren-Peter Oelsen (University of Copenhagen), sowie an der
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vertffentlichten Arbeit von Bentzen et al. (2009), in Dosierungen von 9,2 pg/kg und
92 ug/kg Korpergewicht 5 min vor Beginn der Reperfusion appliziert. Diese Dosierungen
entsprachen bei einem murinen Blutvolumen von 60 ml pro kg Korpergewicht
(Wolfensohn and Lloyd 2003) Konzentrationen von 0,3 und 3,0 nM (bezogen auf das
murine Blutvolumen, My=511,3 g/mol). Die Administration von NS11021 erfolgte im ersten
Ansatz intravends und in weiteren Ansatzen um entsprechend hohe Plasmaspiegel zu
erhalten direkt in das linke Atrium. DMSO und sterile 0,9%ige NaCl-Losung in einem
Verhéltnis von 1:150 wurden hierbei als Ldsungsmittel verwendet und in dieser
Konzentration auch in der Kontrollgruppe verwendet. Die Konzentrationen der
Injektionslosungen betrugen fir die intravendse Applikation 100 pmol/l und fur die

intraatriale (i.a.) Injektion 20 bzw. 200 umol/l.

Sildenafil (SIL, @): Der PDE5-Inhibitor Sildenafil wurde in steriler 0,9%iger NaCl-Lésung
gelést und in einer Dosis von 2 ug pro kg Kérpergewicht 5 min vor Beginn der
Reperfusion in das linke Atrium injiziert (Methner et al. 2013b). Diese Dosis entsprach
einer Konzentration von 67 nM bezogen auf das murine Blutvolumen mit 60 ml pro kg
Korpergewicht ((Wolfensohn and Lloyd 2003), Mw=474,6 g/mol). Die Applikation wurde
durch intraatriale Injektion von steriler 0,9%iger NaCl-Lésung bei I/R in

Wurfgeschwisterméusen der Behandlungskohorte kontrolliert.

Tadalafil (TAD, @): Als alternativer PDES5-Inhibitor wurde Tadalafil nach Salloum et al.
(2009) mit 1 mg pro kg Korpergewicht 60 min vor Beginn der ischdmischen Phase
intraperitoneal injiziert. Die Konzentration der Injektionslésung betrug hierbei 0,25 mg/ml.
Als Losungsmittel wurde hier 40 % DMSO/H,O verwendet. Ein entsprechendes

DMSO/H,0-Gemisch wurde zu Kontrollzwecken appliziert.

L-NAME (@): Der NO-Synthaseinhibitor N-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid
(L-NAME) wurde in einer Konzentration von 5 mg/ml dem Trinkwasser beigesetzt
(modifiziert nach Groneberg et al. 2010 und Obst et al. 2006). Die Mause erhielten dieses
Wasser flr 4-5 Tage. Zu Beginn des 3. Tages wurde die Flasche erneuert, um mdglichen
Instabilititen des Wirkstoffes in wassriger Losung und damit Wirkungsverluste

vorzubeugen.

Riociguat (RIO, D): Riociguat wurde als Stimulator der léslichen Guanylatzyklase 5 min
vor Beginn der Reperfusion in einem Volumina von 50 ul bei einer Konzentration von

1,2 pmol/l intravends verabreicht (Methner et al. 2013a). Die Substanz konnte nach dem

60



MATERIAL UND METHODEN

Ldsen in DMSO 1:2000 mit steriler 0,9%iger NaCl-Lésung verdinnt werden. Da die
Injektion einer Mischung aus DMSO:H,O (9:1) bereits keine Auswirkungen auf den I/R-
Schaden zeigte (siehe PAX, @), wurde hier auf eine eigensténdige Kontrollgruppe, die

nur das Losungsmittel erhalten hatte, verzichtet.

Cinaciguat (CIN, @): Als Aktivator der loslichen Guanylatzyklase wurde Cinaciguat in
einer Konzentration von 2,5 pg/ml in einer Dosis von 10 pg/kg Korpergewicht 30 min vor
Beginn der Ischamie intraperitoneal injiziert (Salloum et al. 2012). Es wurde ebenfalls auf
die Losungsmittelkontrollgruppe verzichtet, da auch hier das zum Lésen verwendete
DMSO 1:400 mit steriler 0,9%iger Natriumchloridldsung verdinnt werden konnte und

damit der DMSO-Anteil deutlich unter dem bei Paxilline (@) verwendeten Lésungsmittel

lag.

Durchfiihrung der Injektionen

Fur die intraperitoneale Applikation wurde die Maus mit einem Nackengriff und an der
Schwanzwurzel fixiert. Die Injektion der zu verabreichenden Lésung erfolgte Uber das

Einfuhren einer 25G Kandule in einem Winkel von ca. 30 Grad in die Bauchhohle.

Die intravenése Injektion von Substanzen wurde lber das Legen eines Zugangs in eine
der beiden groRen Schwanzvenen durchgefihrt. Hierbei wurde die Maus mit einer
volatilen lIsofluran-Inhalationsnarkose (0,5-2,0 %) narkotisiert und der Mausschwanz
mehrere Minuten vor eine Warmelampe gelegt, damit sich das Gefal3 durch die Warme
weitete und besser sichtbar wurde. Als Zugang wurde die Hohlnadel einer 27G Kaniile
verwendet, welche von der restlichen Kanlle abgetrennt und mit der abgetrennten Seite
zur Hélfte in ein ca. 5 cm langes Stick des auch fur die Farbung verwendeten
Polyethylenschlauches (siehe Abschnitt 2.5.3.5) geschoben wurde. Das andere Ende des
Schlauches wurde auf eine 25G Kanile geschoben. Sobald die Vene gut erkennbar war,
wurde ein Stick Faden fest um den Ansatz des Mausschwanzes geknotet und die Lampe
entfernt. Von der Schwanzspitze an wurde das noch vorhandene Blut vorsichtig Richtung
Schwanzansatz gepresst und ca. auf Hohe der Schwanzmitte wurde die Kanile in
Schwanzrichtung flach in die Vene eingefihrt. Nachdem die richtige Position der Nadel
Uberprift wurde, wurde der Faden am Schwanzansatz aufgeschnitten und das
entsprechende Volumen intravends appliziert.

Die Applikation ins linke Atrium (intraatrial) erfolgte direkt mit einer 27G Kanule flach
ins linke Atrium der narkotisierten Maus, welches durch die bereits davor durchgefihrte

Thorakotomie gut zuganglich war.
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2.5.4 Chronisches Model des Myokardinfarkts

Das chronische Modell des Myokardinfarkts bereitet die Mdglichkeit Langzeitschaden und
Uberleben nach einem Myokardinfarkt genauer zu untersuchen. Hierfiir wurde die LCA fiir
30 min okkludiert, gefolgt von einer vierwdchigen Reperfusionsphase und anschliel3ender
Untersuchung der Herzens mittels Echokardiographie und Immunhistochemie. Der
zeitliche Ablauf (Abbildung 22) sowie eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Schritte

sind nachfolgend dargestellt.
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Abbildung 22: Zeitlicher Ablauf der Operation des chronischen Myokardinfarktmodells
LCA: linke Koronararterie

2.5.4.1 Anéasthesie

Zu Beginn des Eingriffs erhielt die Maus eine intraperitoneale Injektion einer 16 %
Ketamin/ 2,5 % Xylazin-L6sung (Herstellung siehe Abschnitt 2.5.2), die eine Analgesie fur
die Dauer des operativen Eingriffs sicherstellte. Sobald die Wirkung einsetzte, erfolgte
eine Inhalationsnarkose bestehend aus einem Isofluran-Sauerstoff-Gemisch. Hiermit ist
eine sehr gute Steuerung von Dauer und Tiefe der Narkose maoglich. Als
Anasthesieapparat wurde ein Narkosekreissystem (Volker GmbH) mit integriertem
Ventilator und einem vorgeschalteten Vapor 19.3-Prazisionsverdampfer fir Isofluran
(Isoflurane CP 1ml/ml, cp-pharma) verwendet. Das Isofluran wurde Uber eine Maske der
Maus appliziert, welche in Ruckenlage auf einer Heizplatte mithilfe von Gewebeklebeband
fixiert wurde. Die Maus wurde waagrecht zu dem Operateur mit dem Kopf nach rechts
positioniert. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wurde ein Isoflurananteil von 0,5-2,0 %
verwendet und Uber die gesamte Dauer der Operation konstant gehalten. Fur die Dauer
des Eingriffes (ca. 60 min) wurde die Korpertemperatur der Maus Uber die Heizplatte
konstant bei 37°C = 0,5°C gehalten. Die Korpertemperatur wurde dabei permanent mit
einem Rektalthermometer Uberwacht, wodurch ein Auskihlen des narkotisierten Tieres

verhindert werden konnte. Ein Austrocknen der Augen unter Narkose wurde durch das
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Auftragen einer dinnen Schicht Dexpanthenol-haltiger Augensalbe (Bepanthen)

verhindert.

2.5.4.2 Intubation

Nach Erreichen der erforderlichen Narkosetiefe (Aussetzen der Lid- und
Zwischenzehreflexe) wurde der Maus im Brustbereich das Fell mit Enthaarungscreme
grof3flachig entfernt. Die enthaarte Hautflache wurde grindlich mit einem Antiseptikum
(Octenisept) gereinigt. Fur die Intubation wurde mit einer feinen Schere (Extra Fine Bonn
Scissors, FST) ein ca. 1 cm langer medianer Hautschnitt am Hals langs gesetzt. Um die
Trachea freizulegen wurden die sich in der Regio trachealis befindenden Speicheldriisen
und Muskeln (Musculus sternohyoideus et musculus sternethyroideus usw.) vorsichtig zu
beiden Seiten so weit gespreizt, dass ein kleines Stlick der Trachea sichtbar wurde, um
im nadchsten Schritt ein korrektes Platzieren der Intubationskanile bestatigen zu kénnen.
Die darauffolgenden Schritte wurden sehr schnell ausgefiihrt, um ein Aufrechterhalten der
Narkose gewdhrleisten zu kdnnen. Die Inhalationsmaske wurde ein Stlick entfernt. Das
Einfuhren der Intubationskanile in die Trachea und die Beatmung wurden entsprechend
wie unter Abschnitt 2.5.3.2 beschrieben durchgefiihrt. Lediglich die Atemfrequenz wurde

im chronischen Modell auf 140 Atemzlige pro Minute leicht erhéht.

2.5.4.3 Ligatur der LCA

Die Operation wurde mithilfe eines Stereomikroskops (LEICA M80) durchgefiihrt. Fir die
Thorakotomie wurde ein ca. 2 cm langer Hautschnitt von der linken Achselhéhle Richtung
Sternum gesetzt und mithilfe zweier Pinzetten (Graefe Forceps, FST) die Regio costalis
auf der linken Seite vorsichtig von Fell befreit. Mit einer stumpfen Pinzette wurde der
groRe Brustmuskel (Musculus pectoralis) leicht angehoben und mit einer zweiten
stumpfen Pinzette vorsichtig der kleine Brustmuskel vom grof3en getrennt. Mithilfe zweier
aus Draht geformter Retraktoren wurden dann sowohl der grof3e Brustmuskel nach
hinten/oben als auch der kleinere, darunterliegende Brustmuskel nach unten aufgespannt.
Hierbei war darauf zu achten, dass die Muskeln nicht verletzt wurden. Im néachsten Schritt
wurde mit einer spitzen Schere (Vannas-Tubingen Spring Scissors, FST) interkostal
(zwischen der dritten und vierten Rippe) ein kleiner Schnitt zur Pleurahdhle gesetzt. Der
Schnitt wurde vorsichtig nach oben und unten ein kleines Stiick erweitert, jedoch nur so
weit, dass weder Gefalle noch die Lunge verletzt wurden. Mit einer stumpfen Pinzette
wurde die vierte Rippe vorsichtig leicht angehoben und ein steriler OP-Faden (Ethibond
Excel 6-0) von rechts nach links durchgezogen. Analog wurde um die dritte Rippe ein
Faden von rechts nach links durchgefuhrt. Die beiden Rippen wurden anschlie3end

vorsichtig diagonal aufgespannt, in dem die Faden mit Klebeband fixiert wurden. Wenn
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madglich wurde der Schnitt nach oben und unten minimal erweitert. Dabei musste nach
oben in Richtung Sternum vor allem auf die Arteria thoracica interna und nach unten in
Richtung Flanke auf die Lunge geachtet werden. Die Okklusion der LCA und die
ischamische Phase wurden wie im akuten Modell unter Abschnitt 2.5.3.3 detailliert

beschrieben durchgefuhrt.

2.5.4.4 Er6ffnung der LCA und Wundverschluss

Nach 30 min wurde der Nadelhalter entfernt und damit die Okklusion gedffnet. Der
Polypropylenfaden wurde vorsichtig herausgezogen. Die Faden, welche zum Aufspannen
der Rippen verwendet worden waren, wurden geldst. Der linke Faden um die vierte Rippe
wurde entfernt und unterhalb des rechten Fadens unter der dritten und vierten Rippe von
rechts nach links durchgezogen. Der rechte Faden wurde anschlie@end auch um die
vierte Rippe geflhrt. Im nachsten Schritt wurden die dritte und vierte Rippe mit den beiden
Faden durch jeweils einen Doppel- und einen Einzelknoten fest zusammengeknotet.
Hierbei wurde der Brustkorb vorsichtig nach unten gedrickt um die Luft aus dem
Brustraum zu entfernen. Um zu Uberprufen, ob der Thorax wieder luftdicht verschlossen
war, wurden 2-3 Tropfen angewarmte sterile 0,9%ige NaCl-Losung auf den zugeknoteten
Schnitt getropft. Verblieb die NaCl-Lésung auf dem Schnitt und war keine
Luftblasenbildung zu sehen, konnte von einem luftdichten Verschluss ausgegangen
werden. Die Fadenenden wurden knapp abgeschnitten und die Retraktoren von den
Brustmuskeln geltst bevor diese wieder in ihre urspriingliche Lage positioniert wurden.
Um einen vollstdndigen Wundverschluss zu gewahrleisten wurden bis zu 8
Einzelknopfnahte (Perma Hand Seide 5-0) gesetzt. Die Naht wurde mit steriler 0,9%iger
NaCl-Lésung gereinigt und anschlieBend Octenisept zur Entziindungspravention mit
einem sterilen Tupfer aufgetragen. Analog wurde mit dem kleinen Hautschnitt Gber der

Trachea verfahren.

2.5.4.5 Ausleitung der Narkose

Nach Beendigung der Operation wurde die Isofluranzufuhr gestoppt, die Intubation mit
Sauerstoff blieb aber erhalten. Um den Flissigkeitsverlust wahrend der Operation
auszugleichen, wurden der Maus 600 pl sterile, vorgewarmte 0,9%ige NaCl-Losung
intraperitoneal appliziert. Die Extremitaten wurden vom Klebeband geldst. Die Beatmung
wurde so lange beibehalten bis die Maus selbststéandig anfing gegen die Intubation zu
atmen. Ein zu frihes Herausziehen der Intubationskanile musste unbedingt vermieden
werden, da ein selbststandiger Atembeginn in zu tiefer Narkose kaum maglich ist. Sobald
eine Gegenatmung erfolgte, wurde die Kanile herausgezogen und die Maus in Bauchlage

gebracht. Die Maus verblieb auf der Heizplatte bis eine regelmaRige Atmung eingesetzt
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hatte. Anschliel3end blieben die Tiere bis zum vollstandigen Erwachen unter Beobachtung
in einem uber eine Warme-Rotlichtlampe beheizten Ké&fig.

Vor der Extubation wurde der narkotisierten Maus zur postoperativen Analgesie
Metamizol-Na* (200 pg/kg KG) subkutan (s.c.) gespritzt. Hierfir wurde die Metamizol-Na*-
Losung 1:10 mit Aqua ad iniectabilia auf eine Konzentration von 50 mg/ml verdinnt. Die
gleiche Dosis wurde in einem 48-stindigen Zeitraum alle 8 Stunden erneut appliziert. Im

Anschluss wurde nach Bedarf dosiert.

2.5.5 Permanente Ligatur

Mithilfe der permanenten Ligatur kénnen die Schaden, die durch die entstehende
Unterversorgung des Gewebes bei einem Myokardinfarkt auftreten, genau untersucht
werden. Dabei kdnnen die Auswirkung der Ischamie auf die Herzfunktion sowie die GroRRe
des ischamischen Areals bestimmt werden. Bei der Durchfiihrung wurde die LCA fur 24
Stunden permanent okkludiert und anschlie@end das Ausmafd des Ischdmieschadens
mithilfe der Evans Blue/TTC-Farbung untersucht. Der zeitliche Ablauf ist nachfolgend in

Abbildung 23 dargestellit.
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Abbildung 23: Zeitlicher Ablauf des Modells der permanenten Ligatur
LCA: linke Koronararterie

Die Durchfihrung der Operation fir die permanente Ligatur entsprach der des
chronischen Modells. Sowohl! die Durchfihrung der Anasthesie, die Fixierung der Maus
und die Durchfiihrung der Intubation als auch die Thorakotomie und die Freipréparation
des Herzens wurden wie unter Abschnitt 2.5.4 detailliert beschrieben ausgefuhrt.

Fur die permanente Okklusion wurde die LCA mit einem Polypropylenfaden (Prolene 7-0)

umstochen und dieser irreversibel verknotet. Durch den Knoten wurde die LCA
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zugedrickt, was durch die Weildfarbung des distal der Ligatur gelegenen Gewebes zu

erkennen war. Der Faden wurde knapp abgeschnitten.

Der Wundverschluss und die Beendigung der Narkose, sowie die Schmerztherapie
verliefen wie unter den Abschnitten 2.5.4.4 und 2.5.4.5 aufgefihrt.

2.5.6 Messung der ROS mittels MitoB-Injektion

Die in-vivo-Messung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) gestaltet sich aufgrund deren
Flichtigkeit und ihres schnellen Abbaus als schwierig. Im Jahr 2011 wurde in der
Arbeitsgruppe von Michael P. Murphy eine Substanz entwickelt, welche die
Quantifizierung der Bildung von H»O; in vivo ermoéglicht (Cocheme et al. 2011). Die
Substanz MitoB (MitoBoronic acid) bestent aus einem Triphenylphosphonium
(TPP)-Kation, welches an Arylboronséure konjugiert ist (Abbildung 24A). Die Strategie
hierbei ist, dass das lipophile TPP-Kation schnell biologische Membranen passieren kann
und angetrieben durch das Membranpotential hundertfach in Mitochondrien akkumuliert
(Murphy and Smith 2007). Arylboronsaure reagiert selektiv mit H.O, zu dem Phenol MitoP
(Miller et al. 2007, Dickinson and Chang 2008).

Die Kopplung des TTP-Kations an Arylboronséure generiert somit einen Mitochondrien-
spezifischen Marker fur ROS, das sog. MitoB. Ein weiterer Vorteil ist, dass das
Oxidationsmittel fur die Arylboronsaure die konjugierte Base von H>O, mit einem
pKa-Wert von 11,62 ist. Dadurch sollte die Reaktion in den Mitochondrien, in welchen ein
pH-Wert von ca. 8,0 vorherrscht, schneller ablaufen als im Zytosol (pH ~ 7,2), was die
Mitochondrienspezifitit des ROS-Nachweises weiter fordert. Da auch Peroxynitrit
(ONOO), welches bei einem Aufeinandertreffen von Superoxiden mit Stickstoffmonoxid
entstehen kann, Arylboronate in Phenole umwandelt, fungiert die Umwandlung von MitoB
in MitoP als Marker fur die H.O»- und ONOO"-Konzentrationen in der Mitochondrienmatrix

in vivo. (Cocheme et al. 2011)
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Abbildung 24: MitoB als Marker fur mitochondriale ROS-Bildung in vivo

(A) Schematische Darstellung der ROS-Messung in vivo. Nach intraperitonealer (i.p.) Applikation akkumuliert
MitoB in den Mitochondrien der Kardiomyozyten und wird proportional zur ROS-Menge in MitoP umgewandelt
(modifiziert nach Cocheme et a. 2011). Der Quotient aus MitoP zu MitoB kann somit als Maf} fir die
ROS-Bildung herangezogen werden. Standardkurven von MitoB (B) und MitoP (C). CM: Kardiomyozyt; H202:
Wasserstoffperoxid; LC-MS: Flussig-Chromatographie-Massenspektrometrie; ONOO™ Peroxynitrit; ¥m:
Membranpotential

2.5.6.1 MitoB-Injektion

50 pl MitoB (0,5 mM, gelbst in steriler 0,9%iger NaCl-Lésung) wurden 60 min vor Beginn
der Ischamie intravengs verabreicht (Abbildung 24, Durchfihrung siehe Abschnitt 2.5.3.7).
Es erfolgte die Operation des akuten Myokardinfarkts wie unter Abschnitt 2.5.3
beschrieben. Nach dem Ende der Reperfusion (120 min fir I/R und 15 min flr 130/R1s)
wurde das Herz entnommen und 53,0 £ 2,0 mg des ischamischen Bereiches in flissigen
Stickstoff Uberfuihrt. Die Lagerung der ischamischen Herzgewebe bis zu ihrer
Aufarbeitung erfolgte bei -80°C. Cinaciguat wurde wie unter Abschnitt 2.5.3.7 beschrieben

30 min vor Beginn der Ischamie i.p. injiziert. Um die gleiche Equilibrierungszeit des MitoB
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in vivo auch fir die Basalwerte einzuhalten, wurden die Tiere 210 min nach MitoB-

Injektion mittels zervikaler Dislokation getdtet und das Herz entnommen.

Fur die Herstellung der Standkurven wurden die Substanzen MitoB, MitoP, dis-MitoB und
dis-MitoP, die von Dr. Michael Murphy (MRC Mitochodrial Biology Unit, Cambridge, UK)
im Rahmen einer Kooperation zur Verfigung gestellt wurden, auf eine Konzentration von
10 mM in 100%igem Ethanol gel6st. Als interner Standard wurde eine Mischung von
dis-MitoB (10 pmol/l) und dis-MitoP (5 pmol/l) verwendet. Fir die Standardreihen von
MitoB (Abbildung 24B) und MitoP (Abbildung 24C) wurden nachfolgende Konzentrationen
durch Verdinnung mit Ethanol hergestellt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Standardreihe fir MitoB und MitoP
MitoB [umol/l] 100 50 10 5 1
MitoP [umol/I] 25 10 5 1 0,5 0,1 0

Im n&chsten Schritt erfolgte die Entnahme einer Mausleber, die in 14 Gewebestiicke zu je
55,0 + 2,0 mg aufgeteilt und dann sofort in flissigem Stickstoff weggefroren wurde. Die
Leberproben wurden fur die Herstellung der Standardreihe verwendet.

2.5.6.2 Aufarbeitung der Gewebeproben

Fur die Vorbereitung der Aufarbeitung wurden der Puffer 1 (Herstellung siehe Abschnitt
2.5.2) bei 4°C und der interne Standard, sowie die Losungen der Standardreihe von MitoB
und P auf Eis gekihlt. Es wurden jeweils drei Proben gleichzeitig aufgearbeitet. Die
Gewebeprobe wurde in ein PreCelly-Tube (Keramik; 1,4/2,8 mm) gegeben und 200 pl
Puffer 1 zupipettiert und fiir zweimal 10 s bei 5000 U/min in einem Gewebehomogenisator
(Minilys) homogenisiert. Im Anschluss wurde fir 10 min bei 4°C / 16.000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt. Es
wurden erneut 200 pl Puffer 1 in den PreCelly-Tube zupipettiert. Nach 10 s Vortexen und
erneuter Zentrifugation mit identischen Einstellungen wurde der erhaltene Uberstand mit
dem ersten Uberstand vereinigt. Die Probe wurde nun mit 10 pl des internen Standards
gespiked. Bei den Proben fir die Standardreihe wurden nun im nachsten Schritt 10 ul der
entsprechenden Menge an MitoB bzw. MitoP (Tabelle 4) zugefiigt. Nach 10 s Vortexen
wurden die Proben fir 40 min bei 4°C gelagert. AnschlieRend wurde erneut zentrifugiert
und der Uberstand in eine 1 ml-Spritze mit einer 20G Kanile aufgezogen. Uber ein
Sterilfilter Millex-GV (Porendurchmesser: 0,22 pm) wurde der Uberstand in ein
Reaktionsgefal filtriert und die Probe in einer SpeedVac bei 30°C fur 120 min bis zur
vollstandigen Entfernung der Flussigkeit getrocknet. Die Aufarbeitung der Herzgewebe
erfolgte entsprechend der Aufreinigung der Proben fir die Standardkurve, mit Ausnahme

des Zupipettierens der entsprechenden MitoB- bzw. MitoP-Losung der Standardreihe.
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Die aufgearbeiteten Proben wurden fur die LC-MS/MS-Analyse zu Frau Dr. Angela Logan
(MRC Mitochodrial Biology Unit, Cambridge, UK) gesendet. Hierbei dienen die
Flassigchromatographie zur Auftrennung der Substanzen in dem Gemisch und die daran

gekoppelte Massenspektrometrie zur Identifikation und Quantifizierung der Analyten.

2.5.7 Telemetrische Blutdruckmessung

Mithilfe telemetrischer in-vivo-Messungen wurden der Blutdruck, der Puls und die
lokomotorische Aktivitat gemessen werden. Hierfiir wurde ein Telemetriesystem der Firma
DataScience Int. verwendet. Der zeitliche Ablauf der Implantation der Transmitter und die

sich anschlieBenden Messungen sind in Abbildung 25 schematisch dargestellt.
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Abbildung 25: Zeitlicher Ablauf der Blutdruckmessung

2.5.7.1 Durchfiihrung der Implantation

Das Narkoseregime erfolgte analog zur Andasthesie im chronischen Modell des
Myokardinfarkts (intraperitoneale Injektion der Ketamin/Xylazin-Losung, siehe Abschnitt
2.5.2, mit anschlielBender volatilen Isofluran-Inhalationsnarkose, siehe Abschnitt 2.5.4.1).
Nach dem Feststellen der erforderlichen Narkosetiefe durch volliges Ausbleiben der
Zwischenzeh- und Lidreflexe wurde das Fell im Brustbereich mit Enthaarungscreme
entfernt und die Haut mit Octenisept desinfiziert. Die Augen der Maus wurden mit
Bepanthen Augen- und Nasensalbe abgedeckt, um eine Austrocknung der Cornea zu
verhindern. Die Temperaturkontrolle erfolgte tiber eine Rektalsonde auf einem beheizten
OP-Tisch mit steriler Auflage bei 37°C. AnschlielRend wurde die ventrale Inzision (ca. 2,5
cm) submandibuldr beginnend bis zum Sternum durchgeftihrt. Die linke Arteria carotis

communis und Arteria carotis externa wurden im Bereich der Bifurkation vorsichtig von
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umliegenden GefaRen und Nervenbahnen insbesondere des Nervus vagus freiprapariert
(verwendete Pinzetten: Vessel dilating forceps, FST). Der Zugang erfolgte nach
vorsichtigem Separieren der beiden Halften der Glandula mandibularis, zwischen dem
Musculus sternohyoideus und dem Musculus sternomastoideus. Dies wurde durch

vorsichtiges Schnippen mit einer atraumatischen Pinzette erreicht.

Abbildung 26: Durchfiihrung der Implantation der Blutdrucktransmitter

(A) Druckkatheter, welcher in die Arteria carotis communis eingefiihrt und mit einer GefaRklemme fixiert wird.
Mit dem rechten Faden ((1)) wurde die Arteria carotis communis irreversibel unterhalb der Bifurkation ligiert.
Der linke Faden ((2)) wurde reversibel angebracht um die Blutversorgung in dem sichtbaren Abschnitt zu
unterbrechen und so ein Einfuhren des Katheters zu ermdglichen. (B) Druckkatheter in der Arteria carotis
communis mit drei Halteknoten ((1)-(3)) fixiert. (C) Blutdruckkatheter mit Transmitter (DSI, Modell
TA11PA-C10). (D) Darstellung der korrekten Positionierung des Druckkatheters im Aortenbogen. (E)
Schematische Darstellung des implantierten Druckkatheters und die Platzierung des Transmitters im rechten
Flankenbereich. Abbildungen (D) und (E) von (Huetteman and Bogie 2009).

Die Arterie wurde vorsichtig untertunnelt und zwei Faden (Resorba-Seide 7/0) fir
Ligaturen gelegt. Die Arteria carotis communis wurde kaudal zur Bifurkation irreversibel
mittels der Seide ligiert (Abbildung 26A, (1)). Etwa 0,8 cm proximal zur ersten Ligatur
wurde eine zweite, reversible Ligatur unter Verwendung einer atraumatischen
Bulldogklemme (Bulldog Serrefine, FST) gesetzt (Abbildung 26A, (2)). Nach einem
medianen Schnitt in den vom Blutstrom abgetrennten Gefal3abschnitt der Arteria carotis
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communis mit einer Schere (Vannas-Tubingen Spring Scissor), wurde der Druckkatheter
des Transmitters (DSI, Modell TA11PA-C10, Abbildung 26C) vorsichtig eingefthrt und mit
einer GefaRklemme (Micro Serrefine) in Position gehalten (Abbildung 26A). Der Katheter
wurde bis zur Verjliingung in Richtung des Aortenbogens mithilfe eines Katheterhalters
(Vessel Cannulation Forceps, FST) vorgeschoben (Abbildung 26D) und mit den beiden
bereits gelegten Faden ((1), (2)) und einem weiteren nicht-resorbierbaren Haltefaden
(Resorba-Seide 7/0, (3)) an der Verjungung fixiert (Abbildung 26B). Durch die Haltefaden
wurde das GefalR auch zur Gefaldlasion hin abgedichtet. Die transient angebrachte

Klemme wurde wieder entfernt.

Der Transmitter wurde im rechten Flankenbereich zwischen den Vorder- und Hinterlaufen
in einer seitlich geschaffenen Tasche subkutan platziert (Abbildung 26E). Diese Tasche
wurde erneut durch vorsichtiges Schnippen mit einer atraumatischen Pinzette geschaffen.
Die Wunde wurde mit bis zu 8 Einzelknopfnéahten (Perma Hand Seide 5-0) verschlossen
um einen vollstandigen Wundverschluss zu gewdhrleisten. Die Naht wurde mit steriler
0,9%ige NaCl-Lésung gereinigt und anschlieRend Octenisept zur Entziindungsprévention
mit einem sterilen Tupfer aufgetragen. Die Mause erhielten standardméafilig Metamizol-Na*
(200 pg/kg KG, s.c.) zur postoperativen Analgesie (siehe Abschnitt 2.5.4.5). Wahrend der
Aufwachphase blieben die Tiere unter Beobachtung in einem Uber eine Warme-
Rotlichtlampe beheizten Kafig. Nach  einer mindestens  siebentégigen
Regenerationsphase und abgeschlossener Wundheilung konnten verlassliche
Blutdruckdaten bestimmt werden. Die Kafige wurden hierfir auf Daten-Empfangsplatten
positioniert, die mit einem PC-gesteuerten Receiver verbunden waren. Wahrend der
Messungen, die fur die Tiere unbemerkt abliefen, wurden die Daten lber den Sender
kontinuierlich (60 Sekunden- bzw. 10 Sekunden-Intervalle) Gibertragen. Das Messintervall

fir die basale Messung lag bei alle 15 min fiir 60 Sekunden lber 48 Stunden (Abbildung

25, ().

2.5.7.2 Behandlung mit pharmakologischen Substanzen
Um den Einfluss einiger im akuten Modell verwendeter Substanzen auf den Blutdruck zu
untersuchen, wurden drei Substanzen entsprechend ihrer Anwendung im akuten Modell

den Tieren vor der Blutdruckmessung injiziert.

Tadalafil (Abbildung 25, (2)). Nach dem Start der Messung (Messintervall: alle 30 s fiir
10 s) wurde den Tieren die cGMP-erhéhende Substanz Tadalafil in einer Konzentration
von 1 mg/kg Kdrpergewicht (Salloum et al. 2009) intraperitoneal injiziert und anschlie3end

far insgesamt 210 min gemessen (Abbildung 27A). Es schloss sich eine siebentdgige
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Regenerationsphase an, in welcher sich der Blutdruck normalisieren konnte. Vor Beginn

einer neuen Messung wurde jeweils die Normalisierung des Blutdrucks uberpruft.
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Abbildung 27: Zeitlicher Ablauf der Blutdruckmessung nach Tadalafil bzw. Pentobarbitalgabe

(A) Tadalafilinjektion (TAD, 1 mg/kg, i.p.); die Messung erfolgte fiir 210 min (oben), entsprechend der
Gesamtdauer der TAD-Applikation im akuten Myokardinfarktmodell (unten). (B) Pentobarbitalinjektion (Pento,
70 mg/kg, i.p.); die Messung wurde 15 min spater flr eine Zeitspanne von 15 min unter Anasthesie
durchgefiihrt; M1: basale Messung, M2: Messung nach Wirkstoffinjektion

L-NAME (Abbildung 25, (3)). Der NO-Synthase-Inhibitor L-NAME wurde an Tag 1 in einer
Konzentration von 5 mg/ml in das Trinkwasser gemischt (modifiziert nach Groneberg et al.
2010 und Obst et al. 2006). Nach 48 Stunden wurde das mit L-NAME versetzte
Trinkwasser erneuert und die Messung (Messintervall: alle 15 min fur 60 s) gestartet.
Nach weiteren 72 Stunden wurde die Messung beendet und den Tieren wieder
unbehandeltes Trinkwasser gegeben. Es schloss sich erneut eine siebentéagige
Regenerationsphase an, in welcher sich der Blutdruck normalisieren konnte (Abbildung
25).

Pentobarbital-Natrium (Abbildung 25, (). Den Tieren wurde Pentobarbital-Natrium in
einer Konzentration von 70 mg/kg Korpergewicht (Eckle et al. 2006, Methner et al. 2013b)
intraperitoneal injiziert. Nach Narkoseeintritt wurden die Tiere auf einer Heizplatte fixiert
und die Temperatur mittels eines Rektalthermometers konstant auf 37°C gehalten. Fur die
Uberwachung der Anasthesietiefe wurden die Zwischenzehen- sowie die Lidreflexe
kontrolliert und gegebenenfalls wurde Pentobarbital-Natrium nachdosiert (10 mg-kg™-h;
Eckle et al. 2006). Die Messung wurde 15 min nach Pentobarbitalinjektion gestartet
(Messintervall: alle 30 s fur 10 s; Abbildung 27B) und nach insgesamt 30 Minuten

gestoppt. Die noch narkotisierten Tiere wurden mittels zervikaler Dislokation getotet.

2.5.7.3 Entfernung des Katheters
Der Transmitter mit Druckkatheter wurde vorsichtig aus der Maus herausgeschnitten und

fur 24 Stunden in 1%ige Tergazymlosung (Herstellung siehe Abschnitt 2.5.2) gelegt. Im
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Anschluss wurde er mehrmals unter Wasser abgespult und anhaftende Gewebereste
entfernt. Die Sterilisation des Transmitters erfolgte in 2%iger Glutaraldehydlésung
(Herstellung siehe Abschnitt 2.5.2) flr weitere 24 Stunden. Nach der Reinigung unter
Wasser wurde wenn notwendig das Gel im Druckkatheter aufgeflllt. AnschlieRend wurde
der Transmitter in steriler 0,9%ige NaCl-Lésung bis zur weiteren Verwendung gelagert. Je
nach Abnutzung konnte ein Transmitter 3-4 Mal eingebaut werden bevor die Auffrischung

erfolgen musste.

2.5.8 Echokardiographie

2.5.8.1 Durchfiihrung

Um den kardiovaskul&ren Phanotyp zu studieren, sind neben Blutdruckmessungen (siehe
Abschnitt 2.5.7) echokardiographische Messungen zur Bestimmung der Auswurffraktion
(EF, egjection fraction), der Verkirzung des Herzmuskels (FS, fractional shortening) und
der Wanddicken unabdingbar. Langfristige negative Auswirkungen eines akuten
Myokardinfarkts lassen sich gut an einer veranderten Herzfunktion erkennen. Vorteil

hierbei ist die nichtinvasive Untersuchungsmethode.

Das Echokardiographie-System fir Kleintiere (Vevo 2100) wurde von der Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. Dr. Meinrad Gawaz an der Medizinischen Klinik (Abteilung Innere Medizin
[l / Kardiologie und Kreislauferkrankungen des Universitatsklinikums Tubingen) zur
Verfiigung gestellt. Bei der Durchfihrung der Ultraschalluntersuchungen unterstitzte Frau
Dr. Julia Straubinger. Hierbei bekamen die Tiere ebenfalls eine volatile Isoflurannarkose
(siehe Abschnitt 2.5.4.1). Das Fell wurde im Brustbereich mit einer Enthaarungscreme
entfernt und die Tiere auf einem beheizten OP-Tisch bei 37°C fixiert. Die
Aufrechterhaltung der Temperatur wurde mithilfe eines Rektalthermometers sichergestellt.
Nach dem Auftragen des Ultraschallkontaktgels wurde der 30-MHz-Schallkopf in Position
gebracht. Es wurde ausschliel3lich in der LAngsachse gemessen, da Veranderungen der
Herzfunktion nach einem Myokardinfarkt in dieser Achse sichtbar werden. Im
zweidimensionalen B-Mode (brightness mode) wurden der Schallkopf sowie der Tisch, auf
welchem die Maus platziert war, so ausgerichtet, dass sowohl der Apex also auch die
Aortenklappe deutlich zu erkennen waren und in einer waagrechten Linie zueinander
lagen. Der M-Mode (time motion) wurde Uber die Mitte zwischen Apex und Aortenklappe
ermittelt (Abbildung 31B). Nach den Messungen wurde die Maus von dem Kontaktgel

gereinigt und bis zum vollstédndigen Erwachen unter eine Rotlichtlampe gesetzt.
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2.5.8.2 Auswertung mit der ,,Vevo Strain 2100“-Methode

Fur die Auswertung mit der Software ,Vevo Strain 2100“ wurde der B-Mode bei mdglichst
hohem Puls (>400 Schldge pro Minute) bestimmt. Es wurden zwei B-Modes in
unterschiedlichen Tischpositionen aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mit der
Software ,Vevo Strain 2100“. Es wurden nur Sequenzen ausgewertet, bei denen das

Programm selbststandig die Peaks der Systole erkannt hatte.

Abbildung 28: Auswertung der Verformung des Herzens mit ,,Vevo Strain 2100

(A) Echokardiographische Aufnahme der kardialen L&ngsachse einer CMBK-CTR unter basalen
Bedingungen. Die griinen Linien beschreiben Endokard und Epikard. (B) Longitudinale Verformung dieses
Herzens wahrend Systole und Diastole. Die Enddiastole entspricht hierbei 0 % Verformung.

Fur die Bestimmung des Endokards wurden manuell 8-10 Punkte am Endokard entlang
gesetzt und durch das Programm zu einer Endokard- und einer Epikardlinie extrapoliert,
welche wenn ndétig noch angepasst werden konnte (Abbildung 28A). Es erfolgte eine
selbststandige Berechnung der Auswurffraktion durch die Software, sowie eine
Darstellung der Verformung des Herzens, der Verformung pro Zeit (Verformungsrate) und
der Verformungsgeschwindigkeit. Die Parameter wurden dabei als 48 Wellen dargestellt,
welche die zweidimensionale Bewegung von 48 Punkten gleichméaRig verteilt entlang des
ermittelten Endokards reprasentierten. In Abbildung 28B ist dies exemplarisch fur die
longitudinale Verformung des Endokards einer Kontrollmaus unter basalen Bedingungen
gezeigt. Die Berechnung der Verformung (Abbildung 29B) erfolgte dabei sowohl in
longitudinaler als auch in radialer Richtung (Abbildung 29A).
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Diast.

A
A 4

radial
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Im nachsten Schritt erfolgte die Einteilung des Herzens in sechs verschiedene Segmente,
wobei jeweils 8 der 48 Punkte als ein Punkt zusammengefasst wurden (Abbildung 30A).
Die Lokalisation der einzelnen Segmente ist in Abbildung 30B dargestellt (Bauer et al.
2011). Die Peakwerte der einzelnen Parameter (hier: longitudinale Verformung) in den
verschiedenen Segmenten wurden zusatzlich von dem Programm berechnet (Abbildung
30C).
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228 '\’ 2\ AB
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11,6
58 % AA
00— ; N—p
Sefpf | 4 1 :“._ | | A ] 1 PA
R VATATIIER¥RT VAVATA
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-23.2 e . \ il L X e el \d 5 ) PB
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~ 29 Oms 260 520 780 1040 1300 1560 1820
Abbildung 30: Segmentanalyse mit ,,Vevo Strain 2100“
Segment Peak [%]

(A) Longitudinale Verformung des Endokards eines basalen CMBK-
Kontrollherzens wéahrend Systole und Diastole eingeteilt in sechs
Segmente. Das rote Rechteck gibt das betrachtete Zeitintervall an.
(B) Schematische Darstellung der Segmenteinteilung in der
Langsachse (modifiziert nach Bauer et al. 2011). (C) Peakwerte, d.h.
Ant. Mid [AM -25,13 maximale Verformung (in %) der einzelnen Segmente in dem
h betrachteten Zeitintervall. AA: Ant. Apex (pink); AB: Ant. Base
= (dunkelblau); AM: Ant. Mid (gelb); PA: Post. Apex (hellblau); PB:
Post. Base (griin); PM: Post. Mid (grau).

2.5.8.3 Auswertung mit der konventionellen Methode

Fur die konventionelle Messung wurden die Tiere anschlie3end auf einen Puls von ca.
300-330 Schlagen pro Minute gebracht. Bei jeder Maus wurden in drei verschiedenen
Tischpositionen B- und M-Mode bestimmt (Abbildung 31). Im M-Mode wurden
anschlielend die Standardparameter wie die Interventrikularseptum (IVS)- und
Hinterwanddicken (LVPW) sowie die Diameter (LVID) des linken Ventrikels wahrend
Systole und Diastole bestimmt. Hierbei wurden in jedem M-Mode drei Werte pro
Parameter fir Systole und Diastole gemessen, woraus eine Neunfachbestimmung jedes
Parameters resultierte. Aus den Mittelwerten dieser Parameter wurden die
Auswurffraktion, die Verkirzung des Herzmuskels, der totale enddiastolische
Durchmesser sowie die Masse und das Volumen des linken Ventrikels berechnet. Die

Formeln fur die Berechnung finden sich im Anhang (Annex-Formel 1).
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Abbildung 31: Durchfihrung der Echokardiographie und konventionelle Auswertung

(A) Aufbau der echokardiographischen Messung mit der Ultraschallsonde. (B) B-Mode fiir die konventionelle
Auswertung. Die vertikale, gestrichelte Linie teilt die horizontale Strecke zwischen Aortenklappe und Apex in
zwei Halften und gibt die Position der M-Mode-Aufnahme an. (C) M-Mode fiir die Messung der Parameter zur
Bestimmung der Herzfunktion. Diast.: Diastole; IVS: Interventrikularseptumdicke; LVID: Durchmesser des
linken Ventrikels; LVPW: Hinterwanddicke des linken Ventrikels; Syst.: Systole.

2.6 Histologische Methoden

2.6.1 Material und Substanzen

Material/Substanz/Kit Bestellnummer Hersteller
1IN Salzséaure-Mafilésung K025.1 Carl Roth
Aceton 9372.4 Carl Roth
Ammoniak P093.2 Carl Roth
ApopTag® Plus Peroxidase in Situ, Apoptosis S7101 Merck Millipore

Detection Kit
Aquatex Eindeckmedium

1.08562.0050

Merck Millipore

Bouin-Ldsung HT101128 Sigma-Aldrich
Deckglaser 20x60 High Precision LH26.1 Carl Roth

DePeX Eindeckmedium HX069485 VWR

Direct Red 80 365548 Sigma-Aldrich
Dithiothreitol (DTT) 1008.0025 Gerbu Biotechnik
DNase | 04716728001 Roche
Einbettmedium NEG50 6502 Thermo Scientific
Eosin Y-Ldsung (0,5 %) HT110232 Sigma-Aldrich
Essigsaure (100 %) 3738.5 Carl Roth
Ethanol (100 %) 32205 Sigma-Aldrich
Feste Pikrinsédure 239801 Sigma-Aldrich
Fettstift H-4000 Vector Laboratories
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Gesattigte wassrige Pikrinsdureldsung
Hamatoxylin nach Harris

Hoechst 33258
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgClz x 6 H20)
Objekttrager (Superfrost Plus)
Paraformaldehyd (PFA)

PBS

PermaFluor

Saccharose

Salz&ure (37 %)

Schneideklingen (Kryotom)

Toluol

TRIS

Triton X-100

Wasserstoffperoxid (H202)

Xylol

P6744 Sigma-Aldrich
X903.2 Carl Roth
861405 Sigma-Aldrich
1.05833.1000 Merck Millipore
H.867.1 Carl Roth

0335.2 Carl Roth
14190094 Life technologies
TA-030-FM Thermo Scientific
4621.2 Carl Roth

4625.2 Carl Roth

MX35 Thermo Scientific
7115.1 Carl Roth

5429.3 Carl Roth

3051.2 Carl Roth

8070.2 Carl Roth

9713.3 Carl Roth

2.6.2 Puffer und Losungen

4 % PFA
PFA 30¢g
1 x PBS ad 750 ml

» auf 60°C erhitzen und riihren bis eine
klare Lésung entsteht

PermaFluor/Hoechst

PermaFluor 7,5 ml
Hoechst 33258 7,5 ul

» in Alufolie einwickeln, bei 4°C lagern

Saure Eosin Y-LOsung

Eosin Y-L6sung (0,5 %) 25 ml
dH.0 ad 50 ml

» mit 2 Tropfen Essigsaure ansauern

Stopp-/Waschpuffer (TUNEL)

Stopp-/Waschpuffer 2,42 ¢
dH>0 16 ml
1 M TRIS-HCI pH 7,2

TRIS 2,42 ¢
dH>0 16 ml

Sirius Rot-Ldsung

Direct Red 80 250 mg
dH>0O 25 ml
G_es_attlgte wassrige 295 mi
Pikrinsaureldsung

Feste Pikrinsaure ca. 50 mg

» Direct Red in dH»O ldsen, filtrieren

» gesattigte wassrige Pikrinsaure-
I6sung Uber Filter hinzugeben

» flr Saturierung einige mg feste
Pikrinsaure zugeben

TdT-Enzymldsung (TUNEL)

Reaktionspuffer 77 ul
TdT -Enzym 33 pl
Peroxidasesubstrat (TUNEL)

MgCl. x 6 H.O 2,039
dH.0 10 ml
1 M MgCl,

MgCl. x 6 H.O 2,039
dH.0 10 ml
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DN-Puffer DNase I-L6sung (2.000 U/ml)

1 M TRIS-HCI pH 7,2 3ml DNAse | 200 ul
1 M MgCl; 400 pl DN-Puffer 800 ul
DTT 1,54 mg

dH.O ad 100 ml

2.6.3 Anfertigung von Kryoschnitten

2.6.3.1 Gewebeentnahme und Einbettung

Fur die Gewebeentnahme wurde die Maus mittels zervikaler Dislokation getétet und in
Ruckenlage positioniert. Nach der Thoraxeréffnung wurde das Herz mit einer stumpfen,
gebogenen Pinzette leicht angehoben und die verbundenen Gewebe und GefaRe
getrennt. Das Herz wurde sofort in eine Petrischale mit eisgekiihltem 1x PBS Uberfihrt
und das Blut vorsichtig aus den Kammern gedriickt. Perikard, Binde- und Fettgewebe
sowie Reste der Aorta wurden entfernt. Das Herz wurde gewogen bevor es in ein
Reaktionsgefald mit 4 % PFA (siehe Abschnitt 2.6.2) tUberfiihrt wurde. Mit den Herzen, die
direkt nach der Myokardinfarktoperation eingebettet wurden, wurde analog verfahren. Hier
musste der Thorax nicht extra geoffnet werden, sondern das Herz konnte direkt
entnommen werden (siehe auch Evans Blue/TTC-Farbung, 2.5.3.5). Das Herz wurde in
der PFA-L6sung fur vier Stunden auf dem Schittler bei RT inkubiert bevor es nach einem
funfminitigen Waschschritt mit 1x PBS in eine 5%ige Saccharoseldsung (5 g in 100 ml 1x
PBS) uUberfuhrt wurde. Nach einer Stunde erfolgte die Umbettung in eine 10%ige
Saccharoselésung (10 g in 100 ml 1x PBS). Nach der Inkubation tber Nacht wurde das
Herz fir 24 Stunden in eine 20%ige Saccharoselésung (20 g in 100 ml 1x PBS) gelegt.
Der Saccharosegradient dient zur schonenden Entfernung des im Gewebe enthaltenen
Wassers ohne dabei die Gewebestruktur zu zerstdren. Im Anschluss wurde das Herz mit
dem Apex nach oben senkrecht in ein vorgeformtes Formchen aus Alufolie, welches
zuvor mit Einbettmedium NEG50 geflillt worden war, eingebettet und sofort bei -80°C

weggefroren.

Fur die zusatzliche Enthahme der Aorta wurde ebenfalls der Brustkorb gedffnet und das
Herz mit der Pinzette leicht angehoben. Nun wurde die spitze Schere von oben her unter
dem Herz platziert und auf das Rickgrat gedrickt. Wahrend des Schneidens Richtung
Zwerchfell entlang der Aorta war die Schere einem stéandigen Druck nach unten auf das
Ruckgrat ausgesetzt. Das Herz mit der Aorta wurde daraufhin direkt in eisgeklhltes 1x
PBS Uberfuhrt. Nachdem das stérende Gewebe entfernt wurde, wurden das Herz und die
Aorta vorsichtig auseinandergezogen und getrennt. Die Einbettung der Aorta erfolgte

analog zum Herzen (siehe oben), auch sie wurde senkrecht eingebettet.
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Fur die unter Abschnitt 2.2.2.4 beschriebenen fluoreszierenden Gewebe der ROSA26
Cre-Reportermause wurde so schnell wie mdglich im Dunkeln gearbeitet und versucht die
Lichtexposition so gering wie moglich zu halten. Dies wurde realisiert, indem
lichtgeschiitzte GefalRe fir alle Schritte ab der Inkubation in 4 % PFA-L&sung verwendet

wurden.

2.6.3.2 Schneiden am Kryotom

Das Kryotom bietet die Mdglichkeit hauchdiinne Gewebeschnitte anzufertigen und diese
fur weitere Untersuchungen beispielsweise histochemische Farbungen auf Objekttrager
aufzunehmen. Die Einstellungen der im Rahmen dieser Arbeit angefertigten

Gewebeschnitte sind in Tabelle 5 aufgefihrt.

Tabelle 5: Kryotomeinstellungen
Schnittdicke 10 pm
Objekttemperatur -21°C bis -23°C
Messertemperatur  -23°C bis -24°C
Vakutom 6-9

Die Herzen, welche anschlieend fir die histochemischen Farbungen verwendet wurden,
wurden nach einem vorbestimmten Muster geschnitten. Der von der Ligatur distal
gelegene Bereich wurde hierfir in 8 aquidistante Sektionen eingeteilt (siehe hierflr auch
Abbildung 42A). Sobald der Apex im Einbettmedium sichtbar wurde, wurden 250 um der
Herzspitze entfernt. Ausgehend von der neuen Schnittebene erfolgte die Aufnahme der
Schnitte aus Sektion 1. Hierfur wurden auf 3 Objekttragern jeweils 2 aufeinanderfolgende
Schnitte mit je 10 um aufgenommen. Im Anschluss wurden erneut 250 um verworfen,
bevor die Schnitte in Sektion 2 analog zur Sektion 1 aufgenommen wurde. In diesem
Schema wurde bis zur 8. Sektion verfahren, so dass aus einem eingebetteten Herzen

insgesamt 8 x 3 Objekttrager mit je 2 Schnitten gewonnen wurden.

2.6.4 Sirius Rot-Farbung

Mithilfe der Sirius Rot-Farbung kann das Ausmalf einer Fibrosierung bestimmt werden, da
der Farbstoff Direct Red 80 selektiv an Kollagenfasern bindet. Fibrotische Bereiche farben
sich hierbei in den Kryoschnitten rot, wahrend das restliche Gewebe gelb erscheint (De
Heer et al. 2000). Vor dem Beginn der Farbung wurden die unter Abschnitt 2.6.3
beschriebenen Kryoschnitte fir mindestens 30 min bei RT aufgetaut. AnschlieRend

wurden die zu farbenden Schnitte in Bouin-Losung fur 24 Stunden fixiert. Hierflr wurden
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die Objekttrager in einen Farbetrog gestellt, welcher bis zur entsprechenden Héhe mit der
Bouin-Losung gefillt war. Dieser wurde mit Parafilm luftdicht abgeschlossen. Im
Anschluss wurden die Schnitte fir eine Stunde in der Sirius Rot-Lésung (Herstellung
siehe Abschnitt 2.6.2) im Farbetrog inkubiert. Nachdem die Schnitte zweimal kurz in
0,01 N HCI getaucht wurden, wurden sie fur zweimal 2 min in 0,01 N HCI gewaschen. Die
Objekttrager wurden fir 2 min in deionisiertem Wasser gespilt bevor das Wasser Uber
einen Ethanolgradienten entfernt wurde. Fir die Dehydrierung wurden die Objekttrager
nacheinander fur je 2 min in 50%igen, 70%igen und 90%igen Ethanol und anschliel3end
fur dreimal 2 min in 100%igen Ethanol gestellt. Zum Abschluss wurden die Schnitte
nochmals fur zweimal 2 min in Xylol dehydriert bevor sie mit DePeX eingedeckelt wurden.
Hierfir wurde ein Deckglaschen mit DePeX bestrichen und dieses luftblasenfrei auf den
Objekttrager gedriickt. Die Schnitte wurden bis zur Betrachtung unter dem Mikroskop bei
RT gelagert. Da die GroRe der Herzschnitte den Bildausschnitt der Kamera des
verwendeten Mikroskops (Axiovert 200M) Uberstieg, wurden die Herzscheiben in
Abschnitten unter identischen Einstellungen fotografiert und anschlieBend am PC

zusammengeflgt.

2.6.5 Hamatoxylin- und Eosin- (H&E) Farbung

Die Hamatoxylin- und Eosin-Farbung wird genltzt um die morphologischen Strukturen
einer Zelle darstellen zu kénnen. Dabei werden Zellkerne und ribosomale Strukturen
durch die hohe Affinitat des basischen Hamatoxylins zu negativ geladenen Nukleinsauren
blau/lila gefarbt, wohingegen das saure Eosin zu einer Rot/Pinkfarbung von
zytoplasmatischen Proteinen, Mitochondrien und Kollagen fiihrt (Fischer et al. 2008). Zu
Beginn wurden die Kryoschnitte fur 30 min bei RT aufgetaut und im Anschluss tber einen
Ethanolgradienten (100 %, 90 %, 70 %, 50 % fir jeweils 2 min) rehydriert. Nach
dreimaligem Waschen fir jeweils 2 min in deionisiertem Wasser erfolgte das Eintauchen
des Objekttragers in die Hamatoxylinlésung nach Harris fiir 5 Sekunden. Der Objekttrager
wurde fir zweimal 2 min mit Leitungswasser gewaschen und anschlieend zum
Entwickeln der Blaufarbung kurz in 0,1 % Ammoniakldsung getaucht um dann fir 5 min in
Leitungswasser Uberfuhrt zu werden. Es folgte die Inkubation des Objekitragers in der
sauren Eosin Y-LOsung fur 10 min. Nachdem fir finfmal 2 min mit Leitungswasser
gewaschen wurde, erfolgte die Ausdifferenzierung der Farbe mit Ethanol 80 % fur 2 min,
gefolgt von Ethanol 100 % fur 3 min. Zum vollstandigen Dehydrieren wurden die
Objekttrager zum Abschluss fir 5 min in Toluol getaucht bevor sie wie bereits unter
Abschnitt 2.6.4 beschrieben mit DePeX eingedeckelt und am Mikroskop (Axiovert 200M)

ausgewertet wurden. FUr die Visualisierung der Zellkerne in den Folgeschnitten der mit
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der TUNEL-Methode gefarbten Kryoschnitte (siehe Abschnitt 2.6.6) wurde die Inkubation
in der Eosin Y-Losung weggelassen.

2.6.6 TUNEL-Farbung

Eine Methode fir den Nachweis der DNA-Fragmentierung und damit apoptotischer Zellen
stellt die TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling)-Farbung dar. Sie basiert
auf der ApopTag-Technology und ermdglicht es sowohl Einzel- als auch
Doppelstrangbriiche zu detektieren. Hierbei werden enzymatisch unkonjugierte und an
Digoxigenin-konjugierte Nukleotide an freie 3'-OH-Enden gebunden. DNA-Fragmente, die
an Digoxigenin-konjugierte Nukleotide gebunden haben, kdnnen im nachsten Schritt Anti-
Digoxigeninantikorper, welche an Reportermolekile fir die Peroxidase gekoppelt sind,

binden. Die Detektion erfolgt mittels Peroxidase-Farbsubstrat.

Vor Beginn der Farbung wurden die unter Abschnitt 2.6.2 beschriebenen Ldsungen
hergestellt. Gefarbt wurden Objekttrager mit Kryoschnitten der Sektionen 1-8 (siehe
Abschnitt 2.6.3). Nachdem diese fur 30 min bei RT aufgetaut wurden, wurden die Schnitte
mit einem Fettstift umrandet und fir zweimal zwei Minuten in 1x PBS im Farbetrog
gewaschen. Die Permeabilisierung erfolgte in einem vorgekihlten (-20°C)
Ethanol-Essigsaure-Gemisch fir 5 min bei -20°C. Nach zwei weiteren finfminutigen
Waschschritten in 1x PBS, erfolgte das Quenching der endogenen Peroxidase mittels
direkter Zugabe der 3%igen Wasserstoffperoxidlosung (in 1x PBS) fir 5 min um eine
unspezifische Farbentwicklung zu vermeiden. Es wurde erneut fir zweimal finf Minuten
mit 1x PBS gewaschen. Die Uberschiissige Flissigkeit wurde vorsichtig abgesaugt und 75
ul des Equilibrierungspuffers fir 5 Minuten auf jeden Objekttrager gegeben. Nachdem die
Uberschissige Flussigkeit entfernt wurde, wurden die Schnitte fir 60 min bei 37°C in der
Feuchtkammer in 55 pl TdT (terminal desoxynucleotidyl transferase)-Enzymlésung (siehe
Abschnitt 2.6.2) pro Objekttrager inkubiert. In der Enzymlésung waren neben des
TdT-Enzyms Nukleotide enthalten, welche zum Teil an Digoxigenin gekoppelt waren.
Mithilfe des TdT-Enzyms wurden diese wie oben beschrieben an die freien 3-OH-Ende
der fragmentierten DNA gebunden. Diese Reaktion wurde durch Zugabe des Stopp-
/Waschpuffers (1:35 in dH»O verdinnt) abgestoppt. Nach 10 min wurden drei
Waschschritte fur je 1 min in 1x PBS durchgefiihrt, bevor 65 pl des Anti-Digoxigenin-
Peroxidasekonjugats pro Objekttrager zugegeben und fur 30 min in der Feuchtkammer
bei RT inkubiert wurden. Im Anschluss wurde erneut vier Mal fir je 2 min gewaschen. Die
Farbentwicklung wurde durch Zugabe von 75 pl des Peroxidasesubstrats (siehe Abschnitt

2.6.2) pro Objekitrager gestartet. Nach 8 min wurde die Farbung durch dreimaliges
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Waschen mit demineralisiertem Wasser gestoppt und anschlieBend die Objekttrager in
Aquatex eingedeckelt. Bei jeder Farbung wurde eine eigens frisch hergestellte
Positivkontrolle aus Herzgewebe mitgefihrt. Fir die Herstellung der Positivkontrolle
wurden aufgetaute Kryoschnitte fir 5 min in DN-Puffer (Herstellung siehe Abschnitt 2.6.2)
bei RT vorinkubiert. Die Fragmentierung der DNA erfolgte durch Zugabe von
DNase I-Lésung (Aktivitat von 2.000 U / ml, siehe Abschnitt 2.6.2) fur 10 min.
AnschlieBend wurde die Positivkontrolle finfmal fir jeweils 3 min in demineralisiertem
Wasser gewaschen und bis zur TUNEL-Farbung mit 1x PBS Uberschichtet.

Die Auswertung erfolgte am Mikroskop (Axiovert 200M), wobei TUNEL-positiv gefarbte
Kerne in 6 reprasentativen Bildern (3x Rand, 3x Zentrum der Herzsektion) pro Maus
gezahlt wurden. Die Gesamtzahl an Zellkernen wurde durch Farbung des jeweiligen

Folgeschnittes mit Hamatoxylin (siehe Abschnitt 2.6.5) im identischen Ausschnitt ermittelt.

2.6.7 Kernfarbung mit PermaFluor/Hoechst

Mithilfe der unter Abschnitt 2.2.2.4 beschriebenen, fluoreszierenden ROSA26 Cre-
Reportermausen konnte die Spezifitdt und Effizienz der Rekombination im Herzen
visualisiert werden. Die Durchfiihrung der Gewebeentnahme, die Einbettung und die
Anfertigung von Kryoschnitten sind unter Abschnitt 2.6.3.1 detailliert beschrieben. Um
unter dem Fluoreszenzmikroskop die Zellnuklei sichtbar zu machen, wurde eine
Kernfarbung mit PermaFluor/Hoechst lichtgeschitzt durchgefiihrt. Zuerst wurden die
Kryoschnitte fur 30 min bei RT aufgetaut und dann fir zweimal 5 min in 1x PBS
gewaschen. Im Anschluss wurden die Objekttrager mit 150 ul der PermaFluor/Hoechst-
Losung (Herstellung siehe Abschnitt 2.6.2) auf einem Deckglaschen luftblasenfrei
eingedeckelt. Die Objekttrager wurden fir 24 Stunden bei RT im Dunkeln gelagert. Die
Visualisierung der Schnitte erfolgte am ApoTome in den Kanélen FITC (Aex 495 nm / Aem
517 nm), DAPI (Aex 358 nm / Aem 463 nm) und Cy3 (Aex 549 nm / Aem 562 nm).

2.7 Proteinanalytische Methoden

2.7.1 Material und Substanzen

Material/Substanz/Kit Bestellnummer Hersteller
Acrylamid (Rotiphorese) 3029.2 Carl Roth
Ammoniumperoxosulfat (APS) 9592.2 Carl Roth
Bromphenolblau 15375 Serva
Coomassie-Brilliant-Blue 3862.2 Carl Roth
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Dithiothreitol (DTT)

Ethanol, absolut

Filterpapiere (0,35 mm, Western Blot)
Glycerin

Glycin

High sensivity mouse cTnl ELISA Kit
Isopropanol

Methanol

Milchpulver

Natriumazid (NaNz)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphataseinhibitor Cocktail 2
Phosphataseinhibitor Cocktail 3
Phosphorséaure (84,5 %)

Polysorbat 20 (Tween 20)
Proteinmarker IV

PVDF-Membran (Immobilion Millipore)
Rinderserumalbumin (BSA)
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sterilfilter

Tetramethylethylendiamid (TEMED)
TRIS

UV-Kivetten

B-Mercaptoethanol
e-Aminocapronsaure

6908.1 Carl Roth
32205 Sigma-Aldrich
CL67.1 Carl Roth
3783.1 Carl Roth
3908.3 Carl Roth
2010-1-HS Life diagnostics
6752.3 Carl Roth
4627.5 Carl Roth
T145.3 Carl Roth
K305 Carl Roth
6367.2 Carl Roth
P5726-5 Sigma-Aldrich
P0044-5 Sigma-Aldrich
6366.1 Carl Roth
9127.1 Carl Roth
27-2110 VWR PeglLab
T831.1 Carl Roth
8076.2 Carl Roth
5136.2 Carl Roth
BT25 Sarstedt
263.3 Carl Roth
5429.3 Carl Roth
0030106300 Eppendorf
4227.1 Carl Roth
A2504 Sigma-Aldrich

Primarantikorper

Spezies Verdinnung

Hersteller (Bestellnummer)

Anti-cGKlup Rabbit
Anti-MnSOD Rabbit
Anti-CuzZnSOD Rabbit
Anti-HSP60 Rabbit
Anti-p44/42 MAPK (ERK) Rabbit
Anti-p-p44/42 MAPK (p- Rabbit
ERK) (Thr202/Tyr204)

Anti-Akt Rabbit
Anti-p-Akt (Sers73) XP Rabbit
Anti-VASP Rabbit
Anti-p-VASP (Ser239) Maus

1:500
1:2000
1:2000

1:200
1:1000
1:1000

1:1000
1:1000
1:500
1:500

Prof. Franz Hofmann, TU Miinchen
Enzo Life Sciences (ADISOD110J)
Enzo Life Sciences (ADISOD101J)
Santa Cruz (sc-13966)
Cell Signaling (#9102)
Cell Signaling (#9101)

Cell Signaling (#9272)
Cell Signaling (#4060)
Cell Signaling (#3132)
Enzo Life Sciences (ALX804240C100)

Sekundéarantikorper

Spezies Verdunnung

Hersteller (Bestellnummer)

Anti-Maus Cy3 ECL Plex
Anti-Rabbit Cy5 ECL Plex

Ziege
Ziege

1:2500
1:2500

GE Healthcare (PA43009)
GE Healthcare (PA40511)

2.7.2 Puffer und Losungen

1 M TRIS-HCI pH 8,3

TRIS
dH20

121,14 g
ad 1000 ml

» auf pH 8,3 einstellen

200 mM PMSF
PMSF 348,4 mg
Ethanol (100 %) 10 ml

» Lagerung bei -20°C
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0,6 M TRIS-HCI pH 6,8

1,8 M TRIS-HCI pH 8,8

TRIS 121,14 g TRIS 121,14 g
dH.0 ad 1000 ml dH.0 ad 1000 ml
» auf pH 6,8 einstellen » auf pH 8,8 einstellen
SDS-Lysepuffer 4x Laemmli

1 M TRIS-HCI pH 8,3 210 pl SDS 2,259
SDS (10 %) 670 pl TRIS 1,209
B-Mercaptoethanol 170 pl Glycerin 20 ml
PMSF (200 mM) 20 Bromphenolblau 6 mg
Phosphataseinhibitor

Cocktail 2 100 ul dH20 ad 50 ml
Phosphataseinhibitor :

Cocktail 3 100 pl » auf pH 6,7 einstellen

dH.0 ad 10 ml

Bradford-L6sung 4x Laemmli mit DTT
Coomassie-Brilliant-Blue 100 mg 4x Laemmli 1,5ml
Phoshorséaure (84,5 %) 100 ml DTT (1 M) 75 ul
Ethanol (100 %) 50 ml

dH.0 ad 1000 ml

SDS (10 %) APS (30 %)

SDS 109 APS 39
dH20 ad 100 ml dH:20 ad 10 ml
Trenngel 12,5 % Sammelgel 5 %

Acrylamid (Rotiphorese) 3,55 ml Acrylamid (Rotiphorese) 0,83 ml
1,8 M TRIS-HCI pH 6,8 1,80 ml 0,6 M TRIS-HCI pH 6,8 0,50 mi
dH.0 3,15 ml dH.0 3,60 ml
SDS (10 %) 83,5 ul SDS (10 %) 50,0 pl
TEMED 10,0 ul TEMED 10,0 ul
APS (30 %) 33,3 ul APS (30 %) 16,6 pl
Fir 2 Gele

10x Elphor 10x TBST

TRIS 3049 TRIS 12,19
Glycin 144 g NaCl 82,39
SDS 10g Tween 20 5mi
dH.0 ad 1000 ml dH.0 ad 1000 ml

» auf pH 8,3 einstellen

» 1:10 Verdinnung fur 1x Elphor
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Anodenpuffer | Anodenpuffer Il

TRIS 36,39 TRIS 3,60
Methanol 200 ml Methanol 200 ml
dH-0 ad 1000 ml dH>0 ad 1000 ml
» auf pH 10,4 einstellen » auf pH 10,4 einstellen
Kathodenpuffer Antikoérperverdinnungslésung
TRIS 3,09 NaNs 0,059
6-Aminocapronsaure 58¢g BSA 59
Methanol 200 ml Ix TBST ad 100 ml
dH-0 ad 1000 ml

» auf pH 7,6 einstellen

Blockierlésung

Milchpulver 59
1x TBST ad 100 ml

2.7.3 Proteinisolation aus Herzlysat

Fur die Proteinisolation aus Herzgewebe wurde direkt nach der Herzentnahme der
ischamische Teil unterhalb der Ligatur vom restlichen Herzen separiert und mit 400 pl
SDS (Natriumdodecylsulfat)-Lysepuffer (siehe Abschnitt 2.7.2) versetzt. Das SDS sorgt
fur die Denaturierung der Proteine, in dem es die Quartar- und Terti&rstrukturen zerstort.
Das enthaltene pB-Mercaptoethanol reduziert Disulfidbricken zu freien Thiolen und
unterstiitzt damit den Denaturierungsprozess. Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
verhindert als unspezifischer Inhibitor von Serinproteasen die Proteindegradation. Die
Isolation fiir die Proteinbestimmung nach basaler Herzenthahme wurde entsprechend
durchgefihrt. Das Herz wurde direkt mit einem Homogenisator fiir 90 s homogenisiert und
anschlieRend fir 1 min bei 1500 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefal3 Gberfihrt und fir 10 min bei 95°C zur vollstandigen Denaturierung erhitzt.
Nach kurzem Vortexen wurde fir 5 min bei 13.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand

wurde abgenommen und bis zu weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

2.7.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Methode der Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford 1976) beruht auf den
hydrophoben und ionischen Wechselwirkungen des Triphenylmethanfarbstoffes

Coomassie-Brilliant-Blau mit kationischen Aminogruppen basischer Proteinseitenketten.
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Die photometrische Erfassung gelingt durch die Verschiebung des Absorptionsmaximums
von 479 nm (rot) zu 595 nm (blau) bei sauren pH-Werten. Fur die Messung wurden die
Herzlysate 1:100 mit deionisiertem Wasser vorverdinnt. 100 pl dieser Verdiunnung
wurden mit 1 ml Bradford Losung (siehe Abschnitt 2.7.2) in einer Messkiivette vereinigt
und far 5 min lichtgeschitzt stehen gelassen. Die Vermessung erfolgte in Tripletts am
Nanodrop bei 595 nm gegen eine mit BSA erstellte, nicht lineare Eichkurve. Als Leerwert
wurde statt der Probenldsung 100 ul deionisiertes Wasser eingesetzt. Mit den erhaltenen
Werten an Gesamtprotein konnte sichergestellt werden, dass im Nachfolgenden ein

gleichméaRiger Proteinauftrag erfolgte.

Die Probenvorbereitung erfolgte durch Verdinnung des Proteinlysats auf eine
Proteingesamtmenge von 75 pug pro Geltasche (20 ul). Bei der Berechnung wurde die
Zugabe des Probenpuffers 4x Laemmli (siehe Abschnitt 2.7.2) bericksichtigt. Der
Probenpuffer enthielt neben dem Farbstoff Bromphenolblau, welcher im Acrylamidgel die
Lauffront der Proteine markiert, Glycerin, das durch Erhdéhung der Probendichte ein
Absinken der Probe in die Geltasche ermdoglicht. Zudem wurde der Probenpuffer mit
Dithiothreitol (DTT) 1:20 versetzt, welches Proteinstrukturen durch Reduktion der
Disulfidbriicken instabilisiert. Zur vollstdndigen Zerstérung der Sekundéar- und

Tertiarstrukturen wurden die Proben vor dem Gelauftrag 5 min bei 95°C inkubiert.

2.7.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts wird mit der
Durchfihrung einer Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ermdéglicht
(Laemmli 1970). Die Herstellung der Polyacrylamidgele erfolgt durch radikalische
Polymerisation von Acrylamid und Bisacrylamid. Dabei fungiert letzteres als
Quervernetzer der linearen  Polyacrylamidketten. Als  Radikalstarter  wird
Ammoniumperoxodisulfatiésung (APS) eingesetzt. Das zugegebene Tetramethylendiamin
(TEMED) wirkt als Polymerisierungskatalysator. Durch die Zugabe von SDS wird die
Eigenladung der Proteine maskiert, so dass die Proteine entsprechend ihrer
Molekilmasse aufgetrennt werden. Die Auftrennung erfolgt dabei nach dem
Molekularsiebeffekt, d.h. kleinere Molekile wandern schneller durch die Gelmatrix als
grof3e. Die Herstellung eines Polyacrylamidgels erfolgte durch Giel3en des noch fliissigen
Trenngels (Zusammensetzung siehe Abschnitt 2.7.2) zwischen zwei Glasplatten, gefolgt
von einer Uberschichtung mit Isopropanol, durch welche eine gerade Oberfliche des
Trenngels erreicht wurde. Nach erfolgter Auspolymerisation (ca. 60 min) wurde das

Isopropanol entfernt und das Trenngel mit dem 5%igen Sammelgel (siehe Abschnitt 2.7.2)
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Uberschichtet. In das noch flissige Sammelgel wurde der Kamm fir die Aussparung der
Probentaschen platziert. Nach dem Auspolymerisieren des Sammelgels (ca. 60 min)

wurden die Gele entweder direkt verwendet oder tber Nacht bei 4°C feucht gelagert.

Die Gele wurde in die Laufkammer eingebaut und die Proben (siehe Abschnitt 2.7.4)
mithilfe einer Hamiltonspritze aufgetragen. Als Langenstandard mit definierten, gefarbten
Proteinfragmenten wurde Proteinmarker IV eingesetzt. Die Kammer wurde bis zur
Markierung mit Laufpuffer (1x Elphor, Zusammensetzung siehe Abschnitt 2.7.2) gefllt
und die Elektrophorese bei einer Spannung von 80 V gestartet. Nachdem die Proben das
Sammelgel, welches eine Fokussierung der Proteine ermdglicht, durchlaufen hatten,
wurde die Spannung auf 120 V erhoht.

2.7.6 Semi-Dry Western Blot

Das Semi-Dry Western Blot-Verfahren dient zur exakten Ubertragung der Proteinbanden
von einer SDS-Page auf eine Tragermembran. Hierfir wurden die platinbeschichteten
Tragerelektroden der Western Blot-Apparatur befeuchtet. Drei in Anodenpuffer | und zwei
in Anodenpuffer Il getrénkte Filterpapiere wurden auf der Anodenplatte geschichtet. Die
Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen sind unter Abschnitt 2.7.2
aufgefihrt. Die hydrophobe Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran wurde kurz in Methanol
aktiviert und auf den Filterpapieren platziert. Das Gel wurde aus den Glasplatten
ausgebaut und auf der Membran positioniert. Es folgte die Uberschichtung mit funf in
Kathodenpuffer (siehe Abschnitt 2.7.2) getrdnkten Filterpapieren. Bei dieser Prozedur
entstandene Luftblasen wurden direkt entfernt. Die Kathodenplatte wurde auf dem Stapel
ausgerichtet und beschwert. Der Proteintransfer erfolgte fur 60 min bei 60 mA pro Gel,
gefolgt von 20 min bei 90 mA pro Gel. Im Anschluss wurde die Membran kurz in 1x TBST
gelegt bevor sie flr 60 min in Blockierlésung (siehe Abschnitt 2.7.2) auf einem Schittler
inkubiert wurde um unspezifische Bindungen zu verhindern. Nachdem dreimal fir jeweils
10 min mit 1x TBST gewaschen wurde, wurde die Membran Uber Nacht bei 4°C in der
primaren Antikorperldsung (Verdinnung der priméaren Antikorper siehe Abschnitt 2.7.1,
Herstellung der Antikérperverdiinnungsldsung siehe Abschnitt 2.7.2) inkubiert. Um auf der
gleichen Membran mehrere Proteine gleichzeitig detektieren zu kdnnen, wurden einige
Membranen mit einem Skalpell geteilt und die Membranstiicke in verschiedenen priméaren
Antikorperldsungen inkubiert. Es folgten drei Waschschritte von je 10 min in 1x TBST
bevor die Membran lichtgeschiitzt in der sekundaren Antikérperldsung (Cy3 bzw. Cy5
1:2500 in 1x TBST, siehe Abschnitt 2.7.1) fur 60 min bei RT inkubiert wurde. Nach

dreimaligem funfminutigen Waschen wurde die Membran unter Vermeidung einer
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Lichtexposition zwischen Tuchern getrocknet. Die Detektion der Banden erfolgte am
EttanDige Imager und am Amersham Imager 600. FiUr die Quantifizierung der

Proteinbanden wurde die Software ImageQuant TL 7 verwendet.

2.7.7 ELISA zur Bestimmung von kardialem Troponin |

Die Bestimmung von kardialem Troponin | (cTnl) aus dem Serum dient in der Diagnostik
als weiterer, unabhangiger Marker fur einen Myokardinfarkt. Es wurde ein speziell fur
Mausserum entwickeltes ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)-Kit von Life
Diagnostics verwendet. Das Prinzip dieses Sandwich-ELISAs beruht auf der Verwendung
zweier Antikorper. Der Fangantikorper bindet cTnl an die 96 Wellplatte, wohingegen der
Detektionsantikorper an das Enzym der Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish
peroxidase) konjugiert ist. 3,3°,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) stellt ein Substrat der HRP
dar und farbt sich nach Aktivierung bei einem Absorptionsmaximum von 650 nm blau. Die
Stopplésung des ELISA-Kits enthalt Schwefelsdure, welche das TMB bei 450 nm in ein
gelbes Chromogen umwandelt.

Da in Vorversuchen festgestellt werden konnte, dass cTnl Matrix-abhangig abgebaut wird,
wurde als Verdunnung des Standards ein Pool aus basalem M&useserum verwendet,
welches zuvor 8-10 Wochen alten, gesunden Tieren abgenommen und aufbereitet wurde.
Fur die Messung wurden die Serumproben am Vorabend von -80°C auf -20°C gestellt
(Gewinnung der Proben und Durchfiihrung der Serumherstellung siehe Abschnitt 2.5.3.4).
Der 20-fach konzentrierte Waschpuffer wurde entsprechend 1:20 mit deionisiertem
Wasser verdinnt. Die Serumproben wurden bei 4°C aufgetaut, alle Verdinnungsschritte
wurden auf Eis durchgeflihrt. Bei den Serumproben etablierte sich eine 1:5 Verdiinnung
mit dem Dilutent. Fir die Standardreihe wurde der zuvor gewonnene Serumpool
entsprechend den Serumproben 1:5 mit dem Dilutent verdiinnt und diente zu Verdinnung
der Standardreihe. Eine Verdinnung von 77,8 ul der cTnl-Stocklésung mit 422,2 ul der
Serum-/Dilutent-Lésung entsprach einer Konzentration von 10 ng/ml (Standard 1). Fur die
Herstellung von Standard 2 (5 ng/ml) wurden 250 pl des Standards 1 in ein neues
Reaktionsgefald Oberfihrt und 250 pl der Serum-/Dilutent-Lésung zupipettiert.
Entsprechend wurde die Verdinnungsreihe fir Standard 3 (2,5 ng/ml) bis 7 (0,156 ng/ml)
durchgefihrt. Als Leerwert wurde die Serum-/Dilutent-L6sung ohne Zugabe von cTnl
verwendet. Mit einer Multikanalpipette wurden je 100 pl des HRP-Konjugats pro Well der
96-Wellplatte vorgelegt. Dann wurden die verdinnten Serumproben, die Standardreihe
und der Leerwert mit jeweils 100 pl schnell zupipettiert und im Well kurz gemischt. Hierbei

wurde jeweils eine Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Wells der Platte wurden mit
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einer selbstklebenden Folie luftdicht verschlossen und fur 60 min auf dem Schiuttler bei
RT inkubiert. Anschlieend wurde mithilfe der Multikanalpipette finfmal mit je 300 ul
Waschpuffer pro Well gewaschen. Zum Starten der Farbreaktion wurden in jedes Well
100 ul TMB-Substrat pipettiert und die Platte fir 15 s am ELISA-Reader (Tecan Infinite
F200) geschuttelt. Die Platte wurde sofort mit Alufolie abgedunkelt und auf dem Schttler
inkubiert. Die Farbreaktion wurde nach ca. 12 min in Abhangigkeit vom Gelbton des
Standards 1 mit je 100 pl Stopplésung abgestoppt und sofort am ELISA-Reader bei

450 nm vermessen.

2.8 Statistik

Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte = Standardfehler (SEM) angegeben. Fir die
statistische Auswertung zweier Wertegruppen (Genotypen: CTR versus KO; Setups: I/R
versus I/R + Konditionierung) wurde ein zweiseitiger Student-t-Test flr unabhangige
Stichproben durchgefihrt. Wurden mehr als zwei Wertegruppen untereinander verglichen,
wurde zusatzliche eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way ANOVA) mit
nachfolgendem Tukey-Test angewendet. Genotypspezifische Differenzen nach
Pharmakongabe in der Uberlebenszeit (Kaplan-Meier-Kurve, Abbildung 46B) wurden
mittels Log-Rang-Test/Chi-Quadrat analysiert. Fir alle Testarten wurden P-Werte < 0,05
als statistisch signifikant betrachtet. Es wurde zwischen */1+ p < 0,05, **/§ p < 0,01 und
***[# p < 0,001 differenziert. In den Abbildungen sind die Signifikanzlevel fur den
zweiseitigen  Student-t-Test dargestellt. Sofern nicht anders gekennzeichnet,
unterschieden sich die Gruppen nicht signifikant. Die einfaktorielle Varianzanalyse fihrte
mit wenigen Ausnahmen zu identischen Signifikanzlevel. Unterschiede in den
Signifikanzniveaus zwischen dem Student-t-Test und der einfaktoriellen Varianzanalyse
ergaben sich nur fur die Abbildung 32C+41D: cTnl-Messungen fur BK** und CMBK*,
jeweils I/R vs. I/R sham; Abbildung 45A+46B+49A,B: Applikationen der Lésungsmittel bei
I/R (ctr**), jeweils CMBK*" vs. CMBK"; Abbildung 46C+50A: CMBK bei I/R vs. I/R + NS
0,3 uM i.a., I/R vs. I/R + RIO; Abbildung 48B: p-VASP bei CMBK™, I3/R1o vs. basal;
Abbildung 53: MitoB bei CMBK* I/R vs. basal, I/R vs. I/R + CIN. Diese Stichproben

erreichten mit der einfaktoriellen Varianzanalyse knapp nicht das Signifikanzniveau.
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3. Ergebnisse

3.1 Bestimmung der Infarktgrof3e und des cTnl-Serumspiegels
nach akutem Myokardinfarkt in globalen BK-KO (BK™)-

Mausen

Um den Einfluss einer globalen Ausschaltung des BK-Kanals auf den I/R-Schaden in vivo
zu untersuchen, wurden globale BK-Knockouttiere (BK-KO, BK”) und die entsprechenden
Waurfgeschwisterkontrollen (BK-WT; BK**) dem akuten Myokardinfarktmodell von 30 min
Ischamie, gefolgt von einer 120-mindtigen Reperfusionsphase (I/R) bzw. einer
Scheinoperation (I/R sham) unterzogen (Durchfiihrung siehe Abschnitt 2.5.3). Die
Scheinoperation entsprach der Operationsdurchfihrung der I/R-Variante jedoch ohne die
30-minutige Okklusion der linken Koronararterie (LCA) und diente zum Ausschluss von
genotyp- und behandlungsbedingten Gewebeschaden durch die Operationstechnik. Es
wurden Mause beider Geschlechter im Alter von 9 bis 17 Wochen den Operationen
unterzogen, wobei in  keiner der untersuchten Kohorten alters- oder
geschlechtsspezifische Unterschiede festgestellt werden konnten (Daten nicht gezeigt).
Als weitere Parameter der Basalcharakteristiken sind im Anhang (Annex-Tabelle 2) die
Absolutwerte der Gesamtherzflache, des Risikoareals und der InfarktgroRRe in cm?, sowie
die Herzgewichte (HG) in Relation zu den Korpergewichten (KG) aufgelistet. Die
Quotienten aus HG/KG zeigten dabei keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Genotypen und Setups. Leichte Schwankungen der Absolutwerte der untersuchten
Herzareale im Vergleich zu den prozentualen Werten begriinden sich zum einen durch
das generell reduzierte Korpergewicht der globalen BK-KO im Vergleich zu ihren
Wurfgeschwisterkontrollen (lllison et al. 2016). Zum anderen kdnnen sie durch eine
ungleichmaBige Verteilung von mannlichen und weiblichen Tieren in den

Versuchsgruppen erklart werden.

Eine Darstellung zur Gesamtzahl aller operierten Tiere, die nachfolgend beschrieben

werden, findet sich im Anhang (Annex-Tabelle 1).

Die GroRRe des Risikoareals (bezogen auf die Gesamtflache), welches den wahrend der
ischamischen Phase unterversorgten Bereich aufzeigt, wies keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Kohorten und Genotypen auf (I/R: 55,25 + 3,44 %
fur BK**, n=8; 52,36 + 2,31 % fur BK”, n=11; I/R sham: 54,22 + 2,08 % fur BK**, n=6;
50,50 + 1,92 % fur BK”, n=6; Abbildung 32A). Somit konnten auch Unterschiede in den

InfarktgroRen aufgrund einer ungleichen Lokalisation der Ligatur ausgeschlossen werden.
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In Abbildung 32B sind die Infarktgré3en bezogen auf die Gréf3e des Risikoareals nach I/R
bzw. I/R sham dargestellt. Interessanterweise zeigten die BK-KO mit 38,56 + 1,65 %
bereits nach I/R ohne weiteren konditionierenden Stimulus signifikant hohere
InfarktgroRen verglichen mit den BK-Wildtypherzen (22,39 + 1,32 %). Die ausgepragte
Infarzierung ist zudem deutlich an der Weil3farbung der in Abbildung 32B gezeigten
Herzscheiben zu erkennen. Dass durch die Operationstechnik selbst kein Gewebetod
verursacht wurde, konnte durch die geringen InfarktgroBen (<1 %) in den
scheinoperierten Tieren bestatigt werden (Abbildung 32B). Als unabhéngiger Parameter
fur das Ausmal} des Myokardinfarkts wurden die Serumspiegel des kardialen Troponins |
(cTnl) durch Blutabnahme der Mause direkt im Anschluss an die Reperfusionsphase
bestimmt. Die cTnl-Serumspiegel der BK-KO waren im Vergleich zu den scheinoperierten
Mausen sowie zu den Serumtroponinwerten der BK-WT deutlich erhoht (I/R: 7,78 £ 1,48
ng/ml fur BK**, 20,47 + 4,23 ng/ml fur BK™”; I/R sham: 1,47 + 0,51 ng/ml fir BK**, 2,08 +
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0,45 ng/ml fur BK”; Abbildung 32C), wodurch die negativen Auswirkungen der globalen
BK-Kanaldeletion auf die Myokardinfarktgrol3e weiter bestatigt wurden.

3.2 Einfluss von Konditionierung auf das Infarktareal in
globalen BK-KO

3.2.1 Mechanische Postkonditionierung (iPost)

Die ischamische Postkonditionierung (iPost) stellt im Mausmodell eine effiziente Methode
zur Reduktion des I/R-Schadens dar. Die kurzen, repetitiven Episoden von Ischamie und
Reperfusion unmittelbar nach dem Ende der ischdmischen Phase zeigten auch hier einen
Uberzeugenden Benefit in den BK-WT, der mit Werten aus der Literatur von
Wildtypmausen vergleichbar ist (Methner et al. 2013b). Eine iPost-stimulierte
Kardioprotektion war dagegen in den BK-KO nicht erkennbar. Sie wiesen ca. 3-fach
erhohte InfarktgroRen im Vergleich zu den BK-WT auf (11,41 + 0,89 % fur BK**, n=8;
34,13 = 1,29 % fur BK”, n=9; Abbildung 33A). Erneut zeigten sich weder fir die
Risikoareale (Annex-Abbildung 1) noch fiir die basalen Parameter (Annex-Tabelle 2) der

Versuchsgruppen beider Genotypen nennenswerte Unterschiede nach iPost.
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Abbildung 33: Fehlende Kardioprotektion nach iPost und nach pharmakologischer Kardioprotektion
mit Sildenafil in BK-KO

(A) Die Postkonditionierung (iPost) zeigte eine signifikante Reduktion der InfarktgrofRe (in % zum Risikoareal)
in BK-WT (BK**, n=8), nicht aber in BK-KO (BK”, n=9). (B) Eine Kardioprotektion durch Gabe des
PDES5-Inhibitors Sildenafil (2 pg/kg KG, i.a., 5 min vor Beginn der Reperfusion) war ebenfalls nur in BK-WT
moglich (je n=8). Représentative Herzscheiben sind unterhalb des jeweiligen Genotyps und Setups dargestellt
(blau: unbetroffenes Gewebe, rot+weild: Risikoareal, weil3: infarziertes Gewebe). Kreise reprasentieren
einzelne Experimente, Balken zeigen Mittelwerte + SEM; ***p<0,001 BK** vs. BK"; #: p<0,001 zu I/R.
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3.2.2 Pharmakologische Konditionierung durch Sildenafilgabe

Die Mdglichkeit den I/R-Schaden durch die Gabe pharmakologischer Substanzen zu
reduzieren, birgt im Gegensatz zu den mechanischen Konditionierungen vermutlich
groferes klinisches Potential. Aufgrund der vielen Hinweise, dass der NO/cGMP/PKG I-
Signalweg in kardioprotektive Prozesse involviert ist, liegt es nahe, Pharmaka zu
untersuchen, die diesen Signalweg modulieren. Sildenafil (SIL) stellt dabei einen seit
vielen Jahren auf dem deutschen Arzneimittelmarkt etablierten Wirkstoff dar, dessen
Infarkt-reduzierende Wirkung bei einer intraatrialen Gabe (2 pg/kg KG) 5 min vor Beginn
der Reperfusion (siehe Abschnitt 2.5.3.7) im Tiermodell gezeigt wurde (Methner et al.
2013b). Diese kardioprotektiven Effekte konnten im Rahmen dieser Arbeit in den BK-WT
bestatigt werden (12,12 + 1,48 % fur BK**, n=8; Abbildung 33B). Im Gegensatz dazu war
in den BK-Knockouttieren kein schiitzender Einfluss durch die Sildenafilinjektion
erkennbar. Die InfarktgrofRen waren in diesen Tieren signifikant erhéht (38,43 = 1,79 % flr
BK”, n=8; Abbildung 33B). Aus der Analyse der Risikoareale (Annex-Abbildung 1) und
basalen Parameter (Annex-Tabelle 2) der Behandlungsgruppen ergaben sich dagegen

keine Auffalligkeiten.

3.3 Folgen der kardialen I/R nach gewebespezifischer Deletion
des BK-Kanals in Glattmuskelzellen (SMBK)

Um der Frage nachzugehen, inwiefern glattmuskulare BK-Kanéle fiir den offensichtlichen
Verlust der Kardioprotektion verantwortlich sind, wurden Mause mit einer spezifischen
Deletion des BK-Kanals in (vaskularen) Glattmuskelzellen generiert (SMMHC-CreER™;
BK”: SMBK™). Die gewebe- und zeitspezifische Expression der Cre-Rekombinase
erfolgte dabei mithilfe des Promotors fir das Gen Myhll, der nur in Glattmuskelzellen
aktiv ist. In diesem Mausmodell wird das vom transgenen Myh11-Promotor gebildete Cre-
Fusionsprotein (SMMHC-CreER™) auBerdem posttranslational durch einen synthetischen
Liganden (hier: Tamoxifen) aktiviert (Wirth et al. 2008). Das SM-Knockoutallel fir BK (-)
wurde dabei durch Kreuzung von SMMHC-CreER™-Tieren mit Mausen, die ein
konditionales BK-Allel (fl) tragen, und anschlie3ender Induktion der Cre-Rekombinase mit
Tamoxifen (TAM) generiert (siehe Abschnitt 2.2.2.3). Nach funftagiger Tamoxifengabe
wurde ein Zeitintervall von sieben Tagen abgewartet bevor die Tiere fir die Versuche
verwendet wurden. Dies sollte die effiziente Deletion des glattmuskularen BK-Kanals
gewabhrleisten (Sprossmann et al. 2009). Wie bereits unter Abschnitt 2.2.2.3 beschrieben,
konnten aufgrund der Y-chromosomalen Lokalisation des Transgens hierfir nur

mannliche Tiere verwendet werden. Die Spezifitit der SMMHC-CreER™-vermittelten
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Rekombination wurde mittels PCR-Analyse mit den entsprechenden BK-Primern in
verschiedenen  Geweben  Uberprift  (Durchfihrung siehe  Abschnitt  2.3.5).
Korrespondierende Gewebe von Mausen, die nicht mit TAM induziert wurden, wurden zu
Kontrollzwecken parallel analysiert. Wie erwartet erfolgte die Rekombination
ausschlieBlich in der Aorta der TAM-injizierten Mause (132 bp; roter Pfeil, Abbildung 34).
In allen anderen untersuchten Geweben wie dem Gehirn, der Leber und
Skelettmuskulatur, sowie dem Herzen und weillem Fettgewebe blieb neben dem
Wildtypallel (466 bp) auch das konditionale BK-Allel (577 bp) unveréndert. Die in
Abbildung 34 erkennbare Doppelbande fir das gefloxte BK-Allel ist auf eine
palindromische Abfolge der DNA der loxP-Sequenz zuriickzufiihren. Diese kann einen
sog. ,Hairpin“ ausbilden. Die im Rahmen dieser Arbeit fir die PCR-Analyse verwendeten
Primer lagern sich Uber die loxP-Sequenz an die DNA an, wodurch zum einen der langere
DNA-Abschnitt ohne Hairpin sowie zum anderen die durch den Hairpin verkirzte Sequenz

amplifiziert werden.
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Abbildung 34: PCR-Analyse der SMMHC-CreER™-induzierten Deletion des BK-Kanals in
glattmuskularen Geweben

Die PCR-Analyse verschiedener Gewebe in SMMHC-CreER™?; BK*" + Tamoxifen (TAM)-Injektion zeigte,
dass die Rekombination des gefloxten Allels (fl) in ein KO-Allel (-) exklusiv in der Aorta in TAM-injizierten
Tieren erfolgte (roter Pfeil); BK (+): 466 bp, BK (-): 132 bp, BK (fl): 577 bp.

Im akuten Myokardinfarktmodell zeigte sich in den 9 bis 12 Wochen alten
gewebespezifischen Mutanten sowie deren Wurfgeschwisterkontrollen weder fir die
Risikoareale (I/R: 61,12 *+ 2,65 % fur SMBK*"; 59,10 + 1,77 % fur SMBK™; I/R + iPost:
55,57 + 1,72 % fur SMBK*"; 61,77 + 2,99 % fur SMBK™; je n=6; Abbildung 35A) noch in
den Basalcharakteristiken (Annex-Tabelle 3) ein Unterschied zwischen den Genotypen

und Setups.
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Abbildung 35: Unbeeinflusste InfarktgréRe nach Ausschaltung des BK-Kanals in Glattmuskelzellen

(A) Die Risikoareale (in % zur Gesamtherzflache) waren unverandert zwischen den Genotypen und Setups.
(B) Die GroRen der infarzierten Bereiche (in % zum Risikoareal) wiesen zwischen SMBK-KO (SMBK™") und
ihren Wurfgeschwisterkontrollen (SMBK*") keine Unterschiede nach I/R auf. Eine Kardioprotektion durch
iPost war ebenfalls in beiden Genotypen mdglich. Reprasentative Herzscheiben sind unterhalb des jeweiligen
Genotyps und Setups dargestellt (blau: unbetroffenes Gewebe, rot+weil3: Risikoareal, weil3: infarziertes
Gewebe). Dreiecke stehen fir einzelne Experimente, Balken zeigen Mittelwerte + SEM mit je n=6; #: p<0,001
zu l/R.

Der in Glattmuskelzellen lokalisierte BK-Kanal, dem sowohl eine groRe Bedeutung bei der
Blutdruckregulation als auch bei der durch mechanische Konditionierung induzierten
Hyperamie wéahrend der Reperfusionsphase zugeschrieben wird (Sausbier et al. 2005,
Soltysinska et al. 2014), scheint beim akuten Myokardinfarkt keine Rolle zu spielen. So
wiesen SMBK-KO unter I/R die gleiche InfarktgréRe wie die Wurfgeschwisterkontrollen auf
(23,27 + 1,49 % fur SMBK*": 22,68 + 0,85 % fur SMBK”; Abbildung 35B). Auch die
Kardioprotektion durch die iPost war von einer Deletion des SM-BKs unbeeinflusst, da in
beiden Genotypen eine effiziente Reduktion der infarzierten Areale zu beobachten war
(9,21 + 1,98 % fur SMBK*"; 11,46 + 1,36 % fir SMBK""; Abbildung 35B).

3.4 Spezifitdt und Effizienz der aMHC-Cre-Rekombinase

Der Einsatz von oMHC-Cre-transgenen Mause stellt eine verbreitete und
vielversprechende Strategie dar um gezielt die Ausschaltung von Genen (hier: BK) in
Kardiomyozyten zu erreichen (Agah et al. 1997). Die im Rahmen dieser Arbeit
verwendete aMHC-Cre-Rekombinase ist konstitutiv aktiv und bendtigt im Gegensatz zur
SMMHC-CreER™ (siehe Abschnitt 2.2.2.3) keine Aktivierung durch einen Liganden. Die
Spezifitat der aMHC-Cre-Rekombinase wurde durch Verpaarung mit Reportertieren
(ROSA™9"*  siehe Abschnitt 2.2.2.4) verifiziert. Als Nachweis fur die Kardiomyozyten-
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spezifische Expression der Cre-Rekombinase diente die Exzision eines gefloxten DNA-
Abschnitts, der flr das rot fluoreszierende, membranstandige Protein (mT) kodiert. Dies
sollte zur Expression eines grin fluoreszierenden Proteins (mG) exklusiv in den
Kardiomyozyten fuhren (siehe auch Abbildung 13). Hierfir wurden wie unter Abschnitt
2.6.3 beschrieben Kryoschnitte von ROSA™®*; qMHC-Cre™*- bzw. ROSAMCH;
oaMHC-Cre**-Herzen angefertigt und am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.

Abbildung 36: Hohe
Spezifitdt und Effizienz der
oMHC-Cre-Rekombinase

(A) Die Kreuzung von aMHC-
Cre'@*-Tieren mit doppel-
fluoreszenten ROSA26-
Reportermausen (ROSA™TG/*)
belegt die spezifische Aktivitat
der Cre-Rekombinase in den
Kardiomyozyten der doppel-
transgenen Tiere
(Griinfarbung). In den
Glattmuskelzellen der Aorta
war dagegen keine Rekombi-
nationsaktivitdt nachweisbar.
(B) Die Effizienz der
Rekombination war mit ca. 99
% sehr hoch (n=4; 1652

esamt gezahlte Kardiomyo-
ROSAMTG/H+ ROSAMTG/+ ROSAMTG/+ ROSAMTG/+ gyten). %C) Repr'asentatizer

aMHC-Cre** aMHC-Cre'™* aMHC-Cre** aMHC-Cre™@*  Aausschnitt, der die durch
Rekombination grinen
Kardiomyozyten und die
rotgefarbt verbleibenden nicht-
kardiomyozytaren Zellen u.a.
Glattmuskelzellen kardialer
BlutgefaRe, sowie eventuell
auch Fibroblasten darstellt.

Overlay

1,03 %

98,97 %

Die Erwartungen wurden in Abbildung 36A bestédtigt. Herz und Aorta von
Reportermausen, die keine oMHC-Cre-Rekombinase (ROSA™¢*; gMHC-Cre*")
exprimieren, prasentierten sich mit einer persistierenden roten Fluoreszenz. Kryoschnitte
der Aorta dienten hier als Kontrollgewebe fir die aMHC-Cre-vermittelte Rekombination im
kardiovaskularen System. Doppeltransgene Tiere (ROSA™¢*; aMHC-Cre™*) zeigten
dagegen eine eindrucksvolle Griinfarbung im Herzen, wohingegen die rote Fluoreszenz in
der Aorta erwartungsgemaf erhalten blieb. Die schwach erkennbare Grinfarbung aller
Gewebe ist auf die Autofluoreszenz der Gewebe zurtckzufuhren, da sie auch in
ROSA**-Tieren zu beobachten war (Daten nicht gezeigt). Die parallel durchgefiihrte
Kernfarbung mittels DAPI verdeutlicht zusatzlich die vergleichbare Gewebestruktur

zwischen den Genotypen. Letztlich liel3 sich mit einem rekombinanten Anteil von ca. 99 %
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bei 1652 gezahlten Kardiomyozyten eine hohe Rekombinationseffizienz der aMHC-Cre in
den Kardiomyozyten ermitteln (Abbildung 36B). Die Rekombination war dabei spezifisch
und auf die Kardiomyozyten beschrankt, da nicht-kardiomyozytare Zellen wie
beispielsweise Blutgefal3e, welche das Herzgewebe durchzogen, eine deutliche
Rotfarbung aufwiesen (Abbildung 36C).

Die Analyse der Reportermause (Abbildung 36) wurde durch PCR-Analysen der
oaMHC-Cre-induzierten Deletion des BK-Kanals im Herzen und in Kontrollgeweben
erganzt. Sowohl im Atrium und Ventrikel als auch in isolierten Kardiomyozyten (CM) liel3
sich die erfolgreiche Generierung des BK-Knockoutallels in den oaMHC-Cre™*-Mausen
zeigen (132 bp, roter Pfeil, Abbildung 37). Als Kontrollen wurden Gewebeproben vom
Skelettmuskel und weil3en Fettgewebe (Abbildung 37), sowie von Gehirn, Leber und der
Aorta (Daten nicht gezeigt) entnommen. Diese wiesen neben dem BK-Wildtypallel (466

bp) nur das unveranderte gefloxte BK-Allel (577 bp) auf.
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Abbildung 37: PCR-Analyse der aMHC-Cre-induzierten Deletion des BK-Kanals in verschiedenen
Geweben

Amplifikate der gefloxten (fl)-, WT (+)- und KO (-)-BK-Allele verdeutlichen die erfolgreiche Generierung des
Knockouts in Atrium, Ventrikel und in isolierten adulten Kardiomyozyten (rote Pfeile). Im Gegensatz dazu ist
im Skelettmuskel und weilRen Fettgewebe der aMHC-CreT¥*-Tieren keine Rekombination erkennbar; Tg:
Transgen; BK (+): 466 bp, BK (-): 132 bp, BK (fl): 577 bp.

3.5 Charakterisierung des kardiovaskuldaren Phénotyps des
CMBK-KO (CMBK"“)

Die Kardiomyozyten-spezifischen BK-Knockouttiere (CMBK-KO, CMBK™) zeigten

gegeniber ihren Wurfgeschwistern (CMBK-CTR, CMBK*") zunachst keinen auffalligen

Phanotyp. Auch die Analyse der Korper- (KG) und Herzgewichte (HG) sowie der

Tibialangen (TL) ergab zwischen den Genotypen im Alter von 11 bis 13 Wochen keine
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signifikanten Unterschiede. Die entsprechenden Mittelwerte der Parameter fur die
mannlichen Mause sind in Tabelle 6 dargestellt, die Daten der Weibchen sind im Anhang

(Annex-Tabelle 7) zu finden.

Tabelle 6: Basale Herzgewichte der ménnlichen CMBK-CTR (CMBK*M) und CMBK-KO (CMBK"

KG HG TL HG/KG HG/TL
(9] [mg] [mm] [mg/g] [mg/mm]
CMBK* (n=9) 253+0,5 117,8+24 17,04+0,18 4,67+0,07 6,91+0,12

CMBK- (n=10) 24,8+0,6 116,7 + 2,7 16,83+0,16 4,71+0,09 6,93+0,11

Auch in Vergleichskohorten Alterer Tiere (>45 Wochen) zeigten sich keine
unterschiedlichen Entwicklungen dieser Parameter (Annex-Tabelle 8). Interessanterweise
lag die Uberlebenszeit der aMHC-Cre-transgenen Mause nur bei ca. einem Jahr (Daten
nicht gezeigt). Dieses Ph&nomen trat unabh&ngig von der Deletion des BK-Kanals sowohl
in den Versuchstieren als auch in der Elterngeneration auf, was Klar fiir eine toxische
Wirkung der chronischen Cre-Expression per se spricht. Unterstiitzend kommt hinzu, dass
globale BK-Knockoutmause und ihre Wourfgeschwisterkontrollen keine verkirzte
Lebenszeit aufweisen (Daten nicht gezeigt). Ein Einfluss auf die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefihrten Myokardinfarktstudien war nicht zu beflirchten, da das Hdchstalter der

CMBK-Tiere in den Experimenten 17 Wochen betrug.

Globale BK-Knockoutmause entwickeln einen Hypertonus (Sausbier et al. 2005). Im
Rahmen der kardiovaskuldren Charakterisierung der CMBK-Mutanten wurden daher
zundchst die Blutdruckwerte der Tiere telemetrisch Uber 48 Stunden bestimmt
(Durchfiihrung siehe Abschnitt 2.5.7). Flr die direkte Vergleichbarkeit der Werte wurden
ausschlieBlich mannliche Tiere im Alter von 10 bis 15 Wochen verwendet.
Uberraschenderweise zeigten die CMBK-KO einen um 7,3 mmHg reduzierten arteriellen
Blutdruck (MAP) im Vergleich zu ihren Wurfgeschwistern (108,21 = 2,62 mmHg fir
CMBK* n=7; 100,93 + 1,33 mmHg fur CMBK” n=10; Abbildung 38C). Dabei erreichte
die Reduktion des diastolischen Drucks (97,33 + 1,67 mmHg fir CMBK*™: 89,86 + 0,86
mmHg fur CMBK"; p<0,001; Abbildung 38B) im Vergleich zum systolischen Blutdruck
(118,57 + 3,67 mmHg fir CMBK*™; 112,22 + 2,61 mmHg fur CMBK™"; Abbildung 38A) das
Signifikanzniveau. Dies war vermutlich gréR3eren Abweichungen in den Einzelwerten der
Systole geschuldet, da der Pulsdruck, welcher die Differenz aus Systole und Diastole
darstellt, nur geringe Unterschiede zwischen den Genotypen aufwies (21,21 + 2,51 mmHg
fur CMBK*M; 22,26 + 2,94 mmHg fur CMBK™; Abbildung 38E). Beide Genotypen zeigten
ein fast identisches Aktivitatsprofil (10,79 + 2,44 cpm fur CMBK*"; 11,94 + 2,15 cpm fir
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CMBK'"  Abbildung 38F), welches dem Tag-Nacht-Rhythmus angepasst war. Die
durchschnittliche Herzfrequenz war in den CMBK-KO mit 594 + 5 Schlagen pro Minute
leicht vermindert gegeniber den Kontrolltieren mit 616 * 7 Schlagen pro Minute
(Abbildung 38D).
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Abbildung 38: Reduzierter arterieller Blutdruck in CMBK-Knockoutm&usen

Die telemetrische Blutdruckmessung lUber 48 Stunden zeigte sowohl eine Verminderung des systolischen (A)
als auch des diastolischen Blutdruckwertes (B) in CMBK-KO (CMBK™™) verglichen mit CMBK-CTR (CMBK*/),
Dies auRRerte sich in einem signifikant reduzierten mittleren arteriellen Blutdruck (MAP, C) und wurde von einer
leichten Verringerung der Herzfrequenz (D) begleitet. Pulsdruck (E) und Aktivitat (F) waren hingegen in beiden
Genotypen vergleichbar. Kreise zeigen Mittelwerte + SEM mit n=7 fur CMBK*" und n=10 fur CMBK";
*p<0,05, **p<0,01 CMBK*M vs. CMBKM.

Die echokardiographischen Messungen in der Langsachse demonstrierten (Durchfihrung
siehe Abschnitt 2.5.8, konventionelle Auswertung), dass der reduzierte arterielle Blutdruck
der CMBK-KO mit einer allgemein reduzierten Herzfunktion einherging. So wiesen die
Knockouttiere sowohl eine verminderte Verkurzungsfraktion (FS, fractional shortening) als
auch eine um 9 % reduzierte Auswurffraktion (EF, ejection fraction) auf (FS: 35,14 + 1,38
%; EF: 64,63 + 1,83 % fur CMBK*" n=8; FS: 30,99 + 1,07 %; EF: 58,97 + 1,56 % fir
CMBK n=9; Abbildung 39A+B). Die echokardiographisch bestimmte Masse des linken
Ventrikels (myy) bestétigte dabei die Bestimmung der Herzgewichte (Tabelle 6) und zeigte

keine Unterschiede zwischen den Genotypen (Abbildung 39C).
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Abbildung 39: Eingeschrankte Herzfunktion der CMBK-KO

(A) Reduzierte Auswurffraktion (EF) der CMBK-KO (CMBK”") unter basalen Bedingungen. (B) Verminderte
Verkirzungsfraktion (FS) der CMBK-KO im Vergleich zu CMBK-CTR (CMBK*™). (C) Vergleichbare
linksventrikuldre Massen zwischen den beiden Genotypen. Balken reprasentieren Mittelwerte + SEM mit n=8
fur CMBK*" und n=9 fur CMBK""; *p<0,05 CMBK* vs. CMBK™",

Bei der Bestimmung weiterer linksventrikularer Parameter zeigten sich keine
Unterschiede in der Interventrikularseptumdicke (IVS; Abbildung 40A+D), den
diastolischen Werten der Hinterwanddicke (LVPW, left ventricular posterior wall;
Abbildung 40E) und des linken Kammervolumens (Vol.; Abbildung 40F), sowie des totalen
enddiastolischen Durchmessers (TEDD, total end diastolic diameter; Abbildung 40G).
Weitere Hinweise flr eine beeintrachtigte Pumpfunktion der CMBK-KO lieferten jedoch
die ebenfalls signifikant reduzierte Hinterwanddicke des linken Ventrikels (Abbildung 40B),
sowie das knapp nicht signifikante (p=0,07), vergroferte linksventrikuldre Restvolumen
wahrend der Systole (Abbildung 40C). Die Absolutwerte der einzelnen Parameter sind im

Anhang (Annex-Tabelle 9) zu finden.
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Abbildung 40: Weitere linksventrikulare Parameter der
echokardiographischen  Messung in CMBK-KO
und -CTR

(A) Die Interventrikularseptumdicke (IVS) wahrend der
Systole zeigte sich von der kardiomyozytare Deletion des
BK-Kanals unbeeinflusst. Die verminderte systolische
Hinterwanddicke (LVPW) (B) sowie das vergrof3erte
systolische Kammervolumen (Vol.) (C) lieferten weitere
Hinweise flur eine kardiale Dysfunktion in CMBK-KO
(CMBK”" verglichen mit CMBK-CTR (CMBK*"). Die
diastolischen Werte der IVS (D), der LVPW (E) und des
Vol. (F), sowie der totale enddiastolische Durchmesser
(TEED) (G) wiesen keine signifikanten genotypspezifischen
Unterschiede auf. Balken reprasentieren Mittelwerte + SEM
mit n=8 fur CMBK*" und n=9 fiur CMBK""; *p<0,01
CMBK* yvs, CMBK™,

3.6 Bestimmung des I/R-Schadens nach akutem Myokardinfarkt

in CMBK-KO

3.6.1 Infarktgrof3en- und cTnl-Spiegelbestimmung

Die Durchfihrung des akuten Myokardinfarktmodells in den CMBK-KO und -CTR

demonstrierte, dass die selektive Ausschaltung des mitoBKs in Kardiomyozyten zu

identischen InfarktgroRen nach I/R fuhrt wie eine globale BK-Kanaldeletion (Abbildung
32B: 38,56 + 1,65 %). So konnte nach I/R in den CMBK-KO (38,26 + 1,55 %) verglichen
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mit den CMBK-CTR (27,19 + 1,25 %; je n=8; Abbildung 41B) ein signifikant erhdhter
Infarktbereich festgestellt werden. Dies ist zudem deutlich an den weil3en Arealen der
dargestellten Herzscheiben zu erkennen. Die InfarktgroRen der scheinoperierten Tiere
waren in beiden Genotypen vernachlassigbar (0,91 + 0,21 % fur CMBK*"; 1,07 + 0,62 %
fur CMBK™", je n=5). Die geringen Schwankungen in den Risikoarealen reprasentieren die
Reproduzierbarkeit der Methode Uber die Genotypen und Behandlungskohorten hinweg
(I/R: 48,74 + 2,08 % fur CMBK*™; 51,30 + 2,00 % fir CMBK"; I/R sham: 51,60 * 2,27 %
fur CMBK*: 52,37 + 4,96 % fur CMBK"; Abbildung 41A).
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Abbildung 41: Bestimmung der InfarktgréRe und des cTnl-Spiegels in CMBK-KO

(A) Die Risikoareale (in % zur Gesamtherzflache) zeigten keine Unterschiede zwischen den Genotypen und
Setups. (B) Die InfarktgroRe (in % zum Risikoareal) war nach 30 min Ischamie, gefolgt von 120 min
Reperfusion (I/R) in CMBK-KO (CMBK”™ signifikant erhoht verglichen mit CMBK-CTR (CMBK*M). Die
scheinoperierten Tiere wiesen keine infarzierten Herzmuskeln auf. Reprasentative Herzscheiben sind
unterhalb des jeweiligen Genotyps und Setups dargestellt (blau: unbetroffenes Gewebe, rot+weil3:
Risikoareal, weil3: infarziertes Gewebe). (C) Unter Anasthesie waren in beiden Genotypen deutliche
Reduktionen des systolischen und des arteriellen Drucks (MAP) um vergleichbare Werte erkennbar. Balken
reprasentieren Mittelwerte + SEM mit n=5 fir CMBK*" und n=6 fir CMBK”1. (D) cTnl-Spiegel, welche
unmittelbar nach der Reperfusion im Serum bestimmt wurden korrelieren mit den Infarktgré3en. (A), (B) und
(D): Rauten stellen einzelne Experimente dar, Balken zeigen Mittelwerte + SEM mit je n=8 fur I/R und je n=5
fr I/R sham; **p<0,01, ***p<0,001 CMBK* vs. CMBK"; §: p<0,01, #: p<0,001 zu I/R.
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Um mdgliche Anasthesie-vermittelte Unterschiede in der Hamodynamik ausschlieRen zu
konnen, wurden die Blutdruckwerte unter Narkose bestimmt. Es wurden die
Veranderungen der Parameter von den Mittelwerten der basalen, 24-stindigen
Blutdruckmessungen (M1) und den durchschnittichen Werten eines 15-minitigen
Messintervalls (M2) 15 min nach der Pentobarbitalinjektion verglichen (Abbildung 27B;
Durchfuhrung siehe Abschnitt 2.5.7.2). In Abbildung 41C ist eine drastische, jedoch
genotypunabhéngige Reduktion des arteriellen Blutdrucks wéahrend der Narkose zu
sehen. Hierbei sank in den CMBK-KO der MAP um durchschnittlich 48,75 + 3,82 mmHg
(n=6) verglichen mit dem 24-stiindigen Basalwert, in den Kontrolltieren um 44,05 + 8,77
mmHg (n=5). Die Bestimmung der Serumspiegel des kardialen Marker cTnl nach I/R
unterstitzen die mittels Evans Blue/TTC-Farbung erhaltenen Ergebnisse, denn auch sie
waren in den CMBK-KO signifikant erhoht (I/R: 7,34 + 1,82 ng/ml fur CMBK*"; 20,06 +
3,45 ng/ml fir CMBK™ I/R sham: 2,32 + 1,32 ng/ml fur CMBK*"; 1,51 + 0,47 ng/ml fur
CMBK™": Abbildung 41D).

Die Basalcharakteristiken der operierten Tiere sind im Anhang (Annex-Tabelle 4)

aufgefihrt.

3.6.2 Ausmal der Apoptose

Der Zelltod, der durch den I/R-Schaden auftritt, wird einerseits durch nekrotische und
andererseits durch apoptotische Prozesse eingeleitet (Ferdinandy et al. 2007). Um das
Ausmal} der Apoptose nach I/R zu bestimmen, wurden im Rahmen einer Masterarbeit von
Eva Mohr (Lehrstuhl fur Pharmakologie, Toxikologie und klinische Pharmazie, Universitat
Tldbingen, (Mohr 2015)) Kryoschnitte von CMBK-KO und -CTR nach akutem
Myokardinfarkt, sowie von direkt entnommenen Kontrollherzen angefertigt (Abschnitt
2.6.3) und mit der TUNEL-Methode angefarbt (Abschnitt 2.6.6). Die Herzen wurden in
acht aquidistante Sektionen vom Apex bis zur Ligatur unterteilt (Abbildung 42A). Von
jeder Sektion wurden dabei zwei aufeinanderfolgende Schnitte fur die nachfolgenden
Farbungen verwendet. Pro Sektion wurde das Ausmall der DNA-Fragmentierung als
Determinante der Apoptose in einem reprasentativen Schnitt untersucht. In Abbildung 42B
ist eine Herzscheibe der Sektion 6 einer CMBK-CTR nach akutem Myokardinfarkt
dargestellt. Diese zeigt eine deutliche Braunfarbung der apoptotischen Zellkerne. In den
CMBK-KO war die korrespondierende Féarbung nach I/R deutlich intensiver ausgepragt
(Abbildung 42C). Im jeweiligen Folgeschnitt wurde eine Kernfarbung mit Hamatoxylin
durchgefihrt um die Prozentzahl der apoptotischen Zellen zur Gesamtnukleuszahl
bestimmten zu kénnen (Abbildung 42D+E).
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Abbildung 42: Erhdhte Apoptose in CMBK-Knockoutherzen nach I/R

(A) Schematische Darstellung der 8 Herzsektionen vom Apex bis zur Ligatur (schwarzer Pfeil). Reprasentative
Ausschnitte der Sektion 6 von CMBK-CTR- (B) und CMBK-KO-Herzen (C) nach I/R und anschlieRender
TUNEL-Farbung. Braungeférbte Zellkerne markieren apoptotische Zellen. Die jeweiligen Folgeschnitte von
CMBK-CTR (D) und CMBK-KO (E) wurden firr die Visualisierung der Zellkerne mit Hamatoxylin angefarbt. 5x
VergroRerung, Schnittdicke: 10 um (Masterarbeit, Mohr 2015).

Die Quantifizierung erfolgte an charakteristischen Ausschnitten von jeweils drei zentralen
und drei peripheren Bereichen pro Herzsektion. Im Rahmen der Quantifizierung wurden
pro Genotyp Uber 27.000 Nuklei erfasst. Wahrend in Herzen ohne I/R-Exposition kaum
TUNEL-positive Zellkerne zu sehen waren (Daten nicht gezeigt), war insbesondere in den
mitoBK-defizienten Tieren ein deutlicher, infarktbedingter Anstieg der Apoptose zu
erkennen (2,64 * 0,52 % fur CMBK*", 3,99 + 0,81 % fur CMBK™, je n=3; Abbildung
43A-C). Abbildung 43A zeigt dabei den Randbereich der Sektion 3 eines CMBK-CTR-
Herzschnittes nach I/R. Hier sind deutlich weniger apoptotische Zellkerne als in dem
entsprechenden Herzmuskelgewebe einer CMBK-Knockoutmaus zu sehen (Abbildung
43B). Dabei trat eine verstarkte Braunfarbung sowohl in den peripheren als auch in den
zentralen Bereichen des Herzens meist lokal auf, was gesteigerte apoptotische Prozesse
in den vom I/R-Schaden am starksten betroffenen Regionen des Herzens vermuten lasst.
Die Quantifizierung ergab eine erhdhte Anzahl apoptotischer Zellen insbesondere in den
Sektionen 3 bis 5, die sich in diesem Bereich auch signifikant zwischen den Genotypen
unterschied (Abbildung 43C). Die allgemein sehr niedrigen Prozentzahlen der Apoptose
begriinden sich dadurch, dass hier im Gegensatz zu einigen Darstellungen in der Literatur
(Nakamura et al. 2000, Zhao et al. 2000b, Suzuki et al. 2001), in denen ausschlief3lich
Zellkerne im infarzierten Bereich berlicksichtigt werden, die Anzahl der apoptotischen
Zellkerne auf die Gesamtnukleuszahl der jeweiligen Herzscheibe bezogen wurde.
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Die Ergebnisse der TUNEL-Farbung bestatigten die InfarktgroRenbestimmung nach I/R,
da auch diese Herzschnitte in den Sektionen 3 bis 5 im Durchschnitt die ausgepragteste

Infarzierung aufwiesen.

3.7 Auswirkungen einer mechanischen Konditionierung in
CMBK-KO

Die globale Deletion des BK-Kanals flhrte zu einem massiven Verlust der protektiven
Wirkung der Postkonditionierung (siehe Abschnitt 3.2.1). Da ein Einfluss des
glattmuskularen BK-Kanals ausgeschlossen werden konnte (siehe Abschnitt 3.3), lag der
Fokus im Folgenden auf dem mitoBK in den Kardiomyozyten. So zeigten auch die
CMBK-KO ein reduziertes Ansprechen auf die mechanische Konditionierung (11,27 +
0,62 % fur CMBK*": 28,26 + 1,52 % fir CMBK™, je n=8; Abbildung 44A, links). Im
Gegensatz zu den globalen BK-KO (Abbildung 33A) war in den CMBK-KO verglichen mit
I/R ohne Konditionierung durch iPost eine signifikante Reduktion der InfarktgroRe zu
beobachten. Ein Vergleich der prozentualen Abnahmen der Infarktgrof3en von I/R * iPost

ist in Abbildung 44B dargestellt. Die Reduktion des infarzierten Bereichs betrug in den

105



ERGEBNISSE

globalen BK-KO 11,5 + 3,4 % und in den CMBK-KO 26,1 + 4,0 %. Die von der iPost
ausgehenden kardioprotektiven Effekte lagen in den entsprechenden Kontrollgruppen
CMBK-CTR und BK-WT deutlich hoher. Dass auch bereits zwischen den CMBK-CTR
(-58,6 £ 2,3 %) und BK-WT (-49,0 £ 4,0 %) leichte, wenn auch nicht signifikante
Unterschiede in der Infarktgrof3enreduktion nach iPost zu erkennen waren, unterstreicht

die Bedeutung der Auswahl korrekter Kontrolltiere.
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Abbildung 44: Vermindertes Ansprechen der CMBK-KO auf mechanische Konditionierung

(A) Sowohl die Durchfiihrung der Postkonditionierung (iPost) als auch der Prakonditionierung (iPre) konnte die
InfarktgréRe (in % zum Risikoareal) in den Kontrolltieren (CMBK*f je n=8) signifikant reduzieren. Die
Protektion durch mechanische Konditionierung war in CMBK-KO (CMBK”" je n=8) deutlich vermindert.
Représentative Herzscheiben sind unterhalb des jeweiligen Genotyps und Setups dargestellt (blau:
unbetroffenes Gewebe, rot+weil3: Risikoareal, weil3: infarziertes Gewebe). (B) Vergleich der Reduktionen der
InfarktgréRe (in % zu I/R (Abbildung 32B+41B)) durch iPost von CMBK-KO/-CTR mit globalen BK-KO (BK™)
und -WT (BK**). Rauten reprasentieren einzelne Experimente, Balken zeigen Mittelwerte + SEM; ***p<0,001
CMBK* vs, BKM: #: p<0,001 zu I/R.

Soltysinska et al. konnten 2014 in globalen BK-Knockouttieren im Langendorffmodell
zeigen, dass der BK-Kanal essentiell fir die kardioprotektive Wirkung der ischamischen
Prakonditionierung (iPre) ist (Soltysinska et al. 2014). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde dieser interessante Befund in dem in-vivo-Myokardinfarktmodell Gberprift. Dabei
sprachen die CMBK-KO und Kontrollherzen grundsétzlich auf das iPre-Protokoll an (13,13
+ 1,05 % fur CMBK*"; 28,77 + 0,58 % fir CMBK™", je n=8; Abbildung 44A, rechts). Es
zeigte sich jedoch erneut, dass das Ausmal} der Kardioprotektion durch die mechanische
Konditionierung in den CMBK-KO signifikant geringer war.

Der kardiomyozytare mitoBK scheint demnach einen Hauptteil der kardioprotektiven
Wirkung durch iPost und iPre zu vermitteln. Die geringen verbleibenden Schutzwirkungen,

welche nach Cre-vermittelter Ausschaltung des Kanals noch beobachtet werden, lassen
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aber weitere, mitoBK-unabhéngige Signalwege bei der mechanischen Konditionierung
vermuten. Letztlich ist auch unklar, ob das Ausmafd der erfolgten Rekombination noch
einen zusatzlichen Einfluss auf die iPost hat. Die Werte der Risikoareale und der

Basalcharakteristiken sind im Anhang (Annex-Abbildung 2, Annex-Tabelle 4) aufgefihrt.

3.8 Beeinflussung der InfarktgréRe durch pharmakologische

Modulation des BK-Kanals

Im Anhang sind sowohl die Risikoareale (Annex-Abbildung 2) als auch die
Basalcharakteristiken (Annex-Tabelle 4) fir die Untersuchung der Einflisse der
BK-Kanalmodulatoren Paxiline und NS11021 auf den I/R-Schaden im akuten
Myokardinfarktmodell aufgefuhrt. Es wurden Tiere beider Geschlechter im Alter von 9 bis
13 Wochen verwendet. Signifikante Unterschiede hinsichtlich der Grol3e des Risikoareals,
des Geschlechts, des Verhdltnisses Herzgewicht zu Koérpergewicht oder des Alters
konnten nicht festgestellt werden.

3.8.1 Auswirkungen der pharmakologischen BK-Kanalblockade auf den
kardialen I/R-Schaden

In isolierten kardialen Mitoplasten konnte unter normoxischen Bedingungen mittels
planarer Patch-Clamp-Experimente bereits eine Blockade des mitoBKs durch den BK-
Kanalinhibitor Paxilline gezeigt werden (Soltysinska et al. 2014). Um den Effekt der
genetischen Ausschaltung des mitoBKs auf das Infarktareal anhand einer
pharmakologischen Inhibition des Kanals weiter zu bestitigen, wurden CMBK-
Knockoutmause und -Kontrolltiere mit Paxilline (8 mg/kg i.p. finf Minuten nach Beginn der
ischamischen Phase) behandelt (Durchfiihrung siehe Abschnitt 2.5.3.7). Der Einsatz des
BK-Kanalblockers fiihrte in CMBK-CTR zu einem Anstieg der Infarktareale auf Werte, die
mit denen der CMBK-KO nach I/R (Abbildung 41B) vergleichbar waren (36,97 + 1,69 %,
n=8; Abbildung 45A, links). Dieser Anstieg der Infarktgrof3en in den CMBK-CTR lag im
Vergleich zur basalen I/R-Verletzung bei 35,9 + 6,2 % (Abbildung 45B). Wie erwartet
zeigte Paxilline in den CMBK-KO keinen Effekt (37,00 = 1,81 %, n=8; Abbildung 45A, links
und -3,3 + 4,7 % Abbildung 45B), was die Schlussfolgerung erlaubt, dass Paxilline die
Vulnerabilitat der Herzen bei I/R primar tber eine Hemmung des BK-Kanals in den

Mitochondrien erhoht.
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Abbildung 45: Anstieg der InfarktgréRe bei I/R durch Paxilline in CMBK-CTR

(A) Zunahme der InfarktgréRen in CMBK-CTR (CMBK*M) auf Werte, vergleichbar mit CMBK-KO (CMBK-)
nach I/R, durch die Gabe des BK-Kanalblockers Paxilline (PAX, 8 mg/kg KG, i.p. 5 min nach LCA-Ligatur, je
n=8). Die Injektion des L&sungsmittels (ctr': DMSO/H20 von 9:1) hatte keinen Einfluss auf die GroRe des
infarzierten Bereichs (je n=3). Infarktgrof3e angegeben in % zum Risikoareal; représentative Herzscheiben
sind unterhalb des jeweiligen Genotyps und Setups dargestellt (blau: unbetroffenes Gewebe, rot+weil3:
Risikoareal, weil3: infarziertes Gewebe). (B) Prozentuale Veranderungen der Infarktgré3e durch die Gabe von
Paxilline in beiden Genotypen bezogen auf I/R (Abbildung 41B). Rauten reprasentieren einzelne Experimente,
Balken zeigen Mittelwerte + SEM; *p<0,05, ***p<0,001 CMBK* vs. CMBK": #: p<0,001 zu I/R und 81: p<0,01
zu I/R + ctrl.

Um einen Einfluss des Lésungsmittels (ctrt), welches aufgrund der schlechten Léslichkeit
von Paxiline einen hohen DMSO-Gehalt beinhaltete (DMSO/HO von 9:1),
auszuschlieBen, erhielten Kontrollkohorten beider Genotypen das Lésungsmittel
entsprechend der Paxillineadministration. Abbildung 45A, rechts zeigt, dass die Einflisse
auf den I/R-Schaden ausschlie3lich auf die Paxillinewirkung zurtickzufiihren sind (22,81 +
1,54 % fir CMBK*™: 32,99 + 1,68 % fir CMBK™, je n=3).

3.8.2 Protektion des Herzens bei I/R durch Offnung des BK-Kanals mittels
NS11021

Der BK-Kanaloffner NS11021 (NS) schitzt das Herz im Langendorffmodell
konzentrationsabhangig vor einem akut auftretenden I/R-Schaden (Bentzen et al. 2009).
Da fur eine Applikation von NS11021 keine in-vivo-Daten zur Verfigung standen, wurden
ex vivo eingesetzte Dosierungen und Administrationszeiten als Orientierungshilfen
verwendet (siehe Abschnitt 2.5.3.7). Als erstes wurde eine Konzentration von 92 pg/kg

gewahlt, was unter Berlcksichtigung des Blutvolumens der Maus der vielfach ex vivo
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verwendeten Dosierung von 3 pM entsprach (Bentzen et al. 2009). Da keinerlei
Informationen zur Pharmakokinetik, insbesondere zur Resorption und Metabolisierung,
von NS11021 verfugbar waren, wurde eine i.v.-Injektion funf Minuten vor Beginn der
Reperfusion als Applikation gewahlt. Dies beinhaltete zum einen eine praktikable
Injektionsart, die eine direkte Verfugbarkeit des Wirkstoffes im Blut und damit auch im
Herzen ohne weitere Absorptionsschritte gewdahrleisten sollte. Zum anderen sollte die
gewdahlte kurze Zeitspanne von 5 Minuten bis zum Beginn des akut auftretenden
Reperfusionsschadens wenige Maoglichkeiten fur Metabolisierungs- und
Eliminationsschritte lassen. In Abbildung 46A sind die Ergebnisse dieser Applikation
dargestellt. Die intraventse Gabe von 3 pM NS11021 zeigte keinerlei Benefit in Bezug auf
den I/R-Schaden (26,39 + 1,33 % fuir CMBK*", n=6; 40,60 * 1,21 % fur CMBK™ n=3).
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Abbildung 46: Kardioprotektion durch Offnung des BK-Kanals mit NS11021 in CMBK-CTR

(A) Die intravendse Gabe (i.v.) des BK-Kanal6ffners NS11021 (3 uM, 5 min vor Beginn der Reperfusion)
zeigte keinen Einfluss auf die InfarktgréRe (in % zum Risikoareal) nach I/R (n=6 fir CMBK*" und n=3 fur
CMBK", links). Nach intraatrialer Injektion (i.a.) von NS11021 war der infarzierte Bereich in den CMBK-CTR
(CMBK*f n=6) deutlich reduziert. Dieser Effekt war in den CMBK-KO (CMBK'!, n=4, rechts) nicht zu
beobachten. (B) Kaplan-Meier-Uberlebenskurve: In der Reperfusionsphase verstarben nach intraatrialer Gabe
von NS11021 (3 uM) insgesamt 37,5 % der Tiere beider Genotypen. In der Kontrollgruppe, die nur das
Lésungsmittel (ctr) erhielt, gab es dagegen keine Ausfélle. Das Ableben der CMBK-KO erreichte dabei
verglichen mit der Kontrollkohorte, die nur das Lésungsmittel erhalten hatte, knapp das Signifikanzniveau (t:
p<0,05). (C) Die Reduktion der NS11021-Dosis um den Faktor 10 verringerte insbesondere in den
CMBK-CTR das Infarktareal im Vergleich zum basalen I/R-Schaden und zeigte keinen negativen Effekt auf
das Uberleben der Tiere (Uberlebensquote: 100 %; je n=8, links). Generell hatte das L&sungsmittel (ctr2:
DMSO0/0,9%ige NaCl-Lésung von 1:150) keinen Einfluss auf die GroRe des infarzierten Areals (je n=3,
rechts). (D) Prozentuale Verdnderungen der Infarktgroe durch die Gabe von NS11021 (0,3 pm, i.a.) in
beiden Genotypen bezogen auf I/R (Abbildung 41B). Reprasentative Herzscheiben sind unterhalb des
jeweiligen Genotyps und Setups dargestellt (blau: unbetroffenes Gewebe, rot+weill: Risikoareal, weil3:
infarziertes Gewebe). Rauten stellen einzelne Experimente dar, Balken zeigen Mittelwerte + SEM; *p<0,05,
***pn<0,001 CMBK* vs. CMBK"; § p<0,01, #: p<0,001 zu I/R und t2: p<0,05, §2: p<0,01 zu I/R + ctr2.

Die Anderung des Applikationsweges in eine intraatriale (i.a.) Injektion bei
gleichbleibender Dosierung hatte dagegen Uberzeugendere Effekte. So konnte die
InfarktgroRe in den CMBK-CTR auf 8,46 £ 0,92 % (n=6) deutlich gesenkt werden,
wohingegen in den mitoBK-Mutanten keine signifikante Wirkung im Vergleich zum
basalen I/R-Schaden (Abbildung 41B) erzielt wurde (34,87 = 1,53 %, n=4; Abbildung 46A,
rechts). Allerdings ging von dieser NS11021-Applikation eine erhebliche Toxizitat aus, da
von den acht Mausen, die pro Genotyp operiert wurden, vier aus der KO-Gruppe und zwei
Tiere der Kontrollgruppe wahrend der Reperfusion verstarben. Der Tod trat bei allen
Tieren erst nach ca. 60 min Reperfusion durch eine zunehmende Bradykardie bis hin zum
Herzstillstand ein (Abbildung 46B). Da Tiere beider Genotypen verstarben und sich
statistisch mit dem Log-Rang-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den NS-
behandelten Kohorten ergaben, scheint das Ableben der Ma&ause nicht mit einer
Modulation des mitoBKs in Zusammenhang zu stehen. Es ist beschrieben, dass die NS-
Verbindungen weitere pleiotrope Effekte besitzen (Details siehe Abschnitt 4.2.4). Dass
diese toxischen Effekte nicht auf das Ldsungsmittel (DMSO/0,9%ige NaCl-Losung von
1:150) zuruckzufihren waren, zeigte die 100%ige Uberlebensrate der Tiere in der
entsprechenden Losungsmittelkontrollkohorte (Abbildung 46B, I/R + ctr). Durch die
intraatriale Injektion von 3 puM NS11021 verstarben damit zusammengefasst 37,5 % der
CMBK-Tiere. Paradoxerweise war jedoch in den Uberlebenden CMBK-CTR eine

beeindruckende Reduktion der Infarktgré3e um 68,9 + 3,4 % zu sehen.

Um die toxischen Nebeneffekte zu minimieren, wurde die Konzentration des
BK-Kanal6ffners in Folgeexperimenten um den Faktor 10 gesenkt. Auch von 0,3 pM
NS11021 (i.a.) ging eine signifikante Kardioprotektion in den Kontrolltieren aus (15,05 +
1,52 %, fur CMBK*"; 32,66 + 0,82 % fir CMBK™, je n=8; Abbildung 46C, links). Der
protektive Effekt viel insgesamt geringer aus als in den tberlebenden CMBK-CTR nach
einer Einmaldosis von 3 pM NS11021 (i.a.). Es zeigte sich mit 0,3 pM NS11021 (i.a.)
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zudem auch in den CMBK-KO eine leichte Reduktion der InfarktgréRe (-44,7 + 5,6 %, fur
CMBK*" -14,6 + 2,1 % fur CMBK™; Abbildung 46D). Dieser Effekt war in der hoheren
Konzentration vermutlich aufgrund der geringen Anzahl an Uberlebenden Tieren nicht
sichtbar. Ein Einfluss des Lésungsmittels (ctr?) auf die InfarktgréRe konnte erneut nicht
beobachtet werden (26,21 + 1,44 %, fur CMBK*": 37,42 + 2,52 % fur CMBK™ je n=3;
Abbildung 46C, rechts).

3.9 Der mitoBK als Zielprotein des kardioprotektiven
NO/cGMP/PKG I-Signalweges

3.9.1 Expression und Aktivitat der PKG I in CMBK-Knockoutherzen

Die PKG 1 spielt eine zentrale Rolle in der kardioprotektiven cGMP-abhéngigen
Signaltransduktion (Methner et al. 2013b). Es ist aullerdem bekannt, dass
membranstandige BK-Kanale sowohl in HEK293- als auch in A7r5-Glattmuskellzellen,
einer Zelllinie aus der Rattenaorta, ein Substrat des cGMP/PKG-Signalweges darstellen
(Swayze and Braun 2001, Kyle et al. 2013). Um etwaige Einflisse einer veranderten
Expression bzw. Aktivitat der PKG | in den CMBK-Mutanten zu eruieren, wurde die
kardiale PKG I-Expression sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch nach 30
min Ischamie, gefolgt von einer zehnminitigen Reperfusionsphase (lso/R10) ermittelt
(Durchfiihrung siehe Abschnitt 2.7.3-6).
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Abbildung 47: Expression der PKG | in CMBK-KO und -CTR-Herzlysaten

(A) Reprasentative Banden der Expression der PKG | basal und zu Beginn der Reperfusion (Is0/R10). (B) Die
Expression der PKG | im Herzen zeigte keine signifikanten Anderungen weder unter physiologischen
Bedingungen noch nach Is/Rio0 zwischen den beiden Genotypen. HSP60 (Hitzeschockprotein 60) wurde als
Ladungskontrolle verwendet. CMBK-KO (CMBK™"); CMBK-CTR (CMBK*M). Balken reprasentieren Mittelwerte
+ SEM mit je n=4.
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HSP60 (Hitzeschockprotein 60) wurde als Ladungskontrolle verwendet, da in
Vorversuchen gezeigt werden konnte, dass dessen Expression nicht durch das Auftreten
von I/R beeinflusst wird (Daten nicht gezeigt). Reprasentative Proteinbanden von PKG |
und HSP60 in CMBK-KO und -CTR-Herzlysaten sind in Abbildung 47A dargestellt. Wie
erwartet zeigte sich kein signifikanter Einfluss der mitoBK-Ablation oder des I/R-Stimulus
auf die Expression der PKG | (Abbildung 47B). Zudem zeigten sich nach dem
Myokardinfarkt keine genotypspezifischen Anderungen in der Phosphorylierung des
Vasodilatator-stimulierten Phosphoproteins (VASP bzw. p-VASP, Abbildung 48), welches
als weitverbreiteter Biomarker fur die Aktivitdt der PKG | Verwendung findet (Smolenski et
al. 1998). Sowohl in den CMBK-Mutanten als auch in ihren Wurfgeschwisterkontrolltieren
fuhrte das verkirzte l/Rio-Setup zu einer Zunahme der auf VASP normalisierten p-

VASP-Level was als Aktivitatszunahme der PKG | gewertet werden kann.
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Abbildung 48: Keine genotypspezifischen Anderungen in der Aktivitat der PKG |

(A) Reprasentative Banden der Expression von VASP (Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein) und seiner
phosphorylierten Form (p-VASP) unter physiologischen Bedingungen und zu Beginn der Reperfusion (Iso/R10).
(B) Relative Proteinexpression von p-VASP zu VASP. Die Phosphorylierung von VASP als Marker fiir die
Aktivitat der kardialen PKG | (Smolenski et al. 1998) war sowohl in den CMBK-CTR (CMBK*) als auch in den
CMBK-KO (CMBK"™) nach I30/R10 leicht erhoht. Balken reprasentieren Mittelwerte + SEM mit je n=4; *p<0,05.

Im Anhang (Annex-Abbildung 4) sind sowohl die Mittelwerte der Quantifizierung als auch
die Proteinbanden, welche fir die Auswertung herangezogen wurden, dargestellt. Zudem
sind im Anhang die Risikoareale (Annex-Abbildung 2) und Basalcharakteristiken (Annex-
Tabelle 4) der nachfolgend beschriebenen Versuchskohorten des akuten

Myokardinfarktmodells aufgefihrt.
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3.9.2 Verabreichung der PDE5-Hemmer Sildenafil und Tadalafil im akuten
Myokardinfarktmodell

Sildenafil und Tadalafil fihren durch die Blockade der PDES5 zu einer Erh6hung der
intrazellularen cGMP-Konzentration und damit zu einer Aktivierung des cGMP/PKG I-
Signalweges. Eine Reduktion der Infarktgrof3e in vivo wurde fur die intraatriale Injektion
von Sildenafil (2 pg/kg KG) funf Minuten vor Beginn der Reperfusion bereits in Abschnitt
3.2.2 gezeigt bzw. in der Literatur beschrieben (Methner et al. 2013b). Eine vergleichbare
Kardioprotektion konnte in den Sildenafil-behandelten CMBK-CTR bestatigt werden
(11,64 £ 0,91 %, n=8; Abbildung 49A, links). Durch pharmakologische Hemmung des
BK-Kanals mittels Paxilline konnten im Langendorffmodell bereits protektive Wirkungen
von Sildenafil auf den I/R-Schaden aufgehoben werden (Behmenburg et al. 2015). Dass
dieser Effekt auf eine Blockade des mitoBKs zurlickzufuihren ist, impliziert Abbildung 49A.
Die CMBK-KO wiesen nach Sildenafilgabe InfarktgréRen auf, die mit dem basalen I/R-
Schaden (Abbildung 41B) bzw. nach I/R und Injektion des Ldsungsmittels (ctr’)
vergleichbar waren (35,59 + 1,51 % fur I/R + SIL, n=8; 36,07 + 1,43 % fiir I/R + ctr®, n=3).
Wie erwartet konnte auch in den Kontrolltieren weder ein Einfluss des Lésungsmittels,
welches hier aus steriler 0,9%iger NaCl-Loésung bestand, noch des Applikationsweges
festgestellt werden (23,55 + 1,75 %, n=3; Abbildung 49A, rechts). Abgebildet sind zudem
charakteristische Herzscheiben der jeweiligen Versuchskohorte. Die hier verwendete
Sildenafildosis fihrte rechnerisch zu einer Blutkonzentration von ca. 67 nM Sildenafil
(siehe Abschnitt 2.5.3.7). Dabei ist davon auszugehen, dass die intraatriale Applikation
lokal — zumindest kurzfristig — deutlich hohere Wirkspiegel erzeugt, weshalb eine
Hemmung weiterer PDEs im Herzen nicht ausgeschlossen werden konnte. Insbesondere
eine zusatzliche Blockade der PDELC, deren mittlere inhibitorische Konzentration (ICso)
bei ungefahr 400 nM liegt, musste in Erwadgung gezogen werden (Lukowski et al. 2010).
Aus diesem Grund wurde zusatzlich noch die Wirkung des Wirkstoffes Tadalafil im akuten
Myokardinfarkt untersucht, welcher durch eine spezifischere Blockade der PDE5 und
langeren Halbwertszeiten charakterisiert ist und zudem intraperitoneal appliziert werden
konnte (Salloum et al. 2009). Interessanterweise liel3 sich auch fur Tadalafil (1 mg/kg KG,
60 min vor Beginn der Ischamie, siehe Abschnitt 2.5.3.7) eine mitoBK-abh&ngige
Kardioprotektion zeigen (14,38 + 1,15 %, fur CMBK*; 32,47 + 2,43 % fur CMBK™"; je n=9;
Abbildung 49B, links). Allerdings waren insbesondere bei den CMBK-KO die
InfarktgroRen sehr heterogen, so dass das Ansprechen einiger Knockouttiere auf den
PDE5-Hemmer nicht vollstandig ausgeschlossen werden konnte. Vergleicht man die
Reduktion der Infarktgré3e zwischen Sildenafil und Tadalafil in den CMBK-CTR, so lag
die erreichbare Kardioprotektion in den Tadalafil-behandelten Kontrolltieren ca. 10 %

niedriger. Es zeigten sich keine signifikanten Abweichungen in der InfarkigréRe nach
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alleiniger Gabe des Lésungsmittels von Tadalafil (ctr?,

40 % DMSO/H:0; 21,47 + 0,78 %,

far CMBK*™; 30,98 + 2,10 % fur CMBK™; je n=3; Abbildung 49B, rechts).

Zusammengefasst

war

die Reduktion der
Tadalafilgabe in den CMBK-KO deutlich reduziert, so dass eine Beteiligung des mitoBKs

InfarktgroRen nach Sildenafil-

bzw.

an der cGMP-abhangigen Kardioprotektion vor I/R-Schaden wahrscheinlich scheint (I/R +

SIL: -57,2 + 3,4 %, fur CMBK*:
CMBK*" -15,1 + 6,3 % fur CMBK": Abbildung 49C).
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Abbildung 49: Verlust der durch PDES5-
Blockade vermittelten Kardioprotektion in
CMBK-KO

(A) Die signifikante Kardioprotektion nach
Gabe des PDE-Inhibitors Sildenafil (SIL, 2
pa/kg, i.a., 5 min vor Reperfusionsbeginn)
war in CMBK-CTR (CMBK*™), aber nicht in
CMBK-KO (CMBK”1 je n=8, links) zu
beobachten. (B) Vergleichbare Infarkt-
groRenverteilung nach spezifischer PDE5-
Blockade mit Tadalafil (TAD, 1 mg/kg, 60
min von I/R, je n=9, rechts). Die
Losungsmittel zeigten keine Beeinflussung
der InfarktgroRRe (ctr3: 0,9%ige NaCl-Losung,
ctry: 40 % DMSO /H20, je n=3, jeweils
rechts) Reprasentative Herzscheiben sind
unterhalb des jeweiligen Genotyps und
Setups dargestellt (blau: unbetroffenes
Gewebe, rot+weil: Risikoareal, weif3:
infarziertes Gewebe). (C) Darstellung der
prozentualen Abnahme des Ausmales des
Infarktareals (bezogen auf I/R (Abbildung
41B)). (D) Telemetrische Blutdruckmessung-
en Uber den Zeitraum der Tadalafilinjektion
bis zum Ende der Reperfusion zeigten eine
leichte Reduktion des systolischen und
mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP), aber
keine genotypspezifischen Unterschiede
(n=5 fur CMBK*" und n=7 fur CMBKM).
Rauten stellen einzelne Experimente dar,
Balken zeigen Mittelwerte + SEM; *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 CMBK*" vs. CMBK-";
#: p<0,001 zu I/R und 84 p<0,01, #a:
p<0,001 zu I/R + ctr¥4,
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Um auszuschlieRen, dass die beobachteten Unterschiede zwischen den Genotypen nach
der Erhéhung der intrazellularen cGMP-Konzentration ihre Ursache in einer divergenten
Hamodynamik hatten, wurde der arterielle Blutdruck Uber die Zeitspanne der Operation
(/IR + TAD, 210 min; M2) nach Tadalafilgabe bestimmt (Abbildung 27A; Durchflhrung
siehe Abschnitt 2.5.7.2). Dieses flihrte in beiden Kohorten zu einer leichten Abnahme des
arteriellen Blutdrucks im Vergleich zu den basal ermittelten 48h-Blutdruckwerten (M1)
(-8,6 = 8,1 % fur CMBK*" n=5; -4,7 + 2,1 % fur CMBK”", n=7; Abbildung 49D). Die
Herzfrequenz blieb dabei unverandert (Daten nicht gezeigt). Diese akuten Messungen
waren jedoch mit einem hohen Standardfehler behaftet. Dies war unter anderem dadurch
bedingt, dass die Tiere sehr unterschiedlich in ihrem Verhalten auf die intraperitoneale

Injektion reagierten.

3.9.3 Einfluss der pharmakologischen Stimulation bzw. Aktivierung der sGC
auf den I/R-Schaden

Nachdem bestéatigt werden konnte, dass die Kardioprotektion durch eine Erhéhung der
cGMP-Spiegel mitoBK-abhéngig ist, wurde die Rolle der sGC, die eine der beiden cGMP-
generierenden Guanylatzyklasen darstellt, untersucht. Dabei wurden zum einen der
sGC-Stimulator Riociguat und zum anderen der sGC-Aktivator Cinaciguat im Infarktmodell
getestet. Mit Riociguat, welches nur an die sGC im reduzierten Zustand binden kann, war
in beiden Genotypen eine Kardioprotektion zu beobachten (15,63 + 2,60 %, fir CMBK*/,
n=10; 31,28 * 2,62 % fiur CMBK” n=8; Abbildung 50A, links). Die Reduktion der
InfarktgroRe war jedoch in den CMBK-CTR ca. 2-fach starker ausgepragt als in den
CMBK-KO (-42,5 + 9,6 %, fir CMBK*"; -18,2 + 6,8 % fur CMBK™"; Abbildung 50B, links).
Dabei wurden 50 ng Riociguat funf Minuten vor dem Ende der ischdmischen Phase
intravends verabreicht. Im Gegensatz hierzu wurde Cinaciguat (10 pg/kg KG) 30 Minuten
vor der Ischamie intraperitoneal injiziert. Beide Administrationswege orientierten sich an
bereits publizierten Protokollen (siehe Abschnitt 2.5.3.7). Die Aktivierung der sGC flhrte
zu einer beachtlichen Abnahme des infarzierten Bereichs in den Kontrolltieren um 50,7 +
4,7 % auf 13,46 + 1,28 % (Abbildung 50A+B, rechts). In den CMBK-KO war hingegen mit
Cinaciguat keine Kardioprotektion zu beobachten (38,20 + 1,69 %; je n=8, Abbildung 50A,
rechts; InfarktgroRenreduktion: -0,1 + 4,4 %, Abbildung 50B, rechts). Auf die
Ldsungsmittelkontrolle wurde in diesem Setup verzichtet, da beide Wirkstoffe in DMSO
angel6st und im Anschluss 1:2000 bzw. 1:400 mit steriler, isotoner NaCl-Losung verdinnt

wurden und so kein Losungsmittel-abhéngiger Effekt zu erwarten war.
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Abbildung 50: Kardioprotektion durch sGC-Stimulation bzw. -Aktivierung

(A) Die InfarktgroRe (in % zum Risikoareal) war in den CMBK-CTR (CMBK*M, n=10) nach i.v.-Gabe von 50 ng
Riociguat (RIO) 5 min vor Reperfusionsbeginn signifikant reduziert. In den CMBK-KO (CMBK" n=8) zeigte
sich hingegen nur eine leichte Kardioprotektion (links). Die Aktivierung der sGC mit Cinaciguat (CIN, 10 pg/kg,
i.p., 30 min vor I/R) fihrte zu einer noch deutlicheren Infarktreduktion in den CMBK-CTR und zeigte keine
Wirkung in den CMBK-KO (je n=8, rechts). Reprasentative Herzscheiben sind unterhalb des jeweiligen
Genotyps und Setups dargestellt (blau: unbetroffenes Gewebe, rot+weil: Risikoareal, weil3: infarziertes
Gewebe). (B) Darstellung der prozentualen Abnahme der InfarktgroRe durch sGC-Stimulation
bzw. -Aktivierung (bezogen auf I/R (Abbildung 41B)). Rauten zeigen einzelne Experimente, Balken
reprasentieren Mittelwerte + SEM; ***p<0,001 CMBK* vs. CMBK"" +: p<0,05, §: p<0,01, #: p<0,001 zu I/R.

3.10 Bedeutung der NOS fir die iPost- und Sildenafil-abhangige

Konditionierung

Um den Einfluss der NO-Synthasen (NOS) auf die kardioprotektiven Effekte von iPost und
Sildenafil zu testen, wurden diese durch die Gabe von L-NAME blockiert. L-NAME stellt
ein Prodrug dar, welches durch hydrolytische Abspaltung des Methylesters in die aktive
Form Ny-Nitro-L-Arginin umgewandelt wird und einen Inhibitor der konstitutiven NOS
darstellt (Pfeiffer et al. 1996). Da die endotheliale NOS eine entscheidende Rolle bei der
Vasodilatation spielt, wurde die Wirksamkeit von L-NAME in der eingesetzten Dosierung
von 5 mg/ml im Trinkwasser Uber funf Tage durch seinen Einfluss auf den arteriellen
Blutdruck kontrolliert (Durchfihrung siehe Abschnitt 2.5.7.2). Dabei wurde aufgrund der
beschriebenen Instabilitat von L-NAME in wassriger Lésung das Trinkwasser regelmafig
erneuert. Abbildung 51 veranschaulicht einen deutlichen Anstieg des systolischen (A) und
diastolischen (C) Blutdrucks an den Tagen 3 bis 5 unter L-NAME-Gabe im Vergleich zu
den Basalwerten, was eine erfolgreiche Inhibition der NOS in den CMBK-KO und -CTR
bestatigt (Systole: +9,9 + 2,5 mmHg fur CMBK*", +18,9 + 2,1 mmHg fur CMBK",
Diastole: +6,3 + 3,0 mmHg fur CMBK*"; +10,5 + 4,0 mmHg fur CMBK™; je n=5). Das

kompensatorische Absinken der Herzfrequenz ist in der Literatur beschrieben (Obst et al.
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2006) und konnte im Rahmen dieser Arbeit fir beide Genotypen verifiziert werden (-110 +
6 bpm fir CMBK*"; -98 + 11 bpm fur CMBK™™: Abbildung 51D). Auffallend ist, dass die
unter physiologischen Bedingungen beobachteten Unterschiede im arteriellen Blutdruck
zwischen den Genotypen (siehe Abschnitt 3.5) nach L-NAME-Gabe nicht mehr vorhanden
waren und der Blutdruck der mitoBK-Mutanten auf das Niveau der Kontrolltiere anstieg
(Abbildung 51B). Das Aktivitatsprofil zeigte keine signifikanten Unterschiede, die diese
Beobachtung erklaren wiirden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 51: Beeinflussung der Himodynamik durch L-NAME in CMBK-KO

Die Verabreichung des NO-Synthaseinhibitors L-NAME (Nw-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid, 5 mg/ml
Trinkwasser) zeigte ab dem dritten Tag einen Anstieg des systolischen Blutdruckwertes (A), des mittleren
arteriellen Blutdruck (MAP) (B) und des diastolischen Wertes (C). Dies war begleitet von einer deutlichen
Abnahme der Herzfrequenz (D). Dabei war eine Annaherung der unter physiologischen Bedingungen
beobachteten, genotypspezifischen Blutdruckunterschiede zu erkennen. Kreise zeigen Mittelwerte + SEM mit
je n=5; *p<0,05; **p<0,01 CMBK*! vs. CMBK-M,

Die Blutdruckmessungen implizieren, dass die Gabe von L-NAME zu einer wirkungsvollen
Inhibition der konstitutiv exprimierten NOS gefiihrt hatte. Fir die Durchfihrung des
Infarktmodells wurden deshalb die Tage 4 und 5 der L-NAME-Behandlung gewabhilt.
Interessanterweise hatte die alleinige Blockade der NOS keinen Einfluss auf den I/R-
Schaden (27,71 + 1,50 %, n=3; Abbildung 52A, rechts; siehe auch Abbildung 73). Die
endogene Bildung von NO scheint jedoch von immenser Bedeutung fir die durch
Konditionierung gesetzten kardioprotektiven Stimuli zu sein. In Abbildung 52A ist zu
sehen, dass die Gabe von L-NAME die iPost-vermittelte Kardioprotektion in den
CMBK-CTR (Abbildung 44) anndhernd komplett aufheben konnte (26,00 * 0,73 %, n=8).
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Abbildung 52: Einfluss einer NOS-Blockade auf die kardioprotektiven Effekte von iPost und Sildenafil
(A) Die iPost-vermittelte Kardioprotektion wurde durch vorherige Blockade der NO-Synthase mit L-NAME (5
mg/ml Trinkwasser) vollstandig inhibiert (n=8 fur CMBK* und n=3 fir CMBK"", links). Die alleinige Gabe von
L-NAME beeinflusste nicht das AusmaR des I/R-Schadens in den CMBK-CTR (n=3, rechts). (B) Der PDE-
Inhibitor Sildenafil konnte unter L-NAME in den CMBK-CTR keine Reduktion der InfarktgréRe mehr bewirken
(n=8 fir CMBK*™ und n=3 fiir CMBK"™). Reprasentative Herzscheiben sind unterhalb des jeweiligen Genotyps
und Setups dargestellt (blau: unbetroffenes Gewebe, rot+weil3: Risikoareal, weil3: infarziertes Gewebe). (C)
Darstellung der prozentualen InfarktgréRenénderung durch die zusatzliche Gabe von L-NAME im Vergleich
zur alleinigen Konditionierung mit iPost (Abbildung 44A) bzw. SIL (Abbildung 49A) ohne L-NAME (jeweils
bezogen auf I/R (Abbildung 41B)). Rauten stellen einzelne Experimente dar, Balken reprasentieren
Mittelwerte + SEM; **p<0,01, ***p<0,001 CMBK*™" vs. CMBK”" iPost: Postkonditionierung; L-NAME:
Nw-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid; SIL: Sildenafil.

Auch die Sildenafil-aktivierten Signalkaskaden waren von NO abhéngig (27,85 = 2,13 %,
n=8; Abbildung 52B). In den CMBK-Knockouttieren zeigte die L-NAME-Gabe keinen
Effekt auf den I/R-Schaden unter Sildenafilbehandlung, da in diesen Tieren mit Sildenafil,
wie bereits beschrieben (siehe Abschnitt 3.9.2), keine Konditionierung méglich war (40,93
+ 0,98 %, n=3; Abbildung 52B). Auch die vergleichsweise geringen kardioprotektiven
Effekte der iPost in den CMBK-KO (Abbildung 44) waren sensitiv fir den NOS-Inhibitor
(38,43 £ 2,67 %, n=3; Abbildung 52A). Ein direkter Vergleich der prozentualen
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InfarktgroRenanderung verdeutlicht nochmals den Verlust der protektiven Effekte von
iPost und Sildenafil unter der L-NAME-Behandlung (Abbildung 52C).

3.11 Rolle der ROS wahrend des akuten I/R-Schadens

3.11.1 Quantifizierung der ROS mit MitoB in vivo

Um zu untersuchen, ob die gesteigerte Bildung von ROS, welche in isolierten
Kardiomyozyten von globalen BK-KO nach Hypoxie/Reoxygenierung in vitro beobachtet
werden konnte (Soltysinska et al. 2014), auch in vivo nach I/R auftritt, wurden die basal
sowie im akuten Infarktmodell auftretenden ROS-Level gemessen. Hierflir wurde MitoB
wie unter Abschnitt 2.5.6.1 beschrieben 60 min vor Beginn der I/R intravents appliziert.
Die intraventse Injektion wurde unter Kurzzeit-Isoflurannarkose durchgefiihrt, die jedoch
in diesem Setup die InfarkigréRe nicht beeinflusste (Annex-Abbildung 7A). Das
Mauseherz wurde nach Ende des akuten Myokardinfarktmodells aufgearbeitet und es
wurde massenspektrometrisch das Verhdltnis MitoP zu MitoB bestimmt (Durchfiihrung
siehe Abschnitt 2.5.6.2). Die Umsetzung von MitoB zu MitoP erfolgt unter der Prasenz von
H2O, und ONOO- hochspezifisch in den Mitochondrien und kann als Maf3 fur die
ROS-Produktion herangezogen werden (fir Details siehe Abschnitt 2.5.6). Dabei zeigte
sich basal keine veranderte ROS-Bildung zwischen den Genotypen (0,028 = 0,005 fur
CMBK* n=6; 0,025 + 0,002 fir CMBK” n=5; Abbildung 53). Nach 30 min Ischamie,
gefolgt von 120 min Reperfusion traten sowohl in den CMBK-KO (0,061 + 0,009) als auch
in den Kontrolltieren (0,051 + 0,004, je n=8) signifikant erhthte ROS-Spiegel im Vergleich
zu den Basalwerten auf. Mit der Injektion des sGC-Aktivators Cinaciguat (10 ug/kg KG,
i.p., 30 min vor I/R) erreichten die ROS-Level nach der 120-minltigen Reperfusionsphase
in beiden Genotypen annahrend die basalen Spiegel (0,027 + 0,002 fir CMBK*f, n=5;
0,032 + 0,004 fur CMBK”" n=6). Der ROS-Anstieg zeigte sich dabei in den CMBK-
Knockoutherzen sowohl nach I/R als auch nach I/R + Cinaciguat tendenziell erhéht
(Abbildung 53).
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CMBK* vs. CMBK-,
Die Betrachtung der normalisierten MitoP/MitoB-Level ergab einen signifikant héheren
Anstieg der ROS-Produktion in den CMBK-KO verglichen mit den
Wurfgeschwisterkontrolltieren nach I/R (Abbildung 54). Die gesteigerte mitochondriale
ROS-Generierung in den mitoBK-defizienten Tieren lieferte damit erste Hinweise fur
beeintrachtigte, intramitochondriale Mechanismen in vivo, die wahrend eines akuten

Myokardinfarkts ablaufen und zu den erhéhten Infarktgréf3en in diesen Tieren fuhren.

200 1mcMBK* Abbildung 54: Normalisierte MitoP/MitoB-Level zeigen
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Die trotz allem eher geringen Unterschiede zwischen den CMBK-Mutanten und ihren
Wurfgeschwisterkontrollen sprechen dafir, dass der Zeitpunkt der ROS-Messungen (hier:
nach 30 min Ischamie und 120 min Reperfusion) moéglicherweise nicht ideal war. Wie
eingangs beschrieben (siehe Abschnitt 1.2.2), ist insbesondere in den ersten Minuten der
kardialen Reperfusion mit einem starken Anstieg der flichtigen ROS-Intermediate zu
rechnen. In einer weiteren, aktuell noch sehr pralimindren Messreihe wurden die ROS-

Spiegel daher nach 15-mindtiger Reperfusionsphase untersucht (Annex-Abbildung 7B).
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3.11.2 Expression der Superoxiddismutasen

Erhohte Spiegel an ROS kénnen auch Defizite in den ROS-metabolisierenden Enzymen
zur Ursache haben. Aus diesem Grund wurden die Expressionslevel der
Superoxiddismutasen MnSOD und CuZnSOD, die als endogene Antioxidantien einen
entscheidenden Beitrag fir die Disproportionierung der ROS (insbesondere der
Superoxide) in Kardiomyozyten leisten, untersucht. Wie in Abbildung 55 dargestellt,
zeigten sich jedoch weder basal noch nach 30-minttiger Ischamie gefolgt von 10 bzw.
120 min Reperfusion Unterschiede in den Expressionsspiegeln der SODs zwischen den
beiden Genotypen. Die Absolutwerte der Quantifizierung sind im Anhang (Annex-
Abbildung 5) aufgefihrt.
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3.12 Einfluss der Deletion des mitoBKs auf ERK und Akt als die
Hauptmediatoren des RISK-Signalweges im akuten

Myokardinfarktmodell

Die Aktivierung des RISK (reperfusion injury salvage kinase)-Signalweges spielt fur die
Kardioprotektion durch die mechanische Konditionierung eine wichtige Rolle (Hausenloy
and Yellon 2004). Des Weiteren kommt es in den ersten Minuten der Reperfusion zu
einem Anstieg in der Phosphorylierung der RISK-Hauptmediatoren ERK und Akt (Nagata
et al. 2015). Inwiefern die kardiomyozytare Deletion des mitoBKs das
Phosphorylierungsmuster und damit die Aktivitdt von ERK und Akt beeinflusst, wurde im
Nachfolgenden genauer untersucht. Hierfir wurden CMBK-Knockouttiere und ihre
Wurfgeschwisterkontrollen einer akuten Myokardinfarktoperation unterzogen. Das Herz
wurde bereits nach zehnminitiger Reperfusionsphase (ls/Ri0) enthommen und sofort
aufgearbeitet (siehe Abschnitt 2.7.3-6). Abbildung 56A zeigt die relative Expression von
ERK42/44 (ERK) sowie den Phosphorylierungsstatus der Kinase basal und nach Iso/Rio.
Es liel3 sich eine leichte aber signifikante Erhéhung der p-ERK-Level in den CMBK-CTR
nach lso/R10 beobachten (Abbildung 56B).
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Abbildung 56: Erhéhte Phosphorylierung von ERK in CMBK-CTR nach Iz0/R10

(A) Reprasentative Banden der Expression von ERK (ERK42/44) und p-ERK (p-ERK42/44) basal und zu
Beginn der Reperfusion (I30/R10). (B) CMBK-CTR (CMBK*) wiesen nach zehnminitiger Reperfusion eine
signifikant erhdhte Phosphorylierung von ERK gegeniiber den CMBK-KO (CMBK") auf. Basallevel zeigten
sich unverandert zwischen den Genotypen. Balken reprasentieren Mittelwerte + SEM mit je n=4; *p<0,05.

Neben einer Aktivierung von ERK ist auch die Phosphorylierung der Kinase Akt
entscheidend an der Signaltransduktion kardioprotektiver Prozesse beteiligt (siehe hierftr
auch Abbildung 4). Unter physiologischen Bedingungen konnten in den Herzlysaten nur
minimale p-Akt-Level detektiert werden (Abbildung 57A). Nach zehnminutiger
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Reperfusionsphase war insbesondere in den CMBK-CTR-Proben ein deutlicher Anstieg in
der Phosphorylierung von Akt nachweisbar (Abbildung 57B).
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Abbildung 57: Aktivierung von Akt im akuten Myokardinfarktmodell

(A) Darstellung von Western Blot-Banden von Akt und p-Akt basal und nach Iz0/R10. (B) Deutlicher Anstieg in
der Phosphorylierung von Akt in CMBK-CTR (CMBK*) im Vergleich zu den CMBK-KO (CMBK-). Basallevel
zeigten sich unverandert zwischen den Genotypen. Balken repréasentieren Mittelwerte + SEM mit je n=4;
**p<0,01.

Die Mittelwerte der Quantifizierung und die Proteinbanden, welche fir die Auswertung
herangezogen wurden, sind fir ERK und Akt im Anhang (Annex-Abbildung 6) zu finden.
Diese Ergebnisse bestatigten zum einen die These, dass die Signalmolekile ERK und Akt
wahrend eines akuten Myokardinfarkts zum Schutz vor Zelltod phosphoryliert werden.
Zum anderen zeigten sie, dass die Deletion des mitoBKs zu einer verminderten

Aktivierung dieser kardioprotektiven Signalelemente fiihrt.

3.13 Auswirkungen einer 24-stindigen permanenten Ligatur auf
die Infarktgr63e in CMBK-CTR und -KO-Herzen

Die permanente Ligatur stellt fur das Versuchstier eine grof3e Herausforderung dar, da die
linke Koronararterie in diesem Setup dauerhaft verschlossen wird (Durchfihrung siehe
Abschnitt 2.5.5). Dadurch lasst sich der Schaden, der einzig durch die Ischamie
verursacht wird, von dem Reperfusionsschaden differenzieren. Bedeutsam ist hierbei,
dass die Tiere nicht wie im akuten Myokardinfarktmodell bis zum Ende der Reperfusion im
anasthesierten Zustand verbleiben, sondern dass nach der Ligatur die Wunde
verschlossen wird, die Tiere aus der Narkose aufgeweckt werden und die restliche Zeit

unter Analgetikagabe verbleiben (siehe Abschnitt 2.5.5 fir weitere Details).
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CMBK-KO und -CTR im Alter von 12 bis 13 Wochen wurden dem 24-stiindigen
Myokardinfarkt mit anschlieBender Evans Blue/TTC-Farbung unterzogen. Abbildung 58A
zeigt charakteristische Herzen der beiden Genotypen. Dabei wiesen 57 % der CMBK-KO
und nur 14 % der CMBK-CTR ein aul3erst dilatiertes Herz auf. Die Ausdehnung des
Risikoareals entsprach dabei dem Areal nach akuter I/R (61,46 + 3,39 %, fur CMBK*/;
62,70 + 1,62 % fur CMBK™"; je n=7; Abbildung 58B). Die Quantifizierung der InfarktgroRe
zeigte jedoch einen massiven Anstieg des Infarktareals im Vergleich zum akuten
Myokardinfarkt (siehe Abbildung 58C und Abbildung 41B), aber keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Genotypen. Dennoch zeigten die CMBK-KO eine klare
Tendenz zu groReren Herzmuskelschaden (58,59 + 4,67 %, fur CMBK*"; 66,87 + 4,68 %
fur CMBK'": Abbildung 58C). Die Basalcharakteristiken der operierten Tiere sind im
Anhang (Annex-Tabelle 5) aufgefihrt.

3.14 Folgen einer mitoBK-Ablation auf das Langzeitiiberleben

und die Herzfunktion im chronischen Myokardinfarktmodell

Neben der direkten Gabe pharmakologischer Substanzen zur akuten Verminderung der
I/R-Schaden nach einem akuten Myokardinfarkt sind vor allem das Langzeitliberleben und
die damit verbundene Lebensqualitdét von klinischem Interesse. Aus diesem Grund
wurden die Erkenntnisse aus dem akuten Modell in ein chronisches Myokardinfarktmodell

von 30 min Ischamie, gefolgt von einer vierwdchigen Reperfusionsphase (lzo/Rawo)
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Ubertragen. Es wurde eine Gesamtzahl von 31 méannlichen Tieren im Alter von 10 bis 12
Wochen operiert. Zwei Tiere der Versuchskohorte verstarben intra-operativ und ein Tier
nach einer weiteren Woche Reperfusion. Die verbleibenden 28 Tiere zeigten eine gute
Erholung, was anhand des Gewichtskurvenverlaufs dokumentiert ist (Annex-Abbildung 8).
Die Operation unterlag einer herausfordernden Technik, da nur eine technisch begrenzte
Visualisierung der linken Koronararterie mdglich war (Durchfihrung siehe Abschnitt
2.5.4). Um sicherzustellen, dass Tiere, die moglicherweise keiner Okklusion der linken
Koronararterie ausgesetzt waren, die nachfolgenden Statistiken nicht verfalschten,
wurden von drei Wissenschaftlern (Dr. Julia Straubinger, Dipl.-Pharm. Sandra
Frankenreiter und JProf. Dr. Robert Lukowski (A-C, Annex-Tabelle 11)) unabh&ngig die
Herzen hinsichtlich ihres Aussehens, ihres Fibrosierungsgrades und ihrer Auswurffraktion
bewertet. Befand ein Wissenschaftler ein Herz anhand der genannten Parameter fir
infarziert (+), wurde es in die Statistik mit aufgenommen. Anhand dieser Methode kam es
durch alle Wissenschaftler zum Ausschluss von zwei Herzen (rot markiert), die sich beide
ohne nennenswertes Narbengewebe présentierten, nur sehr wenig Fibrose entwickelt
hatten und eine fast physiologische Auswurffraktion aufwiesen (flr Details siehe Annex-
Tabelle 11). Es konnten somit letztlich 84 % der operierten Tiere fir die finale Statistik

berlcksichtigt werden (entspricht 13 Mausen pro Genotyp).

Die Bestimmung der Herzgewichte bezogen auf das jeweilige Koérpergewicht bzw. die
Tibialange zeigte einen deutlichen Anstieg im Vergleich zu den Basalwerten des
entsprechenden Genotyps, wobei keine genotypbedingten Unterschiede erkennbar waren
(Tabelle 7).

Tabelle 7: Herzgewichte der mannlichen CMBK-CTR (CMBK*™) und CMBK-KO (CMBK-™) nach Izo/Rawo
*p<0,05, *p<0,01 Iso/Rawo VS. HG bzw. HG/KG basal des entsprechenden Genotyps

KG HG TL HG/KG HG/TL
[9] [mg] [mm] [mg/g] [mg/mm]
CMBK*M (n=13) ~ 252+0,3  1253+24* 1727+0,12 4,96+0,07** 7,26+0,14

CMBK (n=13) 251+0,3 1246+1,9* 17,31+0,16 4,97 £0,05* 7,21+0,12

3.14.1 Bestimmung der Herzfunktion mittels Echokardiographie und

konventioneller Auswertung

Die Beschaffenheit des linken Ventrikels und die sich daraus ableitende Herzfunktion
stellen wichtige Parameter fur die Bewertung der Langzeitfolgen eines akuten

Myokardinfarkts dar. Nach der vierwdchigen Reperfusionsphase im chronischen
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Myokardinfarktmodell wurden die Herzen der CMBK-Knockouttiere und ihrer

Wurfgeschwisterkontrollen echokardiographisch untersucht.
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Abbildung 59: Genotypunabhangige Beeintrachtigung der Herzfunktion nach lzo/Rawo

(A) Reduzierte Auswurffraktion (EF) sowohl in CMBK-KO (CMBK”) als auch in CMBK-CTR (CMBK*M) nach
Iso/Rawo  Vverglichen mit Basalbedingungen (Abbildung 39). (B) Genotypunabhangige verminderte
Verkurzungsfraktion (FS) nach Durchfuhrung des chronischen Myokardinfarktmodells. (C) Vergleichbare
Erhdhung der linksventrikularen Massen zwischen den beiden Genotypen. Balken zeigen Mittelwerte + SEM
mit n=11 fir CMBK* und n=12 fur CMBK"; 1: p<0,05, §: p<0,01, #: p<0,001 zu Basalwerten.

Es konnte sowohl eine signifikante Reduktion der Auswurffraktion (EF; 50,45 + 2,35 % fir
CMBK* n=11; 51,50 + 2,30 % fur CMBK' n=12; Abbildung 59A) als auch der
Verkirzungsfraktion (FS; 25,65 + 1,59 % fur CMBK*": 26,27 + 1,43 % fur CMBK™™:
Abbildung 59B) in beiden Genotypen festgestellt werden. Die unter basalen Bedingungen
beobachtete, leicht verminderte Herzfunktion der CMBK-KO gegentber den Kontrolltieren
(Abbildung 39) wurde von dem I/R-Schaden nach lso/Rawo maskiert. Aul3erdem zeigte sich
in beiden Genotypen ein deutlicher Anstieg der linksventrikularen Masse nach Iz/Rawo
(myv, 167,49 + 5,98 % fur CMBK*"; 168,30 + 5,30 % fir CMBK™"; Abbildung 59C).
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Bei der Bestimmung weiterer echokardiographischer Parameter konnten insbesondere in
der Interventrikularseptumdicke (IVS) wahrend der Diastole und im linksventrikuléaren
Volumen (LV-Vol.) wahrend der Systole signifikante, genotypunabhangige
Beeintrachtigungen vier Wochen nach dem Myokardinfarkt (post-MI) beobachtet werden
(Abbildung 60C und D). Die basalen Unterschiede in der systolischen, linksventrikuléaren
Hinterwanddicke (LVPW) waren nach lzo/Rawo nicht mehr erkennbar (siehe Abbildung 40B
und Abbildung 60B). Weitere Parameter wie die systolische Interventrikularseptumdicke
(Abbildung 60A), die Hinterwanddicke (E) und das Volumen (F) des linken Ventrikels in
der Diastole, sowie der totale enddiastolische Durchmesser (TEDD) (G) zeigten sich nach
dem Myokardinfarkt nur wenig verandert. Die Deletion des mitoBKs zeigte hierbei nur

geringfugige Auswirkungen auf die langfristigen Folgen eines Myokardinfarkts. Die
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Absolutwerte der weiteren Parameter, welche mit der konventionellen Auswertemethode

bestimmt wurden, sind im Anhang (Annex-Tabelle 10) tabellarisch zusammengefasst.

3.14.2 Vergleich der Auswertemethoden , konventionell“ und ,Vevo Strain
2100 anhand der Auswurffraktion

Die Auswertung mittels der konventionellen Methode erfolgte durch das Einzeichnen einer
vertikalen Linie mittig zwischen der Aortenklappe und dem Apex in der Langsachse des
Herzens (Abbildung 61A, Durchfiihrung siehe Abschnitt 2.5.8). Diese Methode ist limitiert
und mit Fehlern behaftet. Insbesondere kdénnen hierdurch regionale Dysfunktionen des
Herzens, die die Ursache von Spatschaden darstellen kénnen, leicht Gbersehen werden.
Durch die Ligatur der LCA waren vor allem Beeintrachtigungen der vom Infarkt
betroffenen Areale in weiter distal liegenden Herzregionen (z.B. Apex) zu erwarten. Um zu
verifizieren, dass mit der konventionellen Auswertemethode keine Dysfunktionen
unerkannt geblieben waren, wurde eine erst kirzlich etablierte Auswertemethode mit der
Software ,Vevo Strain 2100 herangezogen (Bauer et al. 2011). Ein deutlicher Vortell
dieser Methode stellte die Einbeziehung des gesamten Ventrikels dar (Abbildung 61B,
Durchfiihrung siehe Abschnitt 2.5.8.2). Unter physiologischen Bedingungen zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Auswertemethoden, was fir die
Richtigkeit der ,Vevo Strain 2100“-Methode spricht (konventionell: 64,63 + 1,84 % fir
CMBK*: 58,04 + 1,42 % fur CMBK”™: Vevo Strain 2100“ 61,29 + 1,21 % fiur CMBK™*"
56,13 + 2,02 % fur CMBK™; jeweils n=8; Abbildung 61C). Die Auswurffraktionen waren
mit der ,Vevo Strain 2100“-Auswertung in beiden Genotypen leicht reduziert. Der mit der
konventionellen Methode ermittelte Unterschied zwischen den Auswurffraktionen der
CMBK-KO und -CTR erreichte mit der ,Vevo Strain 2100“-Methode knapp kein
Signifikanzniveau (p=0.05).
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Abbildung 61: Vergleich der Auswertemethoden anhand der EF

Auswertung eines CMBK-Kontrollherzens unter basalen Bedingungen nach der konventionellen Methode (A)
und mit der ,Vevo Strain 2100“-Methode (B). (C) Es zeigten sich vergleichbare Auswurffraktionen (EF)
zwischen den beiden Auswertemethoden unter basalen Bedingungen in CMBK-CTR (CMBK*") und -KO
(CMBK-M), je n=8. Nach lso/Rawo waren die Auswurffraktionen mit der ,Vevo Strain 2100“-Methode in beiden
Genotypen signifikant verringert (n=11 fur CMBK*" und n=12 fur CMBK-"). Balken zeigen Mittelwerte + SEM,;
*p<0,05; **p<0,01 konventionelle Methode vs. ,Vevo Strain 2100“-Methode.

Deutliche Differenzen zwischen den Methoden waren in dem chronischen Infarktmodell zu
erkennen. Hier war in beiden Genotypen mit der ,Vevo Strain 2100“-Methode eine
signifikant starkere Reduktion der Auswurffraktion zu beobachten und der Effekt des
lso/Rawo-Schadens auf die Funktion des Herzens deutlich ausgepragter als mit der
konventionellen Methode (konventionell: 50,45 + 2,57 % fur CMBK*", je n=11; 51,47 +
2,30 % fur CMBK™, je n=12; ,Vevo Strain 2100“ 43,46 + 1,83 % fur CMBK*"; 40,75 +
2,91 % fur CMBK"; Abbildung 61C). Die Abweichung, die sich durch die Auswertung der
Auswurffraktion mit der konventionellen Methode ergab, ist in Abbildung 62 nochmals in
Prozent verdeutlicht dargestellt. Wohingegen die Unterschiede bei den basalen

Messungen weniger als 10 % betrugen, wiesen die Werte der infarzierten Tiere massive
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Differenzen auf (19 + 4 % fur CMBK*™ 22 + 4 % fur CMBK™™. Dabei wurden mit der
konventionellen Methode durchweg hohere Auswurffraktionen errechnet.

30 7 ECMBK*/ Abbildung 62: Prozentuale Abweichung in der

B CMBK Auswurffraktion (EF) zwischen der konventionellen

25 Auswertemethode und der ,Vevo Strain 2100“-
Methode

Die konventionelle Methode filhrte zu deutlichen,

20 1 genotypunabhangigen Abweichungen in der Gré3e der

EF insbesondere im chronischen Infarktmodell.

prozentualer Fehler [%]

basal l30/Rawo

Damit zeigte sich erstens, dass die konventionelle Auswertung ungeeignet fur die
Untersuchung der lokalen Myokardinfarkt-bedingten Dysfunktionen war, da nicht mittig
zwischen Apex und Aortenklappe liegende Beeintrachtigungen mit dieser Methode
unidentifiziert blieben. Zweitens konnte demonstriert werden, dass mit der Software ,Vevo
Strain 2100“ eine geeignete Methode fir die Detailauswertung der Herzfunktion nach
einem Myokardinfarkt zur Verfigung steht.

3.14.3 Segmentanalyse der Herzen post-MI mittels der ,Vevo Strain 2100%-
Methode

Die Software ,Vevo Strain 2100“ bot zudem die Mdglichkeit, das Herz in verschiedene
Bereiche einzuteilen und diese separat zu charakterisieren. Nachfolgend sind
ausschlielich Daten des Endokards dargestellt, da kein abweichendes Verhalten des
Epikards beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt). Abbildung 63 zeigt die
Originallinien der 48 Punkte, anhand derer der Verlauf des Endokards (und des Epikards)
fur die Verformung des Herzens wahrend Systole und Diastole extrapoliert wurde (siehe
hierfir auch 2.5.8.2). Die Verformbarkeit des Herzens ist ein wichtiger Parameter fur die
Aktivitdt bzw. Passivitdt des Gewebes. Nekrotische Gewebestiicke nach einem
Myokardinfarkt weisen keine oder héchstens passive Bewegung auf, wahrend gesundes
Gewebe in der Systole eine aktive Bewegung vollzieht, welche sich in der Kontraktion und

Dilatation des Herzens widerspiegelt. Dabei ist der Zeitpunkt der Enddiastole als 0 %
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Verformung definiert. In Abbildung 63A ist die charakteristische longitudinale Verformung
eines Kontrolltierherzens unter physiologischen Bedingungen zu sehen. Diese definierte
sich vor allem Uber die Synchronizitat der Linien eines Herzens untereinander bei den
untersuchten Tieren (n=5). In den Knockoutherzen zeigten sich leichte
UnregelmafRigkeiten im Verlauf der Systole (Abbildung 63B). Vier Wochen nach dem
Myokardinfarkt war die unter physiologischen Bedingungen aufgetretene Synchronizitét
kaum zu erkennen. Dabei war der Linienverlauf in den Herzen der CMBK-KO (Abbildung

63D) noch unregelmafiger als der in den infarzierten Kontrollherzen (Abbildung 63C).

A 40 B
T 20 S
S o0+ £
] d 0 E
£ 20 =
L L
S .40 3
> . CMBK* > . CMBK-
-60 Zeit [ms] basal -60 Zeit [ms] basal
C D
o ()]
c ey
S >
€ £
) L
. CMBK* . CMBK
60 Zeit [ms] lao/Rawo -60 Zeit [ms] lso/Rawo

Abbildung 63: Anderungen der longitudinalen Verformbarkeit des Endokards nach Myokardinfarkt
Repréasentative Originalspuren der 48 Punkte entlang des Endokards zeigen die longitudinale prozentuale
Verformung des Herzens in CMBK-CTR (CMBK*") (A) und CMBK-KO (CMBK'") (B) unter basalen
Bedingungen, sowie nach lzo/Rawo in CMBK-CTR (C) und CMBK-KO (D). Echokardiographische Messungen
erfolgten in der Langsachse, Auswertung mit ,Vevo Strain 2100°.

Die genauere Beurteilung der Verformbarkeit konnte mithilfe der Segmentanalyse
getroffen werden. Hierfir fasste die Software ,Vevo Strain 2100 semi-automatisch jeweils
acht benachbarte Punkte in einem Segment zusammen. Dadurch wurde das Herz in zwei
Basissegmente (Base), zwei mittlere Segmente (Mid) und zwei Apexbereiche (Apex),
jeweils anterior (ant.) und posterior (post.) differenziert (Abbildung 64, Legende).
Abbildung 64 zeigt reprasentative longitudinale Verformungen der beiden Genotypen +

Myokardinfarkt der einzelnen Segmente wahrend Systole und Diastole. Hierbei sind unter
A, B, C1 und D; dieselben Tiere wie in Abbildung 63 dargestellt.
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Abbildung 64: Segmentanalyse der longitudinalen Verformung des Endokards

Die Zusammenfassung von jeweils 8 benachbarten Originalspuren zu einem Segment zeigte synchrone
Kurvenverlaufe der basalen CMBK-Kontrollherzen (CMBK*™ (A) und leicht veranderte Verformungen der
Segmente in den mitoBK-Mutanten (CMBK™) (B). Die Muster zeigten charakteristische Veranderungen nach
Durchfiihrung des chronischen Myokardinfarktmodells in den CMBK-CTR (C1-3) und den CMBK-KO (Dz-3).
Echokardiographische Messungen erfolgten in der Langsachse, Auswertung mit ,Vevo Strain 2100“. AA: Ant.
Apex (pink); AB: Ant. Base (dunkelblau); AM: Ant. Mid (gelb); PA: Post. Apex (hellblau); PB: Post. Base

(grun); PM: Post. Mid (grau).
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In dieser Darstellung wird die zeitliche Synchronizitat der Linien unter physiologischen
Bedingungen insbesondere in den Endokarden der CMBK-CTR nochmals verdeutlicht.
Der Ant. Apex (pink) wies dabei unter physiologischen Bedingungen die geringste
prozentuale Verformung sowohl in den CMBK-CTR (Abbildung 64A) als auch in den
CMBK-KO (Abbildung 64B) auf. Die starkste longitudinale Verformung wéhrend der
Systole durchliefen in den Kontrolltieren die Basissegmente (Post. Base, griin und Ant.
Base, dunkelblau). Die mittleren Segmente (Post. Mid, grau und Ant. Mid, gelb), sowie der
post. Apex (hellblau) wiesen vergleichbare Verlaufsmuster auf. Ein &hnlich einheitliches
Verformungsbild war in den Knockouttieren nicht gegeben.

Interessanterweise zeigte sich nach Iso/Rawo €in deutlich verandertes Verlaufsmuster, das
eine Desynchronisation der Herzbewegung erkennen lie3. Abbildung 64C; bis C; zeigt
charakteristische Verformungsmuster von drei reprasentativen CMBK-CTR. Die
Verformung war in den CMBK-KO nochmals deutlich verschlechtert und die Verlaufe der
einzelnen Segmentslinien stellten sich vollig inhomogen dar (Abbildung 64D: bis Ds).
Nach dem Myokardinfarkt reduzierte sich die Verformung der einzelnen Segmente oder
wies sogar positive Werte auf, die auf eine lokale Dilatation wahrend der Kontraktion in
der Systole hindeuteten. Dies trat vereinzelt in beiden Genotypen auf und kdnnte
mdglicherweise eine passive Ausweichbewegung nekrotischer Bereiche zur Ursache
haben. Dieses Phanomen war in keinem der beiden Genotypen unter physiologischen

Bedingungen zu beobachten.

Die Segmentanalyse wurde zudem fir die radiale Verformung und fiir die Verformung pro
Zeit (Verformungsrate), sowie fir die Geschwindigkeit allein, mit der sich das Herzgewebe
bewegt, jeweils in longitudinaler und radialer Richtung durchgeflihrt. Reprasentative

Abbildungen derselben Tiere sind im Anhang (Annex-Abbildung 9-13) aufgefuhrt.

Im nachsten Schritt erfolgte die Quantifizierung der maximalen Verformung bzw. der
weiteren Parameter Verformungsrate und -geschwindigkeit. Es zeigte sich, dass die
CMBK-KO bereits unter physiologischen Bedingungen eine reduzierte Verformbarkeit
(Berechnung siehe Abbildung 29B) in bestimmten Segmenten des Herzens im Vergleich
zu ihren Wourfgeschwisterkontrollen aufwiesen (Abbildung 65, schraffierte Balken).
Besonders betroffen waren hier beide Basissegmente. Nach lso/Rawo zeigte sich eine
verschlechterte Bewegung der Herzmuskel in beiden Genotypen Uber alle Segmente
hinweg, jedoch war die Reduktion in den CMBK-KO starker ausgepragt. Im Bereich des

Post. Apex wurde hier fast das Signifikanzniveau (p=0,05) erreicht.
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Abbildung 65: Beeintrachtigte longitudinale Verformung in CMBK-KO nach Myokardinfarkt

Die Quantifizierung der Spuren zeigte eine verschlechterte longitudinale Verformung nach Iso/Rawo,
insbesondere im Bereich des hinteren Apex (PA) und des vorderen Mittelsegments (AM), in beiden
Genotypen auf. Dabei war die Verformbarkeit in CMBK-KO (CMBK"") starker beeintrachtigt als bei CMBK-
CTR (CMBK*M). Die Verformung in der Enddiastole wurde gleich null gesetzt, so dass eine gute Kontraktion in
der Systole zu negativeren Werten in der Verformung fihrte (siehe Abbildung 29). Echokardiographische
Messungen erfolgten in der Langsachse, Auswertung mit ,Vevo Strain 2100“. AA: Ant. Apex; AB: Ant. Base;
PB: Post. Base; PM: Post. Mid. Balken zeigen Mittelwerte + SEM; basal (schraffiert) je n=8; lso/Rawo
(ausgefullt) je n=13; **p<0,01 CMBK*" vs. CMBK""; 1: p<0,05, §: p<0,01, #: p<0,001 zu basal.

Im Mittel Uber die sechs Segmente zeigten die CMBK-KO bereits basal verglichen mit den
CMBK-CTR eine Beeintrachtigung der longitudinalen Verformbarkeit (-20,35 + 1,31 % fir
CMBK*" -16,56 + 1,20 % fur CMBK™", je n=8, Annex-Abbildung 15A). Die Durchfiihrung
des chronischen Myokardinfarktmodells &uf3erte sich in beiden Genotypen in einer
weiteren, signifikanten Verschlechterung der Verformbarkeit (Abbildung 66A). Dieser
Verformungsdefekt war in den CMBK-KO signifikant starker ausgepragt (-12,38 + 0,97 %
fur CMBK*, -9,77 + 0,76 % fur CMBK™, je n=13; Abbildung 66A). Die Verformung in
radialer Richtung spiegelte sich in vergleichbaren Tendenzen wider, allerdings waren die
Unterschiede (im Vergleich zur longitudinalen Verformung) generell weniger deutlich
ausgepragt (basal: +29,81 + 2,20 % fur CMBK*™: +27,46 + 1,39 % fur CMBK™", Annex-
Abbildung 15B; lsoRawo: +23,75 *+ 1,20 % fur CMBK*"; +21,51 + 2,61 % fur CMBK™",
Abbildung 66B).
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Abbildung 66: Durchschnittliche Verformung und Verformungsrate in CMBK-KO und -CTR im
chronischen Myokardinfarktmodell

(A) Beeintrachtigte longitudinale Verformung in CMBK-KO (CMBK") verglichen mit CMBK-CTR (CMBK*)
nach lso/Rawo. Die Verformung in der Enddiastole wurde gleich null gesetzt, so dass eine gute Kontraktion in
der Systole zu negativeren Werten in der Verformung filhrte (siehe Abbildung 29). (B) Schwéacher
ausgepragte Defizite in der radialen Verformung nach Iso/Rawo bzw. zwischen den Genotypen. Keine
genotypspezifischen Unterschiede in der Verformungsrate (1/s) nach Iso/Rawo Weder in longitudinaler (C) noch
in radialer (D) Richtung. Balken zeigen Mittelwerte + SEM, je n=13; *p<0,05 CMBK* vs. CMBK""; §: p<0,01,
#: p<0,001 zu basal (Annex-Abbildung 15+17).

Die Verformungsrate (Verformung pro Zeit) zeigte sich in der Segmentanalyse nach
l30/Rawo In beiden Genotypen sowohl longitudinal als auch radial leicht beeintrachtigt
(Annex-Abbildung 16). Die durchschnittlichen Verformungsraten nach IzRawo in
longitudinaler Richtung sind in Abbildung 66C (-7,02 + 0,69 % fir CMBK*™; -6,79 + 0,58 %
fur CMBK™) und in radialer Richtung in Abbildung 66D (+6,37 + 0,32 % fir CMBK*"™:
+6,28 + 0,49 % fur CMBK'") dargestellt. Die entsprechenden Diagramme fir die
Verformungsraten in den CMBK-Tieren unter basalen Bedingungen sind im Anhang
(Annex-Abbildung 16) gezeigt (longitudinal: -8,26 + 0,98 % fur CMBK*; -8,33 + 1,56 % fir
CMBK": radial: +7,51 + 0,47 % fir CMBK*"; +6,68 + 0,67 % fir CMBK"™). Im Einklang mit
der Verformungsrate, konnte auch in der Segmentanalyse der Geschwindigkeit des
Gewebes keine signifikanten Unterschiede zwischen den Genotypen festgestellt werden
(Annex-Abbildung 18+19).
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3.14.4 Bestimmung des Fibrosierungsgrades

Die Fibrosierung des Herzgewebes ist ein weiterer wichtiger Parameter, der zusatzlichen
Aufschluss Uber die strukturellen Auswirkungen eines Myokardinfarkts geben kann. Von
den Herzen der im chronischen Modell operierten Tiere wurden nach der Durchfihrung
der Echokardiographie Kryoschnitte tber die Sektionen 1 bis 8 (Abbildung 42A)
angefertigt und diese mit Sirius Rot (siehe Abschnitt 2.6.4) sowie mit Hamatoxylin/Eosin
(siehe Abschnitt 2.6.5, Daten nicht gezeigt) angefarbt. Abbildung 67 zeigt repréasentative
Herzschnitte vom Apex bis zur Ligatur von CMBK-CTR (A:-As) und -KO (B:-Bs) nach
Sirius Rot-Farbung. Die gefarbten Herzscheiben aller weiteren CMBK-Tiere aus dem
chronischen Modell sind im Anhang (Annex-Abbildung 21+22) dargestellt.
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Abbildung 67: Fibrosefarbung der Herzen nach lzo/Rawo

Représentative Herzscheiben nach Sirius Rot-Farbung zur Visualisierung von fibrotischem Gewebe. CMBK-
Kontrollherzen (Ai-As) zeigten weniger vernarbtes Bindegewebe (rot) als die CMBK-Knockoutherzen (B1-Bs)
im chronischen Infarktmodell nach vierwdchiger Reperfusionsphase.
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Die Rotfarbung beschreibt das vernarbte, fibrotische Gewebe, welches aus nicht
funktionellem Bindegewebe besteht. Es entsteht durch die Unterversorgung des Gewebes
wahrend der ischdmischen Phase und durch die plétzliche Revaskularisierung zu
Reperfusionsbeginn. Die Quantifizierung des fibrotischen Anteils bezogen auf das
Gesamtherzgewebe zeigt, dass die CMBK-KO signifikant mehr Fibrose gebildet hatten als
ihre Wurfgeschwisterkontrollen nach lzo/Rawo (15,63 *+ 1,40 % fuir CMBK*, n=12; 22,49 +
1,89 % fur CMBK”" n=13; Abbildung 68). Dies war Uber alle Sektionen hinweg zu
beobachten mit Ausnahme der Sektion 1 nahe des Apex, in welcher sich kein Unterschied

in der Fibrose zwischen den Genotypen zeigte (Annex-Abbildung 20).

25 - ** @ CMBK*!
B CMBK
= 20 1 . . .
, Abbildung 68: Signifikant erhthte Ausbildung von
o fibrotischem Gewebe in CMBK-KO im chronischen
5 15 A Infarktmodell
o Die Quantifizierung des fibrotischen Anteils (in % zum
‘» 10 4 Gesamtgewebe) bestétigte den visuellen Eindruck. Herzen
e der CMBK-KO (CMBK-M wiesen signifikant mehr Fibrose
-‘L% auf als die entsprechenden Kontrolltiere (CMBK*™) nach
S5 1 Iso/Rawo. Balken zeigen Mittelwerte + SEM mit n=12 fir
CMBK*" und n=13 fur CMBK; *p<0,01 CMBK*™" vs,
0 - CMBK™.

3.15 Bedeutung der sGC in Kardiomyozyten fir grundlegende

kardiovaskulare Funktionen sowie ihre Rolle bei I/R

3.15.1 Auswirkungen einer Deletion der sGC in CM auf den Blutdruck und
I/R-Schaden nach akutem Myokardinfarkt

Die l6sliche Guanylatzyklase (sGC) stellt ein Schliisselenzym des NO/sGC/cGMP/PKG I-
Sighalweges im kardiovaskularen System dar (Boerrigter et al. 2009). Sowohl die Gabe
von sGC-Aktivatoren als auch von -Stimulatoren schiitzen das Herz vor dem I/R-Schaden
wahrend eines akuten Myokardinfarkts in vivo (Salloum et al. 2012, Methner et al. 2013a,
Methner et al. 2013b). Jedoch erlaubt die Verwendung der sGC-Modulatoren keine
Ruckschlisse auf den Zelltyp, in welchem die beteiligte Guanylatzyklase lokalisiert ist.
Einen wichtigen Anhaltspunkt, dass dieser Signalweg Uber kardiomyozytdare Enzyme
vermittelt werden koénnte, lieferte die Erkenntnis, dass kardioprotektive Effekte, welche
durch eine pharmakologische cGMP-Erhdhung induziert wurden, von der in
Kardiomyozyten lokalisierten PKG | abhéngig waren (Methner et al. 2013b). Im Rahmen

dieser Arbeit wurde nun die Rolle der endogenen sGC im Kardiomyozyten untersucht.
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Diese konnte in dem kardioprotektiven NO/cGMP/PKG I-Sighalweg primar fir die
Generierung des cGMPs verantwortlich und somit direkt an einer Reduktion des kardialen
I/R-Schadens beteiligt sein. Hierfir wurden Mause mit einer Kardiomyozyten-spezifischen
Deletion der sGCp;-Untereinheit generiert (CMsGC-KO, CMsGC™, siehe Abschnitt
2.2.2.5). Diese Tiere wurden von Herrn Prof. Dr. Andreas Friebe, Physiologisches Institut,
Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg geziichtet und fur die Induktion der Cre-
Rekombinase mit Tamoxifen injiziert. Der Verlust der sGCpi-Untereinheit fiihrt in diesem
Modell zu einem kompletten Verlust der Guanylatzyklase im kardiomyozytdren Gewebe
(Friebe et al. 2007). Wie bereits unter Abschnitt 2.2.2.5 beschrieben, konnte 50 Tage
nach dem Ende der Tamoxifeninjektionen von einer effizienten Deletion der CMsGC
ausgegangen werden, weshalb die Tiere frilhestens im Alter von 16 Wochen fir

Folgeversuche verwendet wurden.

Interessanterweise zeigte die telemetrische 48-Stunden-Blutdruckmessung in mannlichen
CMsGC-KO und ihren Wourfgeschwisterkontrollen bereits unter physiologischen
Bedingungen eine signifikante Erh6hung des mittleren arteriellen Blutdrucks (MAP;
106,68 + 2,19 mmHg fur CMsGC*, n=4; 115,71 + 2,00 mmHg fir CMsGC", n=6;
Abbildung 69C). Dies &uf3erte sich sowohl in einer Erhdhung der systolischen (121,29 +
2,44 mmHg fur CMsGC*™ 131,83 + 3,70 mmHg fir CMsGC™", p<0,07; Abbildung 69A) als
auch der diastolischen Werte (91,18 + 2,47 mmHg fur CMsGC*"; 100,37 + 2,25 mmHg fur
CMsGC” p<0,05; Abbildung 69B), was zur Folge hatte, dass der Pulsdruck mit 30,06 +
2,22 mmHg (CMsGC*™ zu 31,25 + 4,67 mmHg (CMsGC™) keine genotypspezifischen
Unterschiede zeigte (Abbildung 69E). Weder die Messung der Herzfrequenz (592 * 16
bpm fur CMsGC*™: 573 + 15 bpm fir CMsGC™: Abbildung 69D) noch die Aktivitat der
Tiere (10,75 + 2,04 cpm fur CMsGC*™ 9,58 + 1,23 cpm fir CMsGC"; Abbildung 69F)

wiesen dabei signifikanten Unterschiede auf.
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Abbildung 69: Telemetrische Blutdruckmessung in CMsGC-KO und -CTR

Die telemetrische Blutdruckmessung Uber 48 Stunden ergab einen Anstieg des systolischen (A) und des
diastolischen Blutdrucks (B), was zu einem signifikant erhdhten mittleren arteriellen Druck (MAP) (C) in den
CMsGC-KO (CMsGCM) fiihrte. Die Herzfrequenz (D), der Pulsdruck (E) und die Aktivitat (F) waren in beiden
Genotypen vergleichbar. Kreise zeigen Mittelwerte + SEM mit n=4 fur CMsGC*" und n=6 fur CMsGC-™,
*p<0,05 CMsGC*f vs. CMsGCf,

Es wurden Tiere beider Geschlechter im Alter von 15 bis 27 Wochen verwendet um die
Rolle der kardiomyozytdaren sGC fur den I/R-Schaden zu untersuchen (Anm.: Das im
Vergleich zu der CMBK-Mauslinie fortgeschrittene Alter der Tiere, sowie die etwas
groBeren Altersunterschiede ergaben sich aufgrund der Transportprozesse und
Quarantanezeiten). Eine alters- bzw. geschlechtsspezifische Auswertung zeigte, dass
diese Parameter keinen Einfluss auf die Infarktgrof3en hatten (Vergleich von globalen BK-
WT, CMBK-CTR und CMsGC-CTR nach akuter I/R; Daten nicht gezeigt). Fiur alle in
Abschnitt 3.15 beschriebenen Untersuchungen im akuten Myokardinfarktmodell wurden
jeweils n=5 CMsGC-CTR und n=8 CMsGC-KO, sowie fur die Kontrollexperimente mit dem
entsprechenden Losungsmittel jeweils n=3 Tiere pro Genotyp verwendet.

Wie bereits in den vorherigen Kohorten konnte auch hier nach I/R * iPost kein
Unterschied in den Risikoarealen zwischen den Genotypen und Setups festgestellt
werden (I/R: 56,39 + 2,32 % fur CMsGC*": 62,33 + 1,83 % fur CMsGC™; I/IR + iPost:
55,67 + 2,94 % fur CMsGC*", 59,94 + 2,75 % fur CMsGC™; Abbildung 70A). Die

vorangegangen Versuche hatten gezeigt, dass der mitoBK das Ausmalfd des Infarkts nach
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I/R entscheidend beeinflusst (siehe Abschnitt 3.6.1). Eine CM-spezifische Deletion der
sGC per se hatte zunadchst keinen Einfluss auf die basalen Infarktgréf3en nach
30-mindtiger Ischamie, gefolgt von 120 min Reperfusion (24,02 + 1,21 % fur CMsGC*":
22,51 + 0,84 % fur CMsGC™": Abbildung 70B, links). Eine essentielle Rolle der CMsGC fur
die kardioprotektive Signaltransduktion wird nach iPost der Herzen deutlich (Abbildung
70B+C, rechts). Durch die mechanische Konditionierung konnte die Infarktgréf3e in den
CMBK-CTR um 50,7 + 5,3 % auf 11,85 + 1,28 % gesenkt werden. In den CMsGC-KO war
hingegen keinerlei Ansprechen auf das iPost-Protokoll zu beobachten (24,04 £ 1,60 %,
InfarktgroRenanderung: +6,8 + 4,3 %).
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Abbildung 70: Einfluss einer CM-spezifischen Deletion der sGC auf die Infarktgroe

(A) Die Risikoareale (in % zur Gesamtherzflache) zeigten keine Unterschiede zwischen den Genotypen und
Setups. (B) Die InfarktgrofRe (in % zum Risikoareal) war nach 30 min Ischamie, gefolgt von 120 min
Reperfusion (I/R) vergleichbar zwischen den CMsGC-KO (CMsGC”") und den CMsGC-CTR (CMsGC*M,
links). Eine Kardioprotektion durch Postkonditionierung (iPost) war hingegen nur in den CMsGC-Kontrolltieren
moglich (rechts). Reprasentative Herzscheiben sind unterhalb des jeweiligen Genotyps und Setups dargestellt
(blau: unbetroffenes Gewebe, rot+weil: Risikoareal, weilk: infarziertes Gewebe); je n=5 fir CMsGC*" und je
n=8 fiir CMsGC™". (C) Prozentuale Anderung der InfarktgréRe nach iPost (bezogen auf I/R (B)). (D) In beiden
Genotypen war eine deutliche Reduktion des arteriellen Mitteldrucks (MAP) unter Anasthesie erkennbar (n=4
fir CMsGC*" und n=5 fiir CMsGC*M). Rauten stellen einzelne Experimente dar, Balken repréasentieren
Mittelwerte + SEM; **p<0,001 CMsGC*f vs. CMsGC": #: p<0,001 zu I/R.
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Unterschiede in der Hamodynamik zwischen den Genotypen durch die Gabe des
Anasthetikums wurden durch die telemetrische Messung des Blutdrucks nach
Pentobarbitalinjektion ausgeschlossen (Abbildung 70D, Durchfiihrung siehe Abschnitt
2.5.7.2 und Abbildung 27B). Die Reduktion des systolischen Blutdrucks (-59,08 + 5,46
mmHg fur CMsGC*"; n=4; -60,81 + 2,16 mmHg fur CMsGC”"; n=5), sowie des MAPs
(-53,13 + 4,38 mmHg fur CMsGC*", -55,06 + 1,71 mmHg fur CMsGC”'™ und der
Herzfrequenz (-192 *= 23 bpm fur CMsGC*; -190 + 17 bpm fir CMsGC”™ waren wie
bereits in den CMBK-Tieren in beiden Genotypen vergleichbar (siehe auch Abbildung
41C).

3.15.2 Einfluss des CMsGC-KOs auf die kardioprotektiven Effekte der cGMP-
modulierenden Substanzen Sildenafil, Tadalafil und Cinaciguat

In Abschnitt 3.9.2 konnte bereits eine mitoBK-abhéngige Kardioprotektion durch Sildenafil
und Tadalafil gezeigt werden. Da beide PDE-Inhibitoren eine deutliche Wirksamkeit
zeigten, implizierten diese Daten, dass dieser Effekt Uber eine Hemmung der PDE5
entsteht. Um Hinweise zu erhalten, ob die Reduktion der Infarktgro3e erstens von der
kardiomyozytaren sGC-abhangig ist und zweitens durch die Blockade der PDES5 in
Kardiomyozyten oder in anderen Zelltypen wie beispielsweise Endothelzellen erfolgte,
wurden die kardioprotektiven Effekte der PDES5-Inhibitoren in CMsGC-KO uberprift
(Durchfuhrung siehe Abschnitt 2.5.3.7). Dabei konnten die Infarkt-reduzierenden
Wirkungen von Sildenafil und Tadalafil in den Kontrolltieren erneut bestétigt werden (9,50
+ 0,77 % fur I/R + SIL; 9,89 £ 0,68 % fir I/R + TAD; Abbildung 71A+B, links). Die
CMsGC-KO waren hingegen nicht sensitiv fur die kardioprotektiven Stimuli (23,26 + 0,52
% fur I/R + SIL; 20,76 £ 0,83 % fur I/R + TAD; Abbildung 71A+B, links). Dies ist nochmals
in einer alternativen Darstellung zur Reduktion der InfarktgroRen durch Sildenafil und
Tadalafil im Vergleich zum basalen I/R-Schaden in Abbildung 71C verdeutlicht (I/R +
SIL: -60,4 + 3,2 % fur CMsGC*"; +3,3 + 2,3 % fir CMsGC™™; I/R + TAD: -58,8 + 2,8 % fur
CMsGC*": -7.8 + 3,7 % fur CMsGC”™). Die Injektionen der Losungsmittel (ctr®, ctr?) tibten,
wie bereits in den CM-spezifischen BK-Tieren (Abbildung 49), keinen Einfluss auf die
InfarktgroRen aus (I/R + SIL: 25,50 + 1,78 % fur CMsGC*"; 25,33 + 1,9 % fur CMsGC",
I/R + TAD: 23,60 + 1,84 % fiir CMsGC*"; 22,25 + 1,40 % fur CMsGC""; Abbildung 71A+B,

rechts).

Die vergleichbare Abnahme sowohl des systolischen (-14,6 + 3,8 % fir CMsGC*M
n=4; -13,9 + 3,1 % fur CMsGC"" n=6) als auch des mittleren arteriellen Blutdrucks (-11,3
+ 4,0 % fur CMsGC*™, -9,9 + 3,4 % fur CMsGC™) nach Tadalafilinjektion tber das
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Zeitintervall einer Operation von 210 min (M2) im Vergleich zu den 48h-stiindigen
Basalwerten (M1) in beiden Genotypen, erlaubte den Ausschluss von hamodynamischen
Einflissen auf die intrazellularen cGMP-Level und damit auf das Infarktareal (Abbildung
71D, Durchfuhrung siehe Abbildung 27A). Die Herzfrequenz blieb nach Tadalafilgabe mit
einer Abweichung um = 6 Schlage pro Minute in beiden Genotypen weitgehend

unveréndert (Daten nicht gezeigt).

A 60 B 60
o ] W ]
< 50 c_‘f’s 50
o 2 v 9
2 g 40 2 g 40 -
:gg Fkk = —8 *kk
<% 30 4 2 30 A
=+ 63— §—| it $= 8
g = g =
= a 20 4 " = @ 20 A #, ’_
© # ° #
§. 10 A ‘— = CMsGCH R 10 - ‘— = CMsGCH
0 = CMsGCfl 0 = CMsGC!
IIR + SIL IIR + ctrd IIR+ TAD IIR + ctr4
2 @ & @ @ 2o @ @ @ @
c I/IR + SIL I/R + TAD Abbildung 71: Kardioprotektion durch

PDE5-Hemmung bendtigt eine

*kk
0 - funktionale sGC im CM
(A) Signifikante Kardioprotektion durch die
-10 1 Gabe des PDE-Inhibitors Sildenafil (SIL, 2
*k%k . . . .
-20 - pa/kg, i.a., 5 min vor Reperfusionsbeginn)
in CMsGC-CTR (CMsGC*M), nicht aber in
CMsGC-KO (CMsGC™", links). (B) Mit
-40 A Sildenafil vergleichbare InfarktgroRenver-
-50 - teilung nach spezifischer PDE5-Blockade
-60 A B CMsGCH mit Tadalafil (TAD, 1 mg/kg, 60 min von

) I/R, rechts); je n=5 fur CMsGC*" und je
-70 - BCMsGC™M g fir CMsGC. Die Lésungsmittel
zeigten keine Beeinflussung der
InfarktgroRe (ctrs: 0,9%ige NaCl-Lésung,
ctr*: 40 % DMSO /H:20, je n=3, jeweils
rechts). Reprasentative Herzscheiben sind
unterhalb des jeweiligen Genotyps und
Setups dargestellt (blau: unbetroffenes
Gewebe, rot+weil3: Risikoareal, weil:
infarziertes Gewebe). (C) Darstellung der
prozentualen Abnahme des Ausmalies der
Ischdmie (bezogen auf I/R (Abbildung
70B)). (D) Blutdruckanderungen Uber den
Zeitraum der Tadalafilinjektion bis zum
Ende der Reperfusion zeigten keine
=gm:gg,¢,l genotypspezifischen Unterschiede (n=4 fir
CMsGC*" und n=6 fir CMsGC”"). Rauten
stellen einzelne Experimente dar, Balken
reprasentieren  Mittelwerte =  SEM,;
***p<0,001 CMsGC*" vs. CMsGCM, #:
p<0,001 zu I/R und #s/4: p<0,001 zu I/R +
ctré/4,

A InfarktgrofR3e [% zu I/R]
&
o

'
(€]

A MAP [mmHg]
iR
o

N
(6)]
L

-15 -

A Systole [mmHg]
N
o

R
o
L
'
N
o
L

142



ERGEBNISSE

Im nachsten Schritt wurde der Fokus auf die endogene cGMP-Generierung upstream der
cGMP/PKG I-Signalkaskade gelegt. Eine Inhibition der NO-Synthase mit L-NAME in
Tieren der CMBK-Mauslinie hatte bereits hypertone Effekte, jedoch keinen Einfluss auf
den I/R-Schaden per se gezeigt (siehe Abschnitt 3.10). Auch in den CMsGC-KO
und -CTR zeigte sich eine Erhéhung des systolischen (+17,8 + 3,9 mmHg fur CMsGC*/,
n=4 und +11,7 * 1,2 mmHg fur CMsGC” n=6; Abbildung 72A) und des diastolischen
Blutdrucks (+13,7 + 5,2 mmHg fur CMsGC*": +10,3 + 1,4 mmHg fir CMsGC™"; Abbildung
72C) und damit zusammenhéangend ein Anstieg im mittleren arteriellen Blutdruck (MAP:
+14,4 + 4,4 mmHg fir CMsGC*": +9,7 + 1,1 mmHg fur CMsGC; Abbildung 72B) nach
dreitagiger Behandlung mit L-NAME (Durchfiihrung siehe Abschnitt 2.5.7.2). Die
auftretende Hypertonie wurde von einem charakteristischen Absinken der Herzfrequenz
begleitet (-102 + 19 bpm fiur CMsGC*M; -77 + 11 bpm fir CMsGC™"; Abbildung 72D). Der
erhohte Blutdruck in den CMsGC-Mutanten war auch mit L-NAME noch detektierbar,
allerdings weniger ausgepragt als unter physiologischen Bedingungen. Die Unterschiede
in der Aktivitat der Tiere wahrend der L-NAME-Behandlung waren nur marginal (Daten

nicht gezeigt).
A 160 B 160
basal L-NAME (Tage 3-5) basal L-NAME (Tage 3-5)
150 A
150 A 4 4
S _ 140 A
I 140 A % =)
IS T 130 A ~
S % * IS
— 130 A £ 120 ) (<]
) = % *
2 { % Z 1103 (3
2 120 4 s
n 100 A
110 A
-0- CMsGCHfl 90 {-e-CMsGCH
100 o-CMsGC! 80 0- CMsGC!
Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht
C 140 D 800
130 basal L-NAME (Tage 3-5) basal L-NAME (Tage 3-5)
7 — 700 A 7
5 120 =
a
T * § o
£ 110 A p=0,06 ‘N 600
E O S s
o 100 A 5 § g_
o ]
§ w1 § 0 R A
8 N
O 80 - @
T 400 -
70 1 -o-CMsGC*/! -o- CMsGCHf
- CMsGC! 300 o-CMsGC
Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht Tag Nacht

Abbildung 72: Hdmodynamische Effekte von L-NAME in CMsGC-Mutanten

Die Verabreichung des NO-Synthaseinhibitors L-NAME (Nw-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid, 5 mg/ml
Trinkwasser) zeigte ab dem dritten Tag einen Anstieg des systolischen Blutdrucks (A), des mittleren arteriellen
Drucks (MAP) (B) und des diastolischen Wertes (C) sowohl in den CMsGC-KO (CMsGC) als auch in den
CMsGC-CTR (CMsGC*M™). Dies war begleitet von einer deutlichen Abnahme der Herzfrequenz (D). Kreise
zeigen Mittelwerte + SEM mit n=4 fir CMsGC*" und n=5 fur CMsGC""; *p<0,05 CMsGC* vs. CMsGC-,
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Die Untersuchung wie sich eine Inhibition der NO-Synthase auf den I/R-Schaden auswirkt
ergab, dass eine Hemmung der NO-Bildung keinen Einfluss auf das Ausmafl} der
Ischamie austibt. CMsGC-KO und ihre Wurfgeschwisterkontrollen prasentierten sich nach
der L-NAME-Behandlung mit vergleichbaren Infarktgréf3en wie nach alleinigem I/R-
Stimulus (21,53 + 1,39 % fur CMsGC*"; 22,30 + 1,88 % fur CMsGC"; Abbildung 73A).
Die Kardioprotektion durch eine Aktivierung der sGC mit Cinaciguat (10 pg/kg KG, i.p., 30
min vor I/R) war in den Tieren mit einer Kardiomyozyten-spezifischen Deletion der sGC
nicht moglich (24,41 + 1,39 %, InfarktgréRenanderung: +8,4 + 6,2 %), wohingegen in den
CMsGC-CTR eine signifikante Reduktion der Infarktgré3e um 53,6 + 6,0 % zu sehen war
(11,15 + 1,43 %, Abbildung 73B+C).
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Abbildung 73: Einfluss einer Modulation der NO/sGC-abhéangigen Signalkaskade auf den I/R-Schaden
in sGC-KO und -CTR

(A) Die Blockade der NO-Synthase mit L-NAME (Nw-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid, 5 mg/ml
Trinkwasser) zeigte keine Beeinflussung der Infarktgrof3e. (B) Eine Kardioprotektion mit dem sGC-Aktivator
Cinaciguat (CIN, 10 pg/kg, i.p., 30 min vor I/R) war ausschlieBlich in den CMBK-CTR (CMsGC*M), nicht aber
in den CMBK-KO (CMsGC") mdglich. Repréasentative Herzscheiben sind unterhalb des jeweiligen Genotyps
und Setups dargestellt (blau: unbetroffenes Gewebe, rot+weil: Risikoareal, weil: infarziertes Gewebe). (C)
Darstellung der prozentualen Anderung der InfarktgroRe (bezogen auf I/R (Abbildung 70B)) mit Cinaciguat.
Rauten stellen einzelne Experimente dar, Balken reprasentieren Mittelwerte + SEM mit je n=5 fir CMsGC*
und je n=8 fiir CMsGC"; ***p<0,001 CMsGC*M vs. CMsGC"; #: p<0,001 zu I/R.
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Im Anhang sind sowohl die Risikoareale (Annex-Abbildung 3) als auch die
Basalcharakteristiken (Annex-Tabelle 6) fir die Untersuchung der Einflisse der
cGMP-modulierenden Substanzen auf den I/R-Schaden in den CMsGC-KO und -CTR

dargestellt.
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3.15.3 Aktivierung des BK-Kanals mit NS11021 in CMsGC-KO bei akutem I/R-
Schaden

Dass eine Kardioprotektion durch die Aktivierung bzw. Stimulation der Idslichen
Guanylatzyklase mitoBK abhéngig ist, konnte bereits in Abschnitt 3.9.3 gezeigt werden.
Ob auch die Reduktion des I/R-Schadens durch eine pharmakologische Offnung des
BK-Kanals von der loslichen Guanylatzyklase beeinflusst wird, wurde nachfolgend
untersucht. In Abbildung 74A sind die prozentualen Infarktgréf3en bezogen auf die Grol3e
des Risikoreals dargestellt. Es zeigte sich, dass sowohl CMsGC-Mutanten als auch ihre
Wurfgeschwisterkontrollen durch Offnung des BK-Kanals (5 min vor Beginn der
Reperfusionsphase) vor dem Ausmald des I/R-Schadens geschuitzt sind (11,14 + 2,08 %
fur CMsGC*™: 13,02 + 1,39 % fur CMsGC'). Dabei reduzierte sich die InfarktgréRe
verglichen mit I/R (Abbildung 70B) bei den CMsGC-CTR um 53,6 + 8,6 % und bei den
CMsGC-KO um 42,2 + 6,2 % (Abbildung 74B). Diese Befunde implizieren, dass in den
CMsGC-defizienten Tiere die kardioprotektiven Mechanismen downstream der
NO/cGMP/PKG I-Signalkaskade weiterhin intakt sind und eine Offnung der BK-Kanéle
unabhéangig von der Prasenz der kardiomyozytaren sGC das Ausmald des I/R-Schadens

reduzieren kann.
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p<0,001 zu I/R.

Die Risikoareale und Basalcharakteristiken der beiden Genotypen sind im Anhang
(Annex-Abbildung 3, Annex-Tabelle 6) zu finden.
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4. Diskussion

Ischamische Herzerkrankungen stehen seit Jahren auf Platz 1 der weltweiten Liste aller
Todesfélle (Mozaffarian et al. 2015). Dabei fiihrt insbesondere der Myokardinfarkt durch
den Verschluss einer Koronararterie und der damit einhergehenden Unterversorgung des
kardialen Gewebes, trotz immer besser werdenden Notfallsystemen und den
flachendeckenden Mdoglichkeiten der Herzkatheter-Therapie, haufig zum Tod bzw. zu
irreversiblen Beeintrachtigungen in der Herzfunktion. Die schnelle und vollstandige
Revaskularisierung der verschlossenen Koronararterie, die sog. Reperfusion, stellt bislang
die beste Behandlungsstrategie dar, um die Prognose von Myokardinfarktpatienten zu
verbessern. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass insbesondere zu Beginn der
Reperfusion, wenn der Blutfluss und damit die Sauerstoffversorgung des betroffenen
Gewebes plotzlich wieder hergestellt sind, ein massiver Gewebeuntergang auftritt
(Abbildung 2, Garcia-Dorado and Piper 2006). Dabei ist der Reperfusionsschaden
wahrscheinlich fir bis zu 50 % des Gewebeuntergangs eines Myokardinfarkts
verantwortlich  (Hausenloy and VYellon 2013). Aus diesem Grund liegen
Behandlungsstrategien, die eine Reduktion des I/R-Schadens bewirken, im Fokus der
kardiovaskularen Forschung. Obwohl einige grundlegende Mechanismen der
Signaltransduktion beim akuten Myokardinfarkt entschliisselt werden konnten, ist es
bislang noch nicht gelungen einen Kklinischen Therapieansatz zur Reduktion des I/R-

Schadens abzuleiten.

4.1 Eignung des in-vivo-Myokardinfarktmodells fiar die

durchgefihrten Studien

Die Studien in dieser Arbeit wurden als in-vivo-Studien im akuten bzw. chronischen
Myokardinfarktmodell durchgefiihrt um die Effekte der globalen und gewebespezifischen
Deletionen des BK-Kanals und der sGC in Kardiomyozyten zu untersuchen. Der
bedeutende Vorteil des verwendeten in-situ-Modells ist, dass das Herz in seinem
physiologischen Umfeld betrachtet wird und somit weitere Einflisse wie beispielsweise
der Hadmodynamik oder der neuronalen Signaltransduktion mitberticksichtigt werden.
Zudem ist in in-situ-l/R-Studien nach Wiederertffnung der LCA beispielsweise die
Zirkulation essentieller Substrate gewahrleistet. Aminosduren, Fettsduren und andere
Metabolite spielen vermutlich eine nicht zu vernachlassigende Rolle in der Pathogenese
des I/R-Schadens (Backstrom et al. 2003, Rudolph et al. 2010) und insbesondere ihre
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Dynamik ist in den Reperfusionsldsungen von isolierten Langendorffsystemen nur
schlecht abbildbar.

Im akuten Myokardinfarktmodell wurden als Dauer fur die ischmische Periode 30 min
und fur die unmittelbar folgende Reperfusion 120 min gewahlt. Die Reperfusion im
chronischen Myokardinfarktmodell wurde auf vier Wochen festgesetzt. Diese Zeitintervalle
wurden bereits mehrfach in der Literatur beschrieben (Eckle et al. 2006, Methner et al.
2013a, Methner et al. 2013b), wodurch eine Einordnung der Ergebnisse dieser Arbeit in
den Gesamtkontext publizierter Befunde erst moglich wird. Als Kontrolltiere wurden, dem
anerkannten wissenschaftlichen Standard entsprechend, Cre-Rekombinase transgene
Wurfgeschwister verwendet. Hierdurch lieRen sich letztlich die beobachteten Effekte
eindeutig der Ausschaltung des Zielgens zuordnen. Dass sowohl der genetische
Hintergrund als auch das Alter der Mause die Folgen des I/R-Schadens determinieren, ist
spatestens seit einer umfangreichen Studie der Arbeitsgruppe um Roberto Bolli bekannt
(Guo et al. 2012). Die Autoren verglichen tber 1000 Mause im Infarktmodell anhand
verschiedener Parameter, konnten aber weder in Tieren mit SV129- noch mit
FVB/C57BL6-Hintergrund signifikante Unterschiede in der Infarktgré3e nach 30 min
Ischamie und 24 h Reperfusion hinsichtlich Geschlecht und Alter (zwischen 6 und 18
Wochen) feststellen. Auch im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl weibliche als auch
mannliche Tiere untersucht. Geschlechtsspezifische Unterschiede bezlglich des I/R-
Schadens, der cTnl-Spiegel und der Proteinexpressionen waren dabei nicht zu
beobachten (Daten nicht gezeigt) und kdnnen als Bestéatigung der Befunde von Guo et al.
gewertet werden. Dennoch wurde darauf geachtet, dass jede Kohorte beide Geschlechter
enthielt. Das Alter zwischen den KO-Gruppen und ihren entsprechenden Kontrollkohorten
war dabei nicht signifikant unterschiedlich (Annex-Tabelle 2-6). Aufgrund der Tatsache,
dass nach der Tamoxifen-induzierten Aktivierung der Cre-Rekombinase bis zur
vollstdndigen Ausschaltung der sGC eine Zeitspanne von 50 Tagen vergeht (Groneberg
et al. 2010), erstreckte sich das Alter, in welchem diese Tiere der Operation unterzogen
wurden, insgesamt Uber einen Zeitraum von 19 Wochen. Doch auch in dieser Zeitspanne

konnten keine altersabhangigen Differenzen beobachtet werden.

Die vernachlassigbaren Unterschiede in den Risikoarealen zwischen den einzelnen
Kohorten (Annex-Abbildung 1-3) und die Tatsache, dass Tiere, die einer Scheinoperation
unterzogen wurden, keine Infarkte aufwiesen (Abbildung 32B+41B), unterstreichen die
Qualitat der anspruchsvollen Operationsmethode. Die klare Differenzierung der gefarbten
Herzscheiben (blau fur das vom Infarkt nicht betroffene Gewebe, rot fiur das betroffene,
aber noch vitale Gewebe und weil3 flr den infarzierten Bereich) ermdglichte eine gute
Auswertung der Areale. In den CMBK- und CMsGC-Tieren wurde zusatzlich der Einfluss

der Gabe von Pentobarbital, welches als Anasthetikum fir die Operation verwendet
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wurde, auf den Blutdruck und die Herzfrequenz untersucht. Die drastische Reduktion des
Blutdrucks und der Herzfrequenz (Abbildung 41C+70D) verdeutlichen die geringe
therapeutische Breite des Barbiturats. Es zeigten sich jedoch keine genotypspezifischen
Unterschiede. Pentobarbital kann damit, im Gegensatz zu den volatilen
Inhalationsanasthetika vom Flurantyp, deren kardioprotektive Wirkung unter anderem
Uber eine Aktivierung von BK-Kanalen vermittelt werden soll (Redel et al. 2008, Kinoshita

et al. 2016), als geeignet fur das Versuchsvorhaben angesehen werden.

Eine Untersuchung des intra-operativen Blutdrucks war aus mehreren Griinden technisch
nicht realisierbar. Zum einen hatte dies eine schwere invasive Doppelbelastung fur die
Tiere bedeutet. Da sowohl eine invasive Okklusion der Arteria carotis communis und die
Implantation des Telemetriekatheters (siehe Abschnitt 2.5.7.1) als auch 7 Tage spater die
Thoraxertffnung und die Ligatur der LCA (siehe Abschnitt 2.5.3) hatten durchgefiihrt
werden missen. Zum anderen storten die fur die LCA-Ligatur notwendigen, technischen
Aufbauten (z.B. Heizplatte) die Signalqualitat des Blutdrucktelemetriesystems. Um
zukUnftig Blutdruckverlaufe wahrend des akuten Myokardinfarktmodells studieren zu

kénnen, ware daher die Benutzung der Tailcuff-Methode eine Option.

Zusammengefasst erwies sich die verwendete LCA-Ligaturtechnik als duR3erst geeignete
Methode um die Auswirkungen eines akuten Myokardinfarkts in vivo zu studieren und

dabei das Herz in seinem gesamten physiologischen Umfeld zu betrachten.

4.2 Funktion des (mito)BK-Kanals fir das kardiovaskuléare

System = I/R

4.2.1 Globale BK-Knockoutmause weisen nach akutem Myokardinfarkt

einen signifikant erhdhten I/R-Schaden auf

Die Effekte, die bislang durch eine Aktivierung des BK-Kanals in I/R-Modellen in vitro und
ex vivo gezeigt werden konnten, postulieren kardioprotektive Eigenschaften fur den
BK-Kanal. Dieser kdonnte demnach ein vielversprechendes therapeutisches Target zur
Verringerung des I/R-Schadens darstellen. So wirken die BK-Kanal6ffner NS1619 und
NS11021, zum Zeitpunkt der Reperfusion appliziert, kardioprotektiv und dieser
Schutzeffekt zeigte sich unabhangig von Anderungen in der Karp-Kanalaktivitat oder
Hamodynamik (Wang et al. 2004, Bentzen et al. 2009, Jin et al. 2012). Interessanterweise
war nach globaler Ausschaltung des BK-Kanals im Langendorffmodell, d.h. in isolierten
Mauseherzen, kein I/R-Phanotyp zu beobachten (Singh et al. 2013, Wojtovich et al. 2013,
Soltysinska et al. 2014). Erst nach pharmakologischer Aktivierung des BK-Kanals oder
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nach prakonditionierendem Stimulus von zwei Zyklen mit je 5 min Ischamie und
Reperfusion konnten diese Autoren BK-Kanal-abhangige Mechanismen der
Kardioprotektion aufdecken. Im Gegensatz dazu war in den im Rahmen dieser Arbeit
erstmalig durchgefiihrten in-vivo-Studien im akuten Myokardinfarktmodell bereits nach 30
min Ischamie, gefolgt von 120 min Reperfusion eine signifikant erhohte InfarktgréRe in
den globalen BK-KO im Vergleich zu ihren Wurfgeschwisterkontrollen zu sehen
(Abbildung 32B). Anstiege in den Serumspiegel von kardialem Troponin I, einem
unabhangigen Marker fir das Ausmald des Myokardinfarkts, in den globalen BK-KO
untermauern diese Befunde (Abbildung 32C). Diese Unterschiede sind vermutlich
modellabhéangig (siehe Abschnitt 4.1). In den Langendorffperfusionsstudien wurden
Herzen isoliert von ihrer physiologischen Umgebung betrachtet, wohingegen das in der
vorliegenden Arbeit verwendete in-vivo-Mausmodell den Myokardinfarkt in seiner
gesamten Komplexitat im Organismus betrachtet. Somit scheint der BK-Kanal per se fir
das zellulare Uberleben nach akutem Myokardinfarkt von Bedeutung zu sein. Um die
These zu unterstiutzen, dass der BK-Kanal auch an den kardioprotektiven Signalkaskaden
von  Konditionierungsmechanismen  beteiligt ist, wurde nachfolgend eine
Postkonditionierung mit sechs Zyklen Kurzzeit-lIschamie und -Reperfusion (iPost) in den
BK-Mutanten durchgefihrt. Soltysinska et al. konnten in diesem Zusammenhang bereits
ex vivo zeigen, dass infarktlimitierende Effekte der Préakonditionierung (iPre) BK-Kanal-
abhangig sind. Dieser mechanistisch spannende Befund ist jedoch nur von geringer
klinischer Relevanz, denn Patienten prasentieren sich fir gewohnlich erst in der
ischamischen Phase des Myokardinfarkts. Die iPost stellt, sofern auf den Menschen
Ubertragbar, zumindest eine potentiell geeignete Intervention zur Reduktion des I/R-
Schadens dar. lhre Anwendung fihrte in klinischen Studien jedoch bislang zu eher
kontroversen Resultaten (siehe Abschnitt 1.5.2, (Staat et al. 2005, Laskey et al. 2008,
Freixa et al. 2012, Hahn et al. 2013)). Eine Vielzahl an variablen Faktoren, die u.a.
Komorbiditaten, Komedikationen und verschiedene technische Interventionen beinhaltet,
koénnten die sowohl positiven als auch negativen Studienergebnisse erklaren. Insofern ist
das hier verwendete Tiermodell nattrlich als ,optimierter Patient® zu verstehen, da der
Myokardinfarkt in einem gesunden Organismus induziert wird. Infarktpatienten haben
haufig Vorerkrankungen, zu denen Hypertonie, arteriosklerotische Verédnderungen und
Diabetes Mellitus zahlen, was die Auswirkungen von kardioprotektiven Interventionen und
damit die Folgen eines Myokardinfarkts beeinflussen kénnte. Ein weiterer wichtiger Punkt
sind Anpassungen der kardioprotektiven Signalkaskaden, die mit ansteigendem Alter der

Patienten wahrscheinlicher sind.

Die hier durchgefuhrten Postkonditionierungen unterstreichen im Tiermodell, dass der

BK-Kanal eine Komponente der bei I/R ablaufenden Signalkaskaden ist und seine
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Aktivitat das Ausmall des I/R-Schadens limitiert. So konnte in den globalen
BK-Knockoutherzen nur eine geringfiigige Protektion durch iPost beobachtet werden
(Abbildung 33A). Die Effizienz der mechanischen Konditionierung generell wurde in den
Tieren der Kontrollgruppe sichtbar. Wie in der Literatur beschrieben (Methner et al.

2013b) fuhrte die iPost in diesen Mausen zu einer deutlichen Reduktion der InfarktgroR3e.

Ausgehend von diesen spannenden Befunden stellte sich nun die Frage, in welchen
Zellen und Uber welche Mechanismen der BK-Kanal den I/R-Schaden limitiert. Der
glattmuskulare, plasmamembranstdndige BK-Kanal und der mitoBK an der inneren
Mitochondrienmembran von Kardiomyozyten sind naheliegende Kandidaten, da beide
BK-Kanale an wichtigen Funktionen des kardiovaskularen Systems beteiligt sind
(Sausbier et al. 2005, Soltysinska et al. 2014, Balderas et al. 2015, Cordeiro et al. 2015a).
Ex-vivo-Studien zur Bedeutung des BK-Kanals bei I/R wurden bislang nur an globalen
BK-Mutanten (Soltysinska et al. 2014) bzw. durch eine pharmakologische Inhibition des
Kanals ubiquitar im isolierten Herzen (Behmenburg et al. 2015) durchgefiihrt, wodurch die
Zuordnung eines Effektes zu einer BK-Kanalexpression in einem bestimmten Zelltyp
unmoglich war. Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals gewebespezifische BK-
Kanalmutanten generiert, mit denen eine eindeutige Zuordnung des I/R-Phanotyps zur
Funktion der glattmuskularen (SM) und/oder kardiomyozytaren (CM) BK-Kanéle moglich
sein sollte. Im akuten Myokardinfarktmodell zeigten sich fur die SMBK-KO nach I/R jedoch
keine veranderten Infarktgro3en. Auch das iPost-Protokoll war in den SMBK-KO nach wie
vor effektiv. und das Ausmall der Kardioprotektion entsprach dem der
Wurfgeschwisterkontrollen (Abbildung 35). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass dem
glattmuskularen BK-Kanal keine Funktion zur Reduktion des I/R-Schadens beim akuten

Myokardinfarkt zukommt. Folglich wurde der Fokus auf den mitoBK gelegt.

4.2.2 Die Deletion des mitoBKs in Kardiomyozyten fuhrt bereits unter
physiologischen Bedingungen zu Kkardiovaskuldren Beeintréachti-

gungen

Die Charakterisierung der Kardiomyozyten-spezifischen BK-Mutanten (CMBK-KO) mithilfe
von PCR-Analysen und der Verpaarung mit Reportertieren zeigte eine hochspezifische
und effiziente Deletion des BK-Kanals in den Kardiomyozyten durch die aMHC-Cre-
Rekombinase (Abbildung 36+37). Damit eigneten sich diese genetisch veranderten
Mause hervorragend um den Einfluss des mitoBKs auf den I/R-Schaden in vivo zu

untersuchen. Weder die Mannchen noch die Weibchen zeigten Kklinisch aufféallige
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Phanotypen und die CMBK-KO und -CTR-Mause unterschieden sich nicht in ihren
Korper- und Herzgewichten (Tabelle 6, Annex-Tabelle 7). Insbesondere die zahlreichen
Defizite der globalen BK-Knockouttiere, die beispielsweise durch ein verringertes
Korpergewicht, einen Tremor und eine eingeschrankte motorische Koordination auffallen
(Sausbier et al. 2004), waren nach spezifischer Ausschaltung des mitoBKs in den
Kardiomyozyten klinisch nicht apparent. Auch im Alter (>45 Wochen) zeigten sich keine
Unterschiede in den  Herzgewichten der mitoBK-Mutanten und ihrer
Wurfgeschwisterkontrollen (Annex-Tabelle 8), was gegen die Entwicklung einer
altersbedingten Herzhypertrophie nach Kardiomyozyten-spezifischer Deletion des
BK-Kanals spricht.

Der BK-Kanal spielt im kardiovaskularen System nicht nur in den pathologischen
Mechanismen eines Myokardinfarkts eine wichtige Rolle, sondern ist auch unter
physiologischen Bedingungen unter anderem fiir die Regulation des Blutdrucks
verantwortlich (Sausbier et al. 2005). Die Untersuchung der CMBK-KO zeigte, dass auch
der mitoBK eine Komponente der Blutdruckregulation darstellt. Die deutlich erniedrigten
Blutdruckwerte in den CMBK-KO bei unveranderter physiologischer Aktivitdt und einer
leicht reduzierten Herzfrequenz (Abbildung 38) stehen jedoch im Gegensatz zu dem
Hypertonus, der in globalen BK-KO beobachtet wurde (Sausbier et al. 2005). Diese
Befunde legen die Vermutung nahe, dass in den globalen BK-KO der blutdrucksenkende
Effekt der mitoBK-Deletion durch glattmuskulére, renale, humorale und/oder neuronale
Einflisse weiterer BK-Kanéle maskiert wird. Beispielsweise beschrieben Sausbier et al.
hier 2005 zum einen den auftretenden Hyperaldosteronismus, der vermutlich durch die
Deletion von BK-Kanélen in der Zona glomerulosa der Nebenniere bedingt wird (Sausbier
et al. 2005). Dort scheint der BK-Kanal einen Einfluss auf die Aldosteronproduktion
und -freisetzung zu nehmen. Zum anderen zeigten sie, dass die Deletion des BK-Kanals
insbesondere in kleineren Widerstandsgefal3en aufgrund der fehlenden BK-Kanal-
abhangigen Hyperpolarisation zu einem gesteigerten Gefal3tonus fuhrt. Hinzu kommt eine
Beeintrachtigung der cGMP-abhangigen vasorelaxierenden Effekte im Glattmuskel
(Sausbier et al. 2005).

Bemerkenswert ist, dass in den CMBK-KO sowohl der Blutdruck als auch die
Herzfrequenz reduziert sind. Dies lasst auf eine intrinsische kardiale Dysfunktion
schlieBen, da fur gewohnlich bei einem Absinken des arteriellen Blutdrucks uber
Barorezeptoren vermittelt eine Steigerung der Herzfrequenz erfolgt. Interessanterweise ist
in der Literatur ein Zusammenhang zwischen der 1-Untereinheit des BK-Kanals und dem
Barorezeptorreflex, insbesondere dem parasympathischen Tonus, sowohl in Mausen als
auch in humanen SNPs (single-nucleotide polymorphisms) des Gens Kcnmbl

beschrieben (Gollasch et al. 2002). Dieser Hinweis auf eine milde intrinsische kardiale
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Dysfunktion, bei welcher die Hypotonie als eine Folge der Herzfehlfunktion zu verstehen
ist (Reichert et al. 1992), wird durch die Befunde der Echokardiographie unterstitzt.
CMBK-Knockoutmause prasentierten sich hier mit einer reduzierten Auswurf- und
Verkirzungsfraktion (Abbildung 39). Weitere Hinweise flr eine beeintrachtigte
Pumpfunktion der CMBK-KO lieferten die signifikant reduzierte Hinterwanddicke des
linken Ventrikels und das vergroRerte linksventrikulare Restvolumen wahrend der Systole
(Abbildung 40). Daran gekoppelt ist der Frank-Starling-Mechanismus, der den autonomen
Regelkreis des Herzens und damit den Zusammenhang zwischen der Fllung und der
Auswurfleistung des Herzens beschreibt. Eine verringerte ATP-Produktion im Herzen,
eine gestorte Reizweiterleitung sowie Remodeling-Prozesse, die die Uberlappung der
kontraktilen Proteine Aktin und Myosin beeinflussen, kdnnten Ursachen fur intrinsische
kardiale Dysfunktionen darstellen. Die Gruppe um Andrea L. Meredith konnte 2014 die
Prasenz von BK-Kanélen in Zellen des Sinusknoten nachweisen und zeigen, dass sowohl
die genetische Ausschaltung als auch die pharmakologische Modulation des BK-Kanals
zu einer Sinusbradykardie fuhrt (Lai et al. 2014). Unabhangig von diesen Befunden war
auf molekularer Ebene eine Reduktion der mitochondrialen Kapazitat der oxidativen
Phosphorylierung fur Glutamat, dem Substrat des Komplex [, in isolierten kardialen
Muskelfasern von globalen BK-Knockoutmausen zu sehen (Soltysinska et al. 2014). Dies
bedeutet, dass bereits unter normoxischen Bedingungen die Atmungskette in ihrer
Funktion beeintrachtigt und damit die ATP-Generierung im Herzen in den globalen BK-KO
gestort ist. Die ATP-Depletion kann in einer verringerten cAMP-Bildung und damit in einer
reduzierten Offnungswahrscheinlichkeit der HCN-Schrittmacherkanéle (hyperpolarization-
activated, cyclic nucleotide-gated cation channel) im Sinusknoten resultieren
(DiFrancesco and Mangoni 1994). Letztlich wird so die Generierung der
Schrittmacheraktionspotentiale verlangsamt. Da der Sinusknoten aus hochspezialisierten
Kardiomyozyten gebildet wird, besteht die Mdglichkeit, dass der mitoBK trotz der geringen
Anzahl an Mitochondrien in diesen Zellen eine wichtige Funktion in der Erregungsbildung
Ubernimmt. Des Weiteren kann die mitoBK-Ablation negativ inotrope Effekte ausldsen, da
die beschriebene ATP-Depletion bei globaler BK-Kanaldeletion (Soltysinska et al. 2014)
Uber eine verringerte cAMP-abhangige Aktivierung der Proteinkinase A zu einer
reduzierten Offnungswahrscheinlichkeit der Ryanodin-sensitiven Ca?*-Kanale im
Arbeitsmyokard fuhren kann (Takasago et al. 1989). Eine Ausschaltung des BK-Kanals
wirde dementsprechend zu einer Reduktion der Herzfrequenz fiuhren. Durch die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Studien zur Blutdruckerh6hung unter
Inhibition der NOS mittels L-NAME kann zudem nicht ausgeschlossen werden, dass in
den mitoBK-defizienten Tieren bereits unter physiologischen Bedingungen erhdhte NO-

Spiegel vorliegen (fur Details siehe Abschnitt 4.3.5). Erhdhte NO-Spiegel stellen im
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Herzen den endogenen Gegenspieler der Katecholamin-vermittelten, p-adrenergen
Stimulation dar und vermitteln cGMP/PKG I-abhangig negativ chronotrope und inotrope
Effekte (Han et al. 1996, Massion et al. 2005). Die PKG I-Aktivierung fluhrt dabei zur
Membranhyperpolarisation, was eine SchlieBung von spannungsabhangigen Ca?*-
Kanalen verursacht, sowie zur Reduktion der Troponinsensitivitit gegentber Ca?*
(Massion and Balligand 2003, Rastaldo et al. 2007). Ein Ungleichgewicht aufgrund
persisitierend erhohter NO-Spiegel in den mitoBK-Mausmutanten koénnte zu einer
reduzierten Herzfrequenz und myokardialen Kontraktilitit sowie, insbesondere bei
beeintrachtigtem Barorezeptorreflex (siehe oben), zu dem beobachteten Hypotonus

fuhren.

4.2.3 Der mitoBK ist eine Komponente der kardioprotektiven Signalwege

bei akutem Myokardinfarkt

Mit der Kardiomyozyten-spezifischen Ausschaltung des BK-Kanals konnte im Rahmen
dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Deletion des mitoBKs fur die hohe Vulnerabilitat
der globalen BK-Knockouttiere gegentiber dem [/R-Schaden verantwortlich ist. Die
beinahe identischen InfarktgréRen von globalen und Kardiomyozyten-spezifischen
BK-Mutanten im akuten Myokardinfarktmodell bestatigen, dass der basale I/R-Schaden
nur durch den mitoBK in den Kardiomyozyten bestimmt wird (siehe Abbildung 32B und
41B). Die erhohten Troponinspiegel im Serum nach I/R korrelierten dabei sehr gut mit den
Ergebnissen der Evans Blue/TTC-Farbung (Abbildung 41D). Bislang konnte die
Bedeutung des mitoBKs fur den I/R-Schaden nur durch entsprechende Studien an
isolierten Kardiomyozyten bzw. kardialen Mitochondrien, die einer
Hypoxie/Reoxygenierung ausgesetzt waren, vermutet werden (Sato et al. 2005,
Soltysinska et al. 2014). Diese in-vitro-Studien stiitzen sich dabei auf die Befunde, dass
der BK-Kanal in Kardiomyozyten exklusiv in der inneren Mitochondrienmembran
exprimiert wird (siehe Abschnitt 1.7.1, (Xu et al. 2002, Singh et al. 2013, Soltysinska et al.
2014)). Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun erstmals in vivo gezeigt werden, dass die
alleinige Deletion des kardiomyozytaren mitoBKs die erhdhten I/R-Schaden bedingt. Der
in Abschnitt 4.2.2 bereits diskutierte Blutdruckphéanotyp der CMBK-KO kann die erhéhten
InfarktgrofRen nicht erklaren, denn eine Reduktion des Blutdrucks fuhrt zur besseren
Durchblutung der KoronargeféaRe, was das kardiale Gewebe vor dem I/R-Schaden
schitzen sollte (Rochetaing and Kreher 2003). Des Weiteren prasentierten sich die
globalen BK-KO mit einem identischen Ausmaf an I/R-Schaden (Abbildung 32B), jedoch

mit einem Hypertonus unter physiologischen Bedingungen (Sausbier et al. 2005).
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Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen Befunde stehen im klaren
Widerspruch zur aktuellen Arbeit von Paul S. Brookes und seinen Mitarbeiter, die
postulieren, dass nicht der mitoBK, sondern der BK-Kanal in intrinsischen kardialen
Neuronen die Kardioprotektion triggert (Wojtovich et al. 2013). Wojtovich et al. zeigten in
dieser Arbeit, dass Kardiomyozyten und Mitochondrien von globalen BK-Knockouttieren
nach Administration der BK-Kanal6ffner NS1619 und NS11021, vermutlich aufgrund BK-
Kanal-unabhangiger Effekte, vor I/R-Schaden geschitzt waren. Die NS-vermittelte
Kardioprotektion in isolierten Langendorffherzen war hingegen sowohl vom BK-Kanal als
auch von einer pharmakologischen Blockade der synaptischen Transmission durch
Hexamethonium, einem Antagonisten am nikotinischen Acetylcholinrezeptor, abh&ngig
(Wojtovich et al. 2013). Voéllig unklar ist in diesem Zusammenhang wie die Protektion von
den Neuronen auf die Kardiomyozyten Ubertragen wird. Im Widerspruch stehen auch die
in-vitro- und Langendorffherzen-Befunde hinsichtlich der beobachteten BK-Kanal-
unabhangigen Wirkungen von NS11021. Eine weitere Limitation dieser Studie stellt die
isolierte Betrachtung von intrinsischen kardialen Neuronen ohne Bertcksichtigung der
zentralen afferenten und efferenten Nervenbahnen dar.

Die bisherigen Ergebnisse deuten auf einen kardioprotektiven Mechanismus der mitoBK-
Kanale, deren Lokalisation in der inneren Mitochondrienmembran mittlerweile weitgehend
akzeptiert ist (Abbildung 8). Basierend auf den eigenen Erkenntnissen und Hinweisen aus
der Literatur, lasst sich die mitoBK-abhangige Signaltransduktion bei I/R postulieren
(Abbildung 75).

Kardioprotektive Abbildung 75: Schematische Darstellung der

Signaltransduktion maoglichen Signaltransduktion im Mitochondrium bei
IIR

. IschAmie und insbesondere der Beginn der Reperfusion

fihren zu einem massigen Anstieg an Ca?* und ROS im
Mitochondrium. Dies begiinstigt die Offnung der mPTP,
was Uber verschiedene Mechanismen die Mitochondrien
schadigt und letztlich zum Zelltod fuhrt. Kardioprotektive
Signalmechanismen filhren zu einer Aktivierung des
mitoBKs in der inneren Mitochondrienmembran. Der K*-
Einstrom verhindert zum einen durch Depolarisation der
Membran die Ca?*-Uberladung und fiihrt zum anderen zu
einer Entkopplung der Atmungskette. Die unter diesen
Bedingungen freigesetzten ROS-Mengen sind geringer
und wahrscheinlich nicht zellschadigend. Vielmehr
Ischamie / ; aktivieren sie die PKCe, wodurch letztlich die Offnung der

mPTP verhindert wird. ETC: Elektronentransportkette
(Atmungskette); MCU: mitochondrialer Ca?*-Uniporter;
mBK: mitoBK; mKarp: mitochondrialer, ATP-abhangiger
K*-Kanal; mPTP: mitochondriale Permeabilitats-
Transitionspore; NCX: Na*/Ca?*-Austauscher; PKCe:
Proteinkinase C epsilon; ROS: reaktive Sauerstoffspezies.

+ “"“'—"f"‘l 1Ca2*
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Wahrend der Ischamie und insbesondere in den ersten Minuten der Reperfusion kommt
es zu einer massiven Ca?*-Uberladung und ROS-Bildung in den kardialen Mitochondrien
(Abbildung 1+3). Die erhohten Ca?'-Spiegel resultieren dabei primar aus einer
Umkehrung des Na*/Ca?"-Austauschers (NCX, Abbildung 75), da unter Hypoxie der
mitochondriale Ca?*-Uniporter (MCU) vermutlich durch den Zusammenbruch des
Membranpotentials inaktiviert wird (Suleiman et al. 2001). Die Deletion des MCUs bot in
isolierten Mauseherzen zudem keinen Schutz vor dem I/R-Schaden (Harrington and
Murphy 2015). Ca?" und ROS triggern vermutlich erst zu Beginn der Reperfusion die
Offnung der mPTP, die aufgrund des niedrigen pH-Wertes des Zytoplasmas wahrend der
ischamischen Phase geschlossen bleibt (Suleiman et al. 2001). Die Offnung dieser
unspezifischen Pore fuhrt unter anderem zu einem Zusammenbruch des
Membranpotentials, ATP-Verlust und der Freisetzung von Cytochrom C in das
Zytoplasma der Herzmuskelzelle (siehe hierfir auch 1.3.2). Diese Stimuli resultieren in
apoptotischen und nekrotischen Vorgéngen, die zu irreversiblen Schadigungen und damit
zum Zelltod fuhren.

Die physiologischen und pharmakologischen Eigenschaften des aus Kkardialen
Mitochondrien isolierten mitoBKs sind vergleichbar mit denen der
plasmamembranstandigen BK-Kanélen (Xu et al. 2002, Ohya et al. 2005, Gu et al. 2007).
Auch die Form muriner kardialer Mitochondrien zeigte sich nach einer Deletion des
BK-Kanals unter dem Elektronenmikroskop unveréndert (Soltysinska et al. 2014). Die
Experimente an isolierten ventrikularen Kardiomyozyten von Meerschweinchen und
Ratten lassen vermuten, dass eine Offnung der kardiomyozytaren BK-Kanale durch
kardioprotektive Stimuli der massiven Ca?*-Uberladung wahrend der Hypoxie und
Reoxygenierung entgegenwirkt und somit die Offnung der mPTP in den Mitochondrien
und den Zelltod minimieren kann (Sato et al. 2005, Kang et al. 2007). Dabei fihrt der
K*-Einstrom in das Mitochondrium durch die Depolarisation der inneren
Mitochondrienmembran zu einer Hemmung der Triebkraft fir den Ca?*-Einstrom.
AuBerdem verringert der K*-Einstrom das elektrische Potential, welches durch die
Elektronentransportkette generiert wurde. Die hohen K*-Spiegel und das depolarisierte
Membranpotential wirken auch dem Protoneninflux entgegen, was letztlich eine moderate
Entkopplung der Atmungskette beginstigt (Stowe et al. 2006). Die hieraus entstehenden
ROS kénnten zu einer Aktivierung der PKCe fiihren, welche ihrerseits eine Offnung der
mPTP verhindern kann (Costa and Garlid 2008).

In anderen Zelltypen wie beispielsweise einer humanen Glioblastomzelllinie und den
Haarzellen der Cochlea wurde bereits ein Zusammenhang zwischen dem BK-Kanal und
apoptotischen Vorgdngen beobachtet (Ruttiger et al. 2004, McFerrin et al. 2012). Aus

diesem Grund wurde das Ausmalf3 der Apoptose nach 30 min Ischamie und 120 min post-
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ischamischer Reperfusion in den CMBK-Mutanten untersucht. Die Befunde bestatigen die
Ergebnisse der kardialen Myokardinfarktschaden. In den CMBK-Knockouttieren war die
Anzahl apoptotischer Zellen im Vergleich zu den Kontroliméusen erhéht (Abbildung 42).
Dabei korrelierte die Anzahl der apoptotischen Zellen mit dem Ausmal3 der Infarktgré3e in
den Herzschnitten (Abbildung 43). Besonders in den Herzsektionen zwei bis funf, in
denen sich oftmals auch die gréRten Unterschiede in der InfarktgroRe zwischen den
Genotypen zeigten, waren die grofdten Differenzen im Ausmald der Apoptose zwischen
den CMBK-KO und -CTR zu beobachten. Der antiapoptotische Effekt des mitoBKs ist
einerseits Uber eine Hemmung der mPTP (siehe oben) und anderseits Uber eine
Stabilisierung der Integritéat der IMM erklarbar (Douglas et al. 2006). Die Freisetzung von
Cytochrom C als Folge des Zusammenbruchs des Membranpotentials und der mPTP-
Offnung 16st den intrinsischen Apoptosesignalweg aus. Dieser ist durch die Bildung eines
Apoptosomes, welches durch Aktivierung der Caspase-9 die proteolytische Aktivierung
der Effektorcaspase-3 verursacht (Bayir and Kagan 2008), gekennzeichnet. Die
Caspase-3 initiiert daraufhin die Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung. In
Patch-Clamp-Experimenten wurde zudem von der Arbeitsgruppe um Detlef Siemen
gezeigt, dass das antiapoptotische Bcl-xL-Protein, welches als integrales Membranprotein
in der auBeren Mitochondrienmembran lokalisiert ist (Nguyen et al. 1993), direkt mit der
mMPTP interagiert und diese hemmt (Cheng et al. 2011). Im Gegensatz hierzu aktiviert das
proapoptotische Bax-Protein die Pore Uber eine Inhibition des mitoBKs (Cheng et al.
2008, Cheng et al. 2011). Im Einklang mit diesen Befunden steht der erstmals in der hier
vorliegenden Arbeit gezeigte Zusammenhang zwischen der Deletion des mitoBKs und der

erhdhten Apoptoserate von Kardiomyozyten nach I/R.

In der Vergangenheit wurde der Kartp-Kanal (Abbildung 75), welcher in Kardiomyozyten
ebenfalls in der inneren Mitochondrienmembran nachweisbar ist, fir den K*-Einstrom und
fir den Schutz vor dem [I/R-Schaden insbesondere bei entsprechendem
Konditionierungsstimulus verantwortlich gemacht (Garlid et al. 1997, Liu et al. 1998, Akao
et al. 2001, Costa and Garlid 2008). Mittlerweile sind diese Erkenntnisse umstritten. Im
Gegensatz zum BK-Kanal ist der Karp-Kanal in den Kardiomyozyten auch im Sarkolemma
(sarcKatp) lokalisiert (Noma 1983, Trube and Hescheler 1984). Hier ist die Abundanz des
Katp-Kanals gegeniiber der mitochondrialen Lokalisation deutlich erhdht, weshalb die
vermeintlich spezifischne Modulation des mitoKarp durch Diazoxid (Offner) und
5-Hydroxydecanoat (Inhibitor) in den letzten Jahren bei I/R immer wieder kontrovers
diskutiert wurde (Suzuki et al. 2002, Suzuki et al. 2003, Garlid and Halestrap 2012). Fur
Diazoxid ist sogar bereits eine direkte Interaktion mit der Succinatdehydrogenase der

Atmungskette beschrieben worden, wodurch es ebenfalls Zu dem
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Entkopplungsmechanismus kommen kann, welcher mit einer moderaten ROS-Produktion
und letztlich mit einer Hemmung der mPTP einhergeht (Hanley and Daut 2005). Die
Untersuchung von Kir6.2-Knockoutméusen zeigte keinen Einfluss der kardialen sarcKare-
Deletion auf die basalen Infarktgréf3en nach I/R (Suzuki et al. 2002, Gumina et al. 2003).
Um den tatsachlichen Einfluss des mitoKates auf den I/R-Schaden zu entschliisseln,
waren die Identifizierung seiner molekularen Struktur und die Generierung von
spezifischen mitoKarp-Knockouttieren notwendig. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass der mitoBK fur die Vulnerabilitat des Herzmuskels gegentiber I/R im akuten
Myokardinfarkt verantwortlich ist und dass der Karp-Kanal, unabhéngig von seiner
Lokalisation in Kardiomyozyten, diese Vulnerabilitat der mitoBK-defizienten M&use nicht

kompensieren kann.

Der Signalweg der mechanischen Konditionierung bei I/R (Abbildung 4) involviert in der
Triggerphase die mitochondrialen K*-Kandle. Auch dieser Effekt wurde bislang
hauptsachlich dem mitoKarp-Kanal zugeschrieben (Oldenburg et al. 2004, Qin et al. 2004,
Ahmad et al. 2006, Costa et al. 2006). Anknipfend an die Vorarbeiten in isolierten
globalen BK-Knockoutherzen von Soltysinska et al. 2014 (siehe hierfir 4.2.1), konnte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit in CMBK-Tieren in vivo gezeigt werden, dass die
Prakonditionierung (iPre) mit einer funfminltigen ischamischen Phase, gefolgt von 10 min
Reperfusion unmittelbar vor der I/R primar mitoBK-abhangig ist (Abbildung 44A). Dieser
Befund unterstreicht die Bedeutung des kardiomyozytaren mitoBKs fiir die fehlende
Kardioprotektion nach iPre in den globalen BK-KO im nach Langendorff-perfundierten
Mausmodell (Soltysinska et al. 2014). Interessanterweise ist die ischamische
Prakonditionierung auch in kardialen sarcKare-defizienten Mausen, die tber funktionelle
vaskulare sarcKarp- und mitoKarp-Kanéle verfiigen, nicht moglich (Seharaseyon et al.
2000, Suzuki et al. 2002, Gumina et al. 2003). Die iPre stellt dabei einerseits ein
wirksames Vorgehen zur Reduktion des I/R-Schadens im Tiermodell dar, weist aber
andererseits wie bereits unter Abschnitt 4.2.1 erértert nur geringe klinische Bedeutung
auf. Aus diesem Grund wurde erneut zusatzlich die iPost in den CMBK-Tieren
durchgefiihrt. Auch hier zeigte sich, dass der kardioprotektive Effekt der mechanischen
Konditionierung in den CMBK-Mutanten signifikant abgeschwacht war (Abbildung 44A).
Stellt man die Reduktion der InfarktgréRen der globalen und der CMBK-KO und ihrer
Kontrollgruppen nach iPost direkt gegentiber (Abbildung 44B), so ist in den globalen BK-
KO eine verbleibende Restprotektion der Intervention (ca. 10 %) verglichen mit der I/R-
Bedingung ohne Konditionierung erkennbar. Naheliegend ist, dass dieser Effekt Gber
Katp-Kandle (sarcKate und/oder mitoKare) vermittelt wird. Dies kdnnte durch
pharmakologische Hemmung des mitoKarp-Kanals mit 5-Hydroxydecanoat bzw. des
sarcKarp-Kanals mit HMR-1098 (Fryer et al. 2000, Salloum et al. 2006, Wang et al. 2013)
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zusatzlich zur iPost in den globalen BK-Mutanten bestétigt werden. Des Weiteren stellte
sich die InfarktgroRenreduktion in den CMBK-KO ausgepragter als in den Tieren mit einer
globalen Deletion des BK-Kanals dar. Dies impliziert, dass neben der mitoBK-Fraktion
weitere BK-Kanéle bei der iPost zumindest eine untergeordnete Rolle spielen kénnten.
Die globalen BK-Knockoutmause entwickeln beispielsweise eine Hypertonie und eine
Aldosteroniberproduktion (Sausbier et al. 2005). Beide Parameter kdnnen unabhangig
voneinander den I/R-Schaden und die Kardioprotektion durch iPost beeinflussen. So
konnte bereits gezeigt werden, dass die Gabe von Aldosteron in Hunden einen negativen
Einfluss auf die Auswirkungen einer Ischdmie ausibt (Fujita et al. 2005). Unterstitzend
konnte die Arbeitsgruppe um Thomas Krieg nachweisen, dass die kardioprotektiven
Effekte der Mineralkortikoidrezeptorantagonisten Canrenoat und Eplerenon, am Ende der
ischamischen Phase appliziert, Uber die gleichen Signalwege zur Kardioprotektion fihren
wie die mechanische Konditionierung (Schmidt et al. 2010). In isolierten globalen
BK-Knockoutherzen zeigte sich trotz einer Konditionierung wéhrend der Reperfusion
keine Anderung der koronaren Flussrate, wohingegen die iPre in den Wildtypmausen eine
deutliche Verbesserung der Koronardurchblutung bewirkte (Soltysinska et al. 2014). An
diesem Phanomen kdnnte der glattmuskulare BK-Kanal beteiligt sein, dessen Deletion in
den globalen BK-KO moglicherweise auch eine Dilatation der Koronargefal3e verhindert
und somit die Vulnerabilitdt dieser Tiere trotz konditionierendem Stimulus erhéht. Eine
Untersuchung, ob die koronare Flussrate auch in mitoBK-defizienten Mausen nach iPre

verbessert ist, konnte diese Theorie bestatigen.

4.2.4 Die pharmakologische Modulation des BK-Kanals beeinflusst die
InfarktgrofRe im I/R-Modell

Die Bedeutung des mitoBKs fiur die kardioprotektive Signaltransduktion im akuten
Myokardinfarktmodell pradestiniert ihn als ein potentielles Arzneimitteltarget zur Reduktion
der I/R-Schéaden.

Um die durch genetische Manipulation erhaltenen Ergebnisse nochmals pharmakologisch
zu verifizieren, wurde den CMBK-Tieren der BK-Kanalblocker Paxilline verabreicht. Dabei
wurde Paxilline (8 mg/kg) 25 min vor Beginn der Reperfusion appliziert, so dass von
einem Anfluten des Wirkstoffes zum Zeitpunkt der LCA-Eréffnung ausgegangen werden
konnte (siehe Abschnitt 2.5.3.7). Fir diese Versuche wurde Paxilline verwendet, da es im
Vergleich zu Iberiotoxin membranpermeabel ist, und somit auch intrazellulare BK-Kanéle
effektiv blockieren sollte. Generell ist natirlich zu bedenken, dass Paxilline kein mitoBK-

selektiver Inhibitor ist, sondern potentiell ubiquitar BK-Kanéle im Organismus blockiert.
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Zusatzlich wurde fur Paxilline eine Hemmung von SERCA in vitro postuliert, die in den im
Rahmen der I/R-Versuche eingesetzten Konzentrationen moglicherweise relevant ist
(Bilmen et al. 2002). Paxilline hatte in den CMBK-KO jedoch keinen Einfluss auf den
I/R-Schaden, was die Vermutung aufwirft, dass die Paxilline-vermittelte SERCA-Blockade
sowie die pharmakologische Hemmung von kanonischen BK-Kanéalen zumindest in vivo
nur eine untergeordnete Rolle auf die basale I/R-Vulnerabilitat spielt. Die Tatsache, dass
die Gabe von Paxilline die InfarktgroRe in den Kontrolltieren auf Knockoutniveau
ansteigen lasst (Abbildung 45), bringt auRerdem Klarheit in eine bislang sehr kontrovers
gefuihrte Diskussion. In der Literatur sind sowohl direkte negative Auswirkungen von
Paxilline auf das Uberleben von hypoxischen Kardiomyozyten als auch Paxillineeffekte,
die erst durch eine fehlende Konditionierung bei Koapplikation mit Sildenafil im
Langendorfimodell beobachtet werden konnten, beschrieben (Borchert et al. 2011,
Behmenburg et al. 2015). Diese vorangegangenen Studien wurden jedoch an
Kardiomyozyten bzw. isolierten Herzen durchgefiihrt und die ex vivo eingesetzten
Konzentrationen von 1 pM (Behmenburg et al. 2015) bzw. 2 puM (Borchert et al. 2011)
unterscheiden sich deutlich von den in dieser Arbeit sowie in der Literatur (Imlach et al.
2008, Lai et al. 2014) in vivo verwendeten Konzentrationen von ca. 300 uM (8 mg/kg,
Umrechnung siehe Abschnitt 2.5.3.7). Ein Einfluss des DMSO-haltigen Ldsungsmittels
konnte durch geeignete Kontrollexperimente ausgeschlossen werden (Abbildung 45).
Anhand der im Zuge dieser Dissertation gewonnenen Befunde kann somit postuliert
werden, dass der mitoBK, im Gegensatz zum mitoKare- bzw. sarcKarp-Kanal (Suzuki et al.
2002, Gumina et al. 2003, Wang et al. 2015), bereits bei I/R ohne konditionierenden
Stimulus eine wichtige Rolle tbernimmt.

Von groRerem pharmakologischem Interesse ist natiirlich die Offnung des mitoBKs mit
dem Ziel, die negativen Auswirkungen eines akuten Myokardinfarkts zu reduzieren.
Hierfir wurde der zurzeit spezifischste BK-Kanaloffner NS11021, fur den bereits einige
positive ex-vivo-Studien vorliegen (Bentzen et al. 2009, Wojtovich et al. 2013), im akuten
Myokardinfarktmodell erstmals in vivo getestet. Die selektive Aktivierung von
mitochondrialen Ca?*-abhangigen Kaliumkanalen mit NS11021 moduliert sowohl die
K*-Aufnahme in das Mitochondrium als auch dessen Volumen, wobei das
Membranpotential aufrechterhalten wird (Aon et al. 2010). Diese Eigenschaften sind laut
der Arbeitsgruppe um Brian O’Rourke vermutlich entscheidend fur die kardioprotektiven
Effekte von NS11021, in dessen Gegenwart die oxidative Phosphorylierung auch wahrend
der Regenerierung von metabolischem Stress aufrechterhalten bleibt (Aon et al. 2010).
Da Informationen zur Pharmakokinetik von NS11021 sehr limitiert sind, wurde als
Applikationsart zunéchst die intravendse Injektion gewahlt. Diese stellte sicher, dass der

Wirkstoff direkt im Blut verfigbar war. Die Applikation von NS11021 erfolgte finf Minuten

159



DISKUSSION

vor dem Beginn der Reperfusion, so dass genug Zeit fur eine Distribution des Wirkstoffes
in das kardiale Gewebe, jedoch nur ein geringes Fenster flr Metabolisierungsprozesse
zur Verfugung stand. Die gewahlte Dosierung von 92 pg/kg entsprach der in vitro
eingesetzten Konzentration von 3 uM (unveréffentlichte Daten von Prof. Dr. Sgren-Peter
Oelsen, University of Copenhagen; Bentzen et al. 2009). Uber diesen Applikationsweg
verabreicht ging von NS11021 jedoch kein InfarktgréRen-limitierender Effekt aus
(Abbildung 46A). Eine Erklarung hierfir kénnte sein, dass der BK-Kanaldffner seinen
Wirkort in den Kardiomyozyten nicht erreicht hatte beispielsweise aufgrund einer hohen
PlasmaeiweifRbindung, einem rasanten Abbau in inaktive Spaltprodukte oder einer
aullerst hohen Eliminationsrate. Um diese potentiellen Beeintrachtigungen der
Wirkspiegel zu verringern, wurde die Applikationsart auf intraatrial geandert. Hier zeigte
NS11021 dosisabhangig zwei Effekte. Einerseits konnte mit der Applikation von 92 pg/kg
eine beeindruckende Reduktion der Infarktgrof3e in den CMBK-CTR erreicht werden.
Andererseits verstarb ca. ein Drittel der operierten Tiere wahrend der 120-minltigen
Reperfusion (Abbildung 46A+B). Da sowohl CMBK-KO als auch -CTR die
Reperfusionsphase nicht Uberlebten, deutete dies auf eine mitoBK-unabhéngige Toxizitat
hin. Die leicht erhohte Sterbequote der CMBK-KO liegt vermutlich an der bereits basal
beeintrachtigten Herzfunktion (Abbildung 39) sowie der erhdhten Vulnerabilitdt dieser
Tiere gegeniuber dem I/R-Schaden (Abbildung 41). Die toxischen Nebeneffekte des
BK-Kanal6ffners NS11021, die sich vor allem durch eine Bradykardie bis hin zum
Herzstillstand &uRerten, konnten durch eine zusatzliche Inhibition kardialer
L-Typ-Ca?*-Kanale bedingt sein, die bereits fir NS1619 beschrieben sind (Park et al.
2007). In isolierten Mitochondrien konnte zudem beobachtet werden, dass in
nanomolaren Konzentrationen die kardioprotektiven Effekte von NS11021 Paxilline-
sensitiv. waren. Im mikromolaren Bereich hingegen filhrte NS11021 zu einer
Depolarisation der Mitochondrienmembran, die weder Kalium-abh&angig noch sensitiv fur
Paxilline war (Aon et al. 2010). Als weiteren BK-Kanal-unabhangigen Mechanismus
beobachteten Miguel A. Aon und Mitarbeiter, dass NS11021 (1 uM) eine Reduktion des
respiratorischen Kontrollindex (Quotient State 3/State 4 der Atmungskette), der eine
Aussage Uber die Kopplung zwischen Substratoxidation und ATP-Bildung ermdglicht,
bedingt. Im Gegensatz dazu verminderte die Aktivierung des BK-Kanals mit NS11021 im
nanomolaren Bereich den State 4 und fihrte damit zu einer Verbesserung des
respiratorischen Kontrollindex (Aon et al. 2010). Die Konzentrationsabhangigkeit der
NS11021-Effekte konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch in vivo durch die
Reduktion der urspriinglich applizierten Dosis um den Faktor 10 auf 0,3 pM bestatigt
werden. Von dieser Konzentration ging bei einer Uberlebensrate von 100 % eine

signifikante, wenn auch im Vergleich zu der Konzentration von 3 pM geringer
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ausfallenden Reduktion der Infarktgrof3e in den CMBK-Kontrolltieren aus (Abbildung 46C).
Der leicht protektive Einfluss von NS11021 in den CMBK-Mutanten geht vermutlich auf
die beschriebene BK-Kanal-unabhéngige Depolarisation der Mitochondrienmembran
sowie auf die Beeinflussung des respiratorischen Kontrollindex zurtick (Aon et al. 2010).
Im Rahmen dieser Dissertation konnte somit zum ersten Mal eine
konzentrationsabhangige Reduktion der InfarktgroRe mit NS11021 in vivo gezeigt werden.
Neben den fehlenden Studien zur Pharmakokinetik und -dynamik ergibt sich aus den
beobachteten toxischen Nebenwirkungen erheblicher Optimierungsbedarf bevor an die
Translation der Befunde in ein klinisches Setup gedacht werden darf. Zusétzlich muss
bedacht werden, dass eine ubiquitare Offnung des BK-Kanals, insbesondere bei einer
chronischen Aktivierung, auch pathologische Mechanismen in anderen Geweben
beeinflussen und damit beispielsweise das Auftreten von generalisierten Epilepsien und
paroxymalen Dyskinesien oder die Migration von Tumorzellen beginstigen kann (Du et al.
2005, Edalat et al. 2016).

4.2.5 Die Ausschaltung des mitoBKs beeinflusst die ROS-Bildung wéhrend
I/R

Die ROS lUbernehmen eine duale Rolle. Zum einen fungieren sie unter physiologischen
Bedingungen als ein wichtiges Signalmolekdl innerhalb der Zelle. Zum anderen schadigen
sie redoxsensitive Strukturen und leiten damit Zelltod-induzierende Prozesse ein
(O'Rourke et al. 2005). Mitochondriale ROS stellen dabei ein Schlisselelement fiir die
mitochondriale Dysfunktion und Pathologie verschiedener kardiovaskularer Erkrankungen
wie Arteriosklerose, kardiale Hypertrophie, chronische Herzinsuffizienz, ventrikulére
Umbauprozesse und I/R-Schaden dar (Sawyer and Colucci 2000, Morrell 2008,
Hausenloy and Yellon 2013). Die mitochondriale ROS-Bildung geht dabei primar von
Komplex | und Komplex Il der Atmungskette aus (Turrens 2003). Neuere Studien haben
einen Zusammenhang zwischen der mitochondrialen Atmungskette und der BK-
Kanalaktivierung gezeigt. Eine Offnung des Kanals mit NS1619 oder NS11021 fiihrte zu
einer Steigerung der Respiration (Heinen et al. 2007b, Bednarczyk et al. 2013).
Bednarczyk et al. 2013 konnten zudem in dieser Arbeit in Astrozytomzellen zeigen, dass
die BK-Kanaluntereinheiten direkt mit der Elektronentransportkette in der
Mitochondrienmembran assoziiert sind und dass eine gesteigerte Respiration den BK-
Kanal inaktivieren kann. Ob die Vulnerabilitdt der mitoBK-defizienten Mause gegenuber
I/R in Zusammenhang mit einer erhohten ROS-Generierung steht, wurde im Rahmen

dieser Arbeit in vivo untersucht. Eine elegante Mdglichkeit, die &uferst fliichtigen ROS im
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lebenden Organismus zu bestimmen, wurde von der Arbeitsgruppe von Michael P.
Murphy, Cambridge (UK) entwickelt (Cocheme et al. 2011). Hierbei wird die H,O2- und
ONOOr-abhangige Umwandlung von MitoB zu MitoP quantifiziert (Abbildung 24). Die
Akkumulation des Indikators MitoP in den Mitochondrien erlaubt daher eine Aussage Uber
die mitochondriale ROS-Generierung in einem bestimmten Zeitraum. Der signifikante
Anstieg an ROS insbesondere zu Beginn der Reperfusionsphase (siehe Abschnitt 1.2.2,
Abbildung 3) war in beiden Genotypen der CMBK-Tiere bei einem Vergleich der
Basalwerten und der Werte nach I/R zu erkennen (Abbildung 53). Der sGC-Aktivator
Cinaciguat, dessen kardioprotektive Wirkung tber den mitoBK vermittelt wird (Abbildung
50), fuhrte Uberraschenderweise in beiden Genotypen zu einer signifikanten Reduktion
der ROS-Spiegel nach der 120-minltigen Reperfusionsphase verglichen mit I/R
(Abbildung 53). Offensichtlich verhindert die pharmakologische Prakonditionierung tber
den cGMP-abhangigen Signalweg mittels Cinaciguat den massiven mitochondrialen ROS-
Anstieg. Die Wirkung von Cinaciguat/cGMP scheint hierbei jedoch mitoBK-unabhé&ngig zu
sein. Dieser Befund ist nur schwer mit der Erkenntnis, dass die CMBK-KO im
Infarktmodell nicht auf den kardioprotektiven Stimulus durch Cinaciguat ansprachen
(Abbildung 50), in Einklang zu bringen. Auch ohne den konditionierenden Stimulus
zeigten die mitoBK-Mutanten nur eine Tendenz zu erhéhten ROS-Spiegeln im Vergleich
zu ihren Wurfgeschwisterkontrollen. Mit der Normalisierung der ROS-Werte nach I/R
bezogen auf die jeweiligen Basalwerte konnte allerdings ein signifikanter Unterschied
zwischen den CMBK-KO und Kontrolltieren herausgearbeitet werden (Abbildung 54).
Damit konnten die Befunde aus der Literatur, die in isolierten kardiomyozytaren
Mitochondrien von globalen BK-KO nach Anoxie und Reoxygenierung deutlich erhéhte
ROS-Spiegel beobachteten (Soltysinska et al. 2014), zumindest teilweise bestatigt
werden. Das unterschiedliche Versuchsdesign, die Detektion der ROS mittels MitoB in
vivo einerseits und mittels Oxygraph in isolierten Mitochondrien andererseits, sowie
zusatzliche Kompensationsmechansimen in vivo konnen fur diese Diskrepanz
verantwortlich sein. Eine weitere Ursache konnte in der langen Reperfusionsphase, an
deren Ende die Herzproben und somit die ROS konserviert wurden, liegen, in der bereits
Abbauprozesse vorangeschritten sein kdénnten. Orientiert an den Veréffentlichungen der
Arbeitsgruppe um Michael P. Murphy wurde eine erste Messreihe mit einer verkirzten
Reperfusionszeit von 15 min durchgefihrt (Annex-Abbildung 7B). Entgegen der
Erwartungen lagen hier die ROS-Spiegel unter den Basalwerten und generell weit unter
den in der Literatur publizierten ROS-Werten bei kardialer I/R (Chouchani et al. 2014).
Dass zudem die CMBK-Knockouttiere geringere ROS-Spiegel zu Beginn der
Reperfusionsphase aufwiesen, lasst sich mit den bisherigen Erkenntnissen aus der

Literatur und den im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten nicht interpretieren und ist
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vermutlich auf die technischen und organisatorischen Schwierigkeiten beim
Versuchsablauf' zuriickzuftihren. Die erneute Durchfiihrung dieser Messreihe ist daher
essentiell.

Um die Moglichkeit auszuschlieRen, dass in den CMBK-Mutanten der Abbau der ROS
beeinflusst ist, wurde die Expression der Superoxiddismutasen, welche die wichtigsten
Enzyme fir die Degradation der ROS darstellen, untersucht (Abbildung 55). Hierbei
scheint die mitochondriale MnSOD primar fur die Disproportionierung der durch Komplex |
in der Matrix entstandenen Radikale und die CuzZnSOD fur die von Komplex Il
generierten ROS im Intermembranraum verantwortlich zu sein (Szewczyk et al. 2009).
Dass weder unter basalen Bedingungen noch nach I/R verénderte Expressionen der
MnSOD und der CuzZnSOD in den CMBK-KO und ihren Wurfgeschwisterkontrollen
beobachtet werden konnten (Abbildung 55), zeigte, dass Unterschiede in den ROS-
Spiegel nicht grundsatzlich auf ein verandertes Expressionsmuster der ROS-abbauenden
Enzyme  zurickzufihren sind. Allerdings lassen die hier durchgefiihrten
Proteinbestimmungen keine Aussage Uber die Aktivitat der Enzyme zu. Insbesondere die
MnSOD kann durch Phosphorylierungen und posttranslationale Modifikationen wie
Acetylierungen und Methylierungen in ihrer Aktivitat reguliert werden (Candas and Li
2014). Letztlich mussen zukinftig durchzufihrende Aktivitatsassays Aufschluss Uber die
ROS-Dynamik liefern. Hier wird sicherlich auch eine differenzierte Betrachtung der
Aktivitaten von Gesamt-ROS und SOD-Unterformen interessant. Erst kurzlich wurde eine
neue Biosensormaus prasentiert, die die differenzierte Analyse von kardiomyozytaren
Redoxmechanismen des Glutathionsystems in der mitochondrialen Matrix und im
Zytoplasma ermdglicht (Swain et al. 2016). Die Arbeitsgruppe um Dorthe M. Katschinski
zeigte in dieser Arbeit oxidative Veranderungen in der mitochondrialen Matrix, nicht aber
im Zytoplasma, von isolierten Kardiomyozyten 7 bzw. 14 Tage nach einer in vivo
induzierten permanenten Ligatur der LCA und unterstreicht damit erneut die Bedeutung

der Mitochondrien als primare ROS-Quelle beim akuten Myokardinfarkt.

4.2.6 Die mitoBK-abhéangige Kardioprotektion und das Reperfusion Injury
Salvage Kinase (RISK)-System

Die Aktivierung des RISK-Signalweges spielt bei der Konditionierung des Herzens eine
wichtige Rolle. So werden nach heutigem Kenntnisstand die kardioprotektiven Effekte der
mechanischen Konditionierung tber eine Phosphorylierung der Hauptkinasen des RISK-
Signalweges ERK und Akt vermittelt (siehe hierfir Abschnitt 1.5 und Abbildung 4). Auch

1 Zeitspanne von >4 Monaten zwischen der Aufarbeitung der Proben und deren LC-MS/MSAnalyse
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pharmakologische Mechanismen beispielsweise Uber Sildenafil vermittelt, induzieren die
Phosphorylierung von ERK in isolierten Mauseherzen unter I/R (Das et al. 2009). Der
RISK-Signalweg ist jedoch zudem in die protektive Signaltransduktion beim akuten
Myokardinfarkt ohne Konditionierungsstimuli involviert. Zu Beginn der Reperfusion kann
ein Anstieg in der Phosphorylierung der Haupteffektorkinasen ERK und Akt beobachtet
werden, welche mit der Zeit wieder abflacht (Nagata et al. 2015). Ob die Deletion des
mitoBKs und der daraus resultierende signifikant erhdhte I/R-Schaden durch eine
verminderte Aktivierung des RISK-Signalweges bedingt wird, wurde im Rahmen dieser
Arbeit im akuten Infarktmodell nach 30 min Ischamie und 10 min Reperfusion (I3o/R1o)
untersucht. Dabei zeigte sich die Expression der Mediatoren ERK und Akt des RISK-
Signalweges sowohl basal als auch nach Is/R10 unbeeinflusst von der kardiomyozytaren
Ausschaltung des BK-Kanals (Abbildung 56+57). Eine chronische Deletion des mitoBKs
fuhrt demnach nicht per se zu einer verénderten Proteinexpression dieser Faktoren. Bei
Betrachtung der Aktivitat der ,Survival®-Kinasen ERK und Akt im akuten
Myokardinfarktmodell zeigte sich nach Is/Rio ausschlieB3lich in den CMBK-Kontrolltieren
ein signifikant erhdhter Phosphorylierungsstatus der Kinasen (Abbildung 56+57). Die
CMBK-KO wiesen nur einen marginalen und nicht signifikanten Anstieg in den
Phosphorylierungen im Vergleich zu den basalen Leveln auf. Diese Ergebnisse
verdeutlichen die Signaltransduktionsmechanismen der mitoBK-abhéngigen
Kardioprotektion bei I/R. Vermutlich kann die Offnung der mitochondrialen BK-Kanéle zu
Beginn der Reperfusion bereits ohne einen konditionierenden Stimulus die in Abbildung 4
als ,Mediatorphase” beschriebene Signalkaskade (Uber derzeit noch unklare Signalwege)
aktivieren. Diese beinhaltet wie bereits in Abschnitt 1.5.1 erdrtert die Aktivierung der
zentralen Effektorkinasen ERK und Akt, die im phosphorylierten Zustand die GSK3p
phosphorylieren und damit die Offnung der Zelltod-induzierenden mPTP verhindern
(Costa et al. 2008). Um diesen Signalweg mechanistisch noch detaillierter aufzuklaren,
ware zum einen die Untersuchung der Phosphorylierungslevel von GSKf und PKCg von
groRem Interesse. Zum anderen sollte die Kinetik der Phosphorylierungsereignisse durch
Analyse zusatzlicher Zeitpunkte wahrend der Reperfusionsphase untersucht werden, da
nur so das maximale Ansprechen sowie Signaldauer und -ende erfassbar sind. Auch die
Beteiligung des RISK-Signalweges fir die iPost (Abbildung 44) und/oder cGMP-
abhangigen Signalwege (Abbildung 49+50) der Kardioprotektion durch den mitoBK muss
in zukUnftigen Studien noch verifiziert werden.

Der JAK-STAT3-Signalweg (JAK: Januskinase, STAT: signal transducers and activators
of transcription) zahlt neben dem RISK-Signalweg zu einem der wichtigsten ,pro-survival’-
Signhalwege wahrend I/R. Mauseherzen mit einer spezifischen Deletion von STAT3

zeigten signifikant erhéhte Infarktgrof3en, einen Anstieg apoptotischer Vorgénge und eine
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gesteigerte Mortalitat (Hilfiker-Kleiner et al. 2004). STAT3 ist zudem an Signhalprozessen
durch Konditionierungsstimuli zur Reduktion des I/R-Schadens beteiligt (Hattori et al.
2001, Xuan et al. 2001, Smith et al. 2004, Boengler et al. 2008). Erst in den letzten Jahren
wurde eine direkte Assoziation von STAT3 mit dem Komplex | der Atmungskette in den
Mitochondrien und dessen Einfluss auf die Respiration, Apoptoseregulation und die
Inhibierung einer Offnung der mPTP demonstriert (Boengler et al. 2010, Heusch et al.
2011). Ob eine Aktivierung des JAK-STAT3-Signalweges in Verbindung mit einer Offnung
des mitoBKs steht, wurde bislang noch nicht untersucht. Die Injektion von Granulozyten-
Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF, 10-100 pg/kg/d s.c. fir 5 Tage, (Harada et al.
2005)) in mitoBK-Mutanten im Myokardinfarktmodell unter Bestimmung der Aktivierung

von STAT3 und der InfarktgroRen kénnte hier interessante Erkenntnisse liefern.

4.3 Der mitoBK als Effektormolekil des kardioprotektiven
NO/cGMP/PKG I-Signalweges im akuten Myokardinfarkt

Die kardioprotektiven Wirkungen des NO/cGMP/PKG I-Signhalweges im akuten
Myokardinfarkt sind durch eine Vielzahl von in-vivo- und in-vitro-Studien belegt (siehe
Abschnitt 1.6.7). Die PKG | und die sGC stellen dabei Schlisselstrukturen in dieser
Signalkaskade dar. Dabei sind die an diesem Mechanismus beteiligten Downstream-
Effektormolekiile der PKG | weitestgehend unklar. Eine schematische Ubersicht der
postulierten Signaltransduktion ist in Abbildung 76 gezeigt.

Interessante in-vivo-Befunde demonstrieren eine Beteiligung der kardiomyozytaren PKG |
an protektiven Mechanismen wéahrend eines akuten Myokardinfarkts (Methner et al.
2013b). Eine Regulation der Expression der PKG | nach 30 min Ischdmie, gefolgt von 10
min Reperfusion war weder in den Kontrolltieren noch in den mitoBK-Mutanten zu
erkennen (Abbildung 47). Dafur zeigte sich ein leichter, genotypunabhangiger Anstieg in
der Phosphorylierung von VASP, einem weitverbreiteten Biomarker fir die Aktivitat der
PKG I. In Kardiomyozyten und isolierten Mitochondrien wurde im Jahr 2005 von der
Arbeitsgruppe um Stuart D. Critz gezeigt, dass eine Aktivierung der PKG | in der Offnung
mitochondrialer Karp-Kandlen, denen eine grol3e Rolle in der Protektion des Herzens vor
I/R-Schaden zugeschrieben wird, resultiert (Costa et al. 2005). Die vorliegenden Befunde
machen eine Anpassung und Erweiterung dieses Modells um den mitoBK als weitere
Komponente der kardioprotektiven Wirkungen von cGMP notwendig. Unberthrt davon ist
die These, dass der cGMP-abhangige Signalweg den mitochondrialen K*-Kanalen

vorgeschaltet ist.
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Abbildung 76: Darstellung der kardioprotektiven cGMP-abhéngigen Signalkaskade

Das von NOS gebildete gasférmige NO diffundiert in die Kardiomyozyten, bindet und aktiviert die sGC, welche
global in Kardiomyozyten verfiigbares cGMP bildet. cGMP wiederum aktiviert die PKG |, die ihrerseits die
Offnung des mitoBKs stimuliert. PDEs férdern die Hydrolyse von ¢cGMP zu 5-GMP. 5“GMP: Guanosin-5'-
monophosphat; cGMP: zyklisches Guanosin 3',5'-monophosphat; eNOS: endotheliale NO-Synthase; NO:
Stickstoffmonoxid; NPs: natriuretische Peptide; pGC: membranstéandige Guanylatzyklase; PKG I: cGMP-
abhéangige Proteinkinase Typ I; sGC: l6sliche Guanylatzyklase.

Ein weiterer PKG I-vermittelter Mechanismus zur Reduktion des I/R-Schadens bei iPost
ist die verzogerte Phosphorylierung des sarkoplasmatischen Proteins Phospholamban
(PLN), das die Ca?-Aufnahme ins SR steuert (Abdallah et al. 2005, Bibli et al. 2015,
Inserte and Garcia-Dorado 2015). Die Phosphorylierung von PLN durch die PKA und die
Ca?*/CaM-abhéangige Proteinkinase fordern die Bildung von zellschadigenden Ca?*-
Oszillationen zu Beginn der Reperfusion (siehe Abschnitt 1.2.2, (Siegmund et al. 1997,
Inserte and Garcia-Dorado 2015)). Da der PKG I/PLN-Signalweg wahrscheinlich ohne
Beteiligung mitochondrialer K*-Kandale ablauft (Bibli et al. 2015), wurde er im Zuge dieser

Dissertation nicht weiter untersucht.

Die Bedeutung der kardiomyozytaren sGC ist weitgehend unbekannt, da durch die
pleiotropen Effekte der sGC-Modulatoren keine Ruckschlisse auf das entsprechende
Molekdl in den Kardiomyozyten gezogen werden kann. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit
war daher die Untersuchung von Mausen mit einer Kardiomyozyten-spezifischen Deletion
der sGC.
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4.3.1 Die kardiomyozytdare sGC ist eine wichtige Komponente der

Blutdruckregulation

Im kardiovaskularen System ist die sGC fir die Relaxation der glatten Muskulatur von
Bedeutung. lhre genetische Ausschaltung induzierte in Mausen einen massiven Anstieg
des systolischen Blutdrucks um knapp 30 mmHg (Groneberg et al. 2010). Eine globale
Deletion der ai-Isoform verursachte hingegen nur ca. 25 % dieser Blutdruckerhéhung
(Mergia et al. 2006). Durch die pharmakologische Blockade der NOS mittel L-NAME
konnte die Bedeutung der sGC fur den Blutdruck bestétigt werden (Abbildung 51+72).
Interessanterweise spielt auch das sGC-Holoenzym in Kardiomyozyten fir die
Blutdruckregulation eine Rolle, denn die Deletion der kardiomyozytaren sGC fihrte zu
einer signifikanten Erh6hung des systolischen und diastolischen Blutdrucks um jeweils ca.
10 mmHg (Abbildung 69A+B). Die telemetrische Blutdruckmessung wurde hier wie bereits
in den CMBK-Tieren fur eine bessere Vergleichbarkeit der Daten ausschlielich an
mannlichen Tieren durchgeflihrt. Dass neben dem Hintergrund auch das Geschlecht auf
den Blutdruck einen bedeutenden Einfluss haben kann, wurde bereits in sGCa;-
Knockoutmausen gezeigt, wo nur maéannliche Tiere einen Androgen-abhangigen
Blutdruckanstieg von ca. 20 mmHg aufwiesen (Buys et al. 2008). Die observierten
Blutdruckanstiege der Kardiomyozyten-spezifischen sGC-KO konnten durch den Wegfall
des modulatorischen Einflusses der sGC-1 (aif:-Isoform) auf die Herzfunktion bedingt
sein. So konnten im Langendorffmodell nach globaler sGCuai-Deletion positiv inotrope und
lusitrope Effekte beobachtet werden (Sips et al. 2011). Der NO/sGC/cGMP-Signalweg ist
dabei an der myokardialen Kontraktilitét beteiligt (Rastaldo et al. 2007). Die Arbeitsgruppe
um David A. Kass konnte mit ihren Untersuchungen an speziellen eNOS-Knockoutmause,
in denen erst die eNOS global deletiert und anschlie3end die kardiomyozytare eNOS
mittels adenoviraler Transfektion wieder in das Genom eingebracht wurde, zeigen, dass
auch kardiomyozytar-gebildetes NO eine wichtige Rolle fir die Herzfunktion in vivo spielt
(Champion et al. 2004). Niedrige NO-Spiegel fiuihren Uber eine verringerte sGC-
Aktivierung/cGMP-Bildung zu einer verstarkten Inhibition der PDE3, was in einer
Akkumulation von cAMP in den Herzmuskelzellen resultiert (siehe hierfir auch Abschnitt
1.6.4, (Kojda et al. 1996, Kojda 2001)). Die cAMP-abhéngige Aktivierung der PKA flhrt
letztlich zur Offnung Ryanodin-sensitiver Ca?*-Kanale und damit zur positiven Inotropie
(Marx et al. 2000). Die auf der verringerten kardiomyozytdren cGMP-Bildung basierenden
positiv inotropen Effekte missen in den CMsGC-Knockoutmausen so stark ausgepragt
sein, dass keine Kompensation des daraus resultierenden Hypertonus durch die Niere
oder WiderstandsgefalRe moglich ist. Die Herzfrequenz war in den CMsGC-KO allerdings
nur in der aktiven Phase der Tiere leicht beeintrachtigt (Abbildung 69D). Die Bestimmung

von  Herzfunktionsparametern, insbesondere der Verkirzungsfraktionen  und
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Auswurffraktionen, in den CMsGC-Mausmutanten mittels echokardiographischer oder
Druck-Volumen-Messungen ware notwendig um die Rolle der kardiomyozytaren sGC bei
der myokardialen Kontraktilitdt in vivo zu untersuchen und damit den beobachten

Blutdruckphénotyp erklaren zu kdnnen.

4.3.2 Die Reduktion des I/R-Schadens durch iPost ist CMsGC-abhangig

Da in dieser Arbeit neben dem mitoBK die Rolle der kardiomyozytdren sGC beim akuten
Myokardinfarkt im  Fokus stand, wurden die CMsGC-Tiere dem akuten
Myokardinfarktmodell unterzogen. Hierbei zeigte sich nach 30-mindtiger Ischdmie und
120-minutiger Reperfusion kein Unterschied in der Infarktgrof3e zwischen den CMsGC-KO
und ihren Wurfgeschwisterkontrollen. Analoge Befunde wurden nach Deletion der im
Herzen dominanten ai-Untereinheit im Langendorffmodell erhoben (Sips et al. 2011). Sips
und seine Kollegen postulierten in dieser Studie zudem, dass die sGC-1-Isoform nicht in
die Signalkaskade der iPre involviert ist, da die sGCua-defizienten Herzen gut auf den
mechanischen Konditionierungsstimulus reagierten. Eine kompensatorische
Hochregulation der verbleibenden sGC-2 (azpi-Isoform) konnten sie dabei nicht
beobachten. Im Gegensatz dazu implizieren die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen in-
vivo-Befunde, dass die kardiomyozytare sGC fir die Kardioprotektion durch iPost
essentiell ist (Abbildung 70). In diesen Mausen wurde durch Ausschaltung der p:-
Untereinheit der sGC sowohl das sGC-1- als auch das sGC-2-Holoenzym selektiv in den
Kardiomyozyten ausgeschaltet. Denkbar ist, dass die geringe kardiale Expression der
sGC-2 in dem sGCai-Knockoutmodell von Sips et al. 2011, welches zum Funktionsverlust
der sGC-1 flhrt, ausreicht um den kardioprotektiven Stimulus zu vermitteln. Wie bereits
unter Abschnitt 1.6.3.1 beschrieben, kann die sGC-2 einige Dysfunktionen, die durch eine
globale sGCas-Deletion verursacht werden, kompensieren (Mergia et al. 2006). Dass die
Signalkaskaden der iPre und iPost grundsatzlich Uber unterschiedliche Mechanismen
vermittelt werden ist eher unwahrscheinlich. Hierfur fehlen zum einen Hinweise aus der
Literatur und zum anderen sprechen die im nachfolgenden Abschnitt 4.3.4 diskutierten
Befunde zur Rolle der sGC-Modulatoren bei I/R dagegen. Die Befunde aus der
vorliegenden Arbeit zur mechanischen Konditionierung in den CMsGC-Tieren stehen im
Kontrast zu einigen Studien mit dem sGC-Inhibitor ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
ajquinoxalin-1-one), dessen hemmende Wirkung auf die Kardioprotektion durch iPre und
iPost allgemein umstritten ist. (Penna et al. 2006, Sips et al. 2011, Methner et al. 2013b,
Sun et al. 2013). Die Inhibierung der sGC mit ODQ erfolgt durch Oxidierung des

Hameisens, eine Reaktion, die nach ODQ-Applikation wahrscheinlich nicht spezifisch fur
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die Hamgruppe der sGC ist (Zhao et al. 2000a), weshalb der sinnvolle Einsatz der

Substanz in in-vivo-Studien generell fraglich ist.

Der Vergleich der sGC- und mitoBK-defizienten Kardiomyozytenmodelle mit der
Ausschaltung der PKG | in den Kardiomyozyten (Methner et al. 2013b) bei I/R * iPost,
liefert ein interessantes Bild. So hatten die Deletionen der sGC und der PKG | in den
Kardiomyozyten keinen Einfluss auf die GroRe des basalen I/R-Schadens, wohingegen
die mitoBK-defizienten Herzen signifikant erhohte Infarktgrof3en aufwiesen. Diese
Befunde legen die Vermutung nahe, dass eine Dysfunktion des NO/cGMP/PKG I-
Signhalweges nicht grundsatzlich die Vulnerabilitat der Herzen gegeniber I/R erhoht. Die
schitzende Wirkung des BK-Kanals in vivo erfolgt demnach in dem akuten
Myokardinfarktmodell (ohne Konditionierung) cGMP-unabhéangig. Eventuell erfolgt die
Aktivierung des mitoBKs unter diesen Bedingungen Uber andere Mechanismen. Denkbar
ist eine direkte Stimulation Uber die bei I/R erhohten Ca?*-Konzentrationen sowie tber den
RISK-Signalweg. Die Postkonditionierung zeigte sich in der vorliegenden Arbeit sowohl
mitoBK- als auch CMsGC-abhéangig. Dagegen konnte die Arbeitsgruppe um Thomas
Krieg in ihren Studien keine Evidenz fir die Beteiligung der CM-PKG | finden und
postulierte eine mogliche Kompensation der kardiomyozytaren PKG | durch andere
Isoformen, vergleichbar der sGC-lsoformen im Herzen (Methner et al. 2013b). Des
Weiteren kdnnte auch eine hohe Kompartimentalisierung der beteiligten Komponenten in
den Kardiomyozyten (Castro et al. 2006) und damit die subzellulare Lokalisation der
cGMP-Bildung bei I/R eine wichtige Rolle spielen (siehe auch Abschnitt 4.3.3).

Weitere Evidenzen fur einen Zusammenhang zwischen dem mitoBK und der kardialen
NO/cGMP/PKG I-Signalkaskade bei I/R in vivo (Abbildung 76), wurden im Zuge dieser
Arbeit mittels pharmakologischer Modulation der PDEs und der sGC sowie der NOS
generiert (siehe Abschnitte 4.3.3-5).

4.3.3 Infarktlimitierende Effekte der pharmakologischen PDE5-Hemmung

ha&ngen von der kardiomyozytédren sGC und dem mitoBK ab

Neben dem Einsatz zur Behandlung der erektilen Dysfunktion ist das Interesse an
Sildenafil zur Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen stark gestiegen. Im Jahre
2006 erhielt der Wirkstoff die Zulassung fur die Therapie der pulmonalen arteriellen
Hypertonie. Wahrend im Tierversuch bereits eine deutliche Reduktion des I/R-Schadens
gezeigt werden konnte (Salloum et al. 2007, Das et al. 2009, Methner et al. 2013b),
Uiberzeugte Sildenafil in klinischen Studien bisher kaum (Andersen et al. 2013). Um diese

Diskrepanz zu verstehen, ist es von immenser Bedeutung die genauen Wirkmechanismen
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von Sildenafil beim akuten Myokardinfarkt zu identifizieren. Die PDES ist im Herzen neben
anderen PDEs an der Hydrolyse von cGMP beteiligt, welchem eine wichtige Rolle in der
kardioprotektiven Signaltransduktion zugeschrieben wird (Abbildung 76). Die Injektion des
PDE5-Hemmers Sildenafil fuhrt folglich zu einer Aktivierung des cGMP/PKG I-
Signalweges, dessen mitochondriales Effektorprotein vermutlich der mitoBK darstellt.
Erste in-vitro-Studien, in denen Paxilline-sensitive Sildenafileffekte bei I/R in isolierten
Langendorffherzen gezeigt wurden, wurden im Laufe des vorletzten Jahres veréffentlicht
(Behmenburg et al. 2015). Diese konnten im Zuge dieser Dissertation im akuten
Myokardinfarktmodell in globalen und in mitoBK-Knockoutméausen bestétigt werden, denn
sowohl die InfarktgrofRen der globalen als auch der mitoBK-Mutanten zeigten sich nach
Sildenafilgabe unveréndert, wohingegen die Wildtyp-/Kontrolltiere weitestgehend vor dem
I/R-Schaden geschitzt waren (Abbildung 33B+49A). Diese Daten lieferten damit den
ersten in-vivo-Beweis dafir, dass der mitoBK ein Effektormolekiul des Sildenafil-

induzierten Schutzmechanismus bei I/R darstellt.

Die Konditionierung mit Sildenafil zeigte sich interessanterweise auch von der
kardiomyozytaren sGC (Abbildung 71A) und der PKG | (Methner et al. 2013b) abhéngig.
Die Befunde fur eine Beteiligung der CM-PKG | implizieren, dass Sildenafil Uber eine
Aktivierung des cGMP/PKG I-Sighalweges kardioprotektiv wirkt. Es konnte bereits nach
Ischamie und Reoxygenierung gezeigt werden, dass sowohl eine Uberexpression der
PKG la als auch eine Sildenafil-induzierte Steigerung der PKG I-Aktivitat iber ERK- und
Akt-Phosphorylierung, sowie Inaktivierung der GSK3p letztlich zur Verschiebung des
Bacl-2/Bax-Verhaltnisses in Richtung des anti-apoptotischen Proteins Bacl-2 fuhrt (Das et
al. 2005, Das et al. 2006). Die Relevanz der CMsGC in dem Sildenafil-induzierten
Schutzmechanismus impliziert, dass zumindest basales oder NO-stimuliertes cGMP Uber
diesen Signalweg gebildet werden muss, damit Sildenafil Uber PDE5-Hemmung
kardioprotektiv wirkt. Dies steht in Einklang mit der Auffassung, dass cGMP in der Zelle
kompartimentalisiert vorliegt und lokale cGMP-Pools, welche durch die membransténdige
pGC gebildet werden, nicht den Ausfall des globalen, sGC-generierten cGMP-Pools
kompensieren kdnnen (Fischmeister et al. 2006). Die Bedeutung der cGMP-Pools bei I/R
sowie deren Kopplung an unterschiedliche subzellulare Strukturen wéaren mittels kirzlich
generierter cGMP-Sensormaussysteme bereits ex vivo untersuchbar (Gotz et al. 2014).
Wie bereits zu Beginn dieser Arbeit erortert, ist die Expression der PDES, dem vermutlich
priméren Arzneimitteltarget von Sildenafil, in den Kardiomyozyten durchaus umstritten
(Wallis et al. 1999, Kass et al. 2007, Lukowski et al. 2010). Alternativ konnte Sildenafil die
PDES5 in Endothelzellen und Myofibroblasten hemmen (Lukowski et al. 2014), was Uber
cGMP und einer Aktivierung der PKG | zur Freisetzung parakrin wirkender Mediatoren

und Signalmolekile fuhren koénnte, welche daraufhin in den Kardiomyozyten
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sGC-abhangig die Kardioprotektion auslosen koénnten. Fir diese Hypothese,
insbesondere fur die Sildenafil-induzierte Bildung von NO in den nicht-kardiomyozytaren
Zellen, gibt es bisher jedoch nur wenige konkrete Anhaltspunkte. Des Weiteren lasst sich
nicht ausschlieRen, dass es im Zuge der in dieser Arbeit durchgefihrten
Sildenafilapplikationen zur Hemmung weiterer PDEs in den Kardiomyozyten gekommen
ist (siehe hierflr auch 3.9.2). Bezogen auf das Gesamtblutvolumen der Maus betrug die
hier eingesetzte Sildenafilkonzentration ca. 67 nM. Aufgrund der intraatrialen Injektion
mussten jedoch deutlich hohere lokale kardiale Wirkspiegel angenommen werden.
Insbesondere eine zuséatzliche Blockade der kardiomyozytdren PDE1C mit einem
ICso-Wert von 400 nM erscheint damit plausibel (Lukowski et al. 2010). Vandeput et al.
postulierten bereits 2009, dass eine Vielzahl der beobachteten Sildenafilwirkungen in
Mausmodellen zu kardiovaskularen Erkrankungen auf eine Inhibition der PDE1
zuriickgehen (Vandeput et al. 2009). Da derzeit keine selektiven PDE1-Inhibitoren zur
Verfligung stehen, wurde zusatzlich noch die Wirkung des Wirkstoffes Tadalafil, einem
selektiven PDE5-Hemmer mit langerer Halbwertszeit, im akuten Myokardinfarktmodell
untersucht. Tadalafil bindet mit einer 10.000-fach h6heren Selektivitdt an die PDES als an
die PDEs 1-4 (Padma-Nathan 2003). Durch die intraperitoneale Applikation von Tadalafil
wurden hohe lokale Konzentrationen im kardialen Gewebe vermieden (siehe hierflr
2.5.3.7). Interessanterweise hatte Tadalafil die gleichen kardioprotektiven Effekte wie
Sildenafil (Abbildung 49B+71). So fuhrte Tadalafil in den Kontrolltieren zu einer
signifikanten Reduktion der InfarktgroBe, wohingegen in den CMsGC-KO keine
Kardioprotektion nachgewiesen werden konnte. Die Arbeitsgruppe um Rakesh C. Kukreja
demonstrierte 2009, dass die Tadalafil-induzierte Reduktion der InfarktgroRe von der
PKG I-vermittelten Generierung von Schwefelwasserstoff (H,S) abhangig ist (Salloum et
al. 2009). H,S wirkt im Tiermodell bei I/R kardioprotektiv und vermittelt seine Infarkt-
reduzierende Wirkung neben einer direkten Modulation der mitochondrialen Respiration
Uber eine Aktivierung von mitochondrialen K*-Kanalen (bisher: mitoKarp) (Elrod et al.
2007, Zhang et al. 2007b, Ji et al. 2008). Die Versuchsreihen mit dem sog. PDE5-
Hemmer Sildenafil sowie mit Tadalafil implizieren, dass die pharmakologische Pra- und
Postkonditionierung im akuten Myokardinfarktmodell CMsGC- und mitoBK-abh&ngig ist.
Die genaue Lokalisation der bei I/R relevanten PDE5 bleibt jedoch ungeklart und wurde

auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht.

Alternativ wird der bei I/R zum mitoBK signalisierende cGMP-Pool auch von der PDE3
(hier: PDE3B) kontrolliert. So zeigten PDE3B™-, nicht aber PDE3A"-Mause eine Paxilline-
sensitive Reduktion der InfarktgréRe. Unterschiede in der zellularen Lokalisation dieser

PDEs kénnten dabei ursachlich fir die Paxillinewirkung sein. So ist die PDE3A vor allem
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mit SERCA kolokalisiert, wohingegen die PDE3B in den T-Tubuli in unmittelbarer Nahe
der kardialen Mitochondrien vorkommt. (Chung et al. 2015)

Um Differenzen in der Hamodynamik der Mauslinien als Ursache fur die signifikanten
Unterschiede in den Infarktgrof3en nach Applikation der cGMP-erhdhender Substanzen
auszuschlieBen, wurden reprasentativ die Blutdruckdnderungen nach Tadalafilinjektion
bestimmt. Der Blutdruck wurde nach Tadalafilgabe tber ein Zeitintervall von 210 min,
welches dem Zeitfenster von der Injektion bis zum Ende der Reperfusion entsprach
(Abbildung 27A), telemetrisch ermittelt. Hierbei zeigte sich eine Reduktion des mittleren
arteriellen Blutdrucks um ca. 10 mmHg in den CMsGC- und mitoBK-defizienten
Mauslinien sowie in den jeweiligen Wurfgeschwisterkontrollen (Abbildung 49+71).
Hamodynamische Effekte kdnnen demnach als Ursache fiir die unterschiedlichen

Infarktareale nach Gabe der cGMP-erhdhenden Substanzen ausgeschlossen werden.

4.3.4 Die pharmakologische Modulation der sGC triggert mitoBK-abhéangige

Schutzmechanismen bei I/R

Die Entwicklung der sGC-Aktivatoren bzw. -Stimulatoren, zu deren wichtigsten Vertretern
Cinaciguat und Riociguat zéahlen, eroffnet neben der Kklinischen Bedeutung der
Substanzen auch neue Mdglichkeiten der Modulation des NO/cGMP/PKG I-Signalweges.
Wie Dbereits erortert, wurden beide sGC-Modulatoren bereits in in-vivo- und ex-vivo-
Studien auf ihre kardioprotektive Wirkung hin untersucht. Interessanterweise kdnnen
sowohl sGC-Aktivatoren als auch -Stimulatoren zu einer Reduktion der Infarktgréf3e
fuhren (Ockaili et al. 2008, Salloum et al. 2012, Methner et al. 2013b, Bice et al. 2014).

Fur den sGC-Stimulator Riociguat konnten Methner et al. 2013a zeigen, dass eine
einmalige intravendse Gabe finf Minuten vor Beginn der Reperfusion im Myokardinfarkt
sowohl zu einer akuten Reduktion der InfarktgréRe als auch nach einer 28-tagigen
Reperfusionsphase zu einer deutlich verbesserten kardialen Auswurffraktion fiihrt. Dabei
konnte die Kardioprotektion durch die Gabe des PKG-Inhibitors KT5823, nicht aber durch
den NO-Synthaseblocker L-NAME verhindert werden (Methner et al. 2013a). Dieser
Befund weist auf eine NO-unabhangige Stimulation der sGC, sowie eine weiterfihrende
Signaltransduktion Gber die PKG I, durch Riociguat bei I/R hin. Wie bereits unter Abschnitt
1.6.7 beschrieben ist die reduzierte Hamgruppe essentiell fir die sGC-Stimulation, die
sowohl NO-unabhéngig als auch synergistisch mit NO ablaufen kann (Friebe et al. 1996).
Die InfarktgrofRenreduktion durch die Riociguatinjektion konnte im Rahmen der
vorliegenden Studien in den CMBK-Kontrollméusen bestétigt werden (Abbildung 50).

Zudem konnte erstmals ein Zusammenhang zwischen einer Stimulation der sGC und dem
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mitoBK hergestellt werden, denn in den CMBK-KO war die Riociguat-vermittelte

Kardioprotektion deutlich reduziert.

Unter oxidativem Stress verschiebt sich das Redoxgleichgewicht der Hamgruppe von der
reduzierten Form (Fe?*) zur oxidierten Form (Fe®"). Dies geht mit einem Verlust des Hams
einher, weshalb eine Bindung von NO nicht mehr mdglich ist (Stasch et al. 2006, Roy et
al. 2008, Zhou et al. 2008). Im akuten Myokardinfarkt ist die Prasenz von ROS und der
damit verbundene oxidative Stress urséchlich fir einen groRen Prozentsatz des
entstehenden I/R-Schadens (siehe hierzu Abschnitt 1.3.2, (Heusch et al. 2008)). Daraus
ergibt sich die Annahme, dass wahrend der I/R das Gleichgewicht zu Gunsten der
oxidierten Form der sGC, die insensitiv fir die sGC-Stimulatoren ist, verschoben wird
(Bice et al. 2014). Ob diese Hypothese in vivo von Bedeutung ist, ist aufgrund der guten
kardioprotektiven Wirkung von Riociguat fraglich. Da auch die mitoBK-Mutanten mit
Riociguat eine leichte Reduktion der Infarktgrof3e zeigten, scheint der sGC-Stimulator
noch weitere Effekte zu vermitteln, die unabhangig von der kardiomyozytdren sGC
und/oder dem mitoBK sind. Urséachlich hierfir kdnnte zum einen die Stimulation weiterer,
nicht kardiomyozytarer sGCs sein. Zum anderen konnte die Arbeitsgruppe um Thomas
Krieg zeigen, dass die Injektion von Riociguat unmittelbar zu einer milden Reduktion des
systolischen Blutdrucks fuhrt (Methner et al. 2013a). Dies stellt einen wichtigen
Einflussfaktor fir die GroBe des I/R-Schadens dar, da eine langsamere
Wiederdurchblutung der Koronargefdl3e zu Beginn der Reperfusion den akuten Anstieg

von ROS unterbinden kdnnte.

Wahrend die sGC-Stimulatoren im oxidierten Zustand der sGC keine Wirkung zeigen,
konnen die sGC-Aktivatoren mit einer hohen Affinitat in die unbesetzte Hamtasche der
sGC binden und dadurch das Enzym stabilisieren. Dadurch bleibt die sGC auch im
oxidierten, NO-insensitiven Zustand funktional und ihr Ubiquitin-abhéngiger Abbau wird
verhindert. Die cGMP-erh6hende Wirkung der sGC-Aktivatoren ist dabei primar auf die
erhdhte Aktivitat der cGMP-bildenden sGC zurlickzufiihren, der Einfluss auf die cGMP-
degradierenden PDEs ist wahrscheinlich vernachlassigbar. (Stasch et al. 2006)

Somit erscheinen sGC-Aktivatoren prinzipiell besser geeignet fur die Therapie eines
Myokardinfarkts. Sowohl in den CMBK- als auch in den CMsGC-Kontrolltieren fihrte die
Applikation von Cinaciguat zu einer prominenten Reduktion der InfarktgroRe (Abbildung
50+73B). Dabei ergab der direkte Vergleich zwischen der Riociguat- und Cinaciguat-
Behandlungsgruppe der CMBK-CTR eine noch ausgepragtere Kardioprotektion und
geringere Schwankungen in der Infarkigrof3e innerhalb der mit dem sGC-Aktivator
behandelten Kohorte (Abbildung 50B). Abgesehen von den bereits ausgefihrten
pharmakodynamischen Effekten der Substanzen konnten auch die unterschiedlichen

Applikationsschemata Einfluss auf die Infarktareale haben. Die hier verwendeten
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Applikationsprotokolle orientierten sich dabei an bereits etablierten Schemata (Salloum et
al. 2012, Methner et al. 2013a). Cinaciguat wurde dementsprechend 30 min vor der
ischamischen Phase intraperitoneal injiziert, wohingegen Riociguat intravents unmittelbar
vor dem Beginn der Reperfusion verabreicht wurde. ldentische Anwendungen wurden
nicht untersucht, da der Fokus dieser Arbeit auf die Identifizierung von
Signalmechanismen und nicht auf pharmakokinetische und -dynamische
Wirkstoffuntersuchungen gelegt war.

Zusammengenommen deuten diese Befunde daraufhin, dass eine Stimulation bzw.
Aktivierung der sGC sowohl prakonditionierend als auch von grof3erer experimentell-
klinischer Bedeutung postkonditionierend das Herz vor [/R-Schaden schitzt. Die
Koadministration eines Stimulators mit einem Aktivator um gleichzeitig die reduzierte und
die oxidierte Form der sGC zu adressieren, zeigte in der Literatur keine weiteren positiven
Effekte (Bice et al. 2014). Die Applikation von Cinaciguat in den CMsGC-KO verifiziert
dabei die Bedeutung der endogenen sGC in den Kardiomyozyten fir die
pharmakologische Kardioprotektion. Eine Reduktion der Infarktgro3e mit Cinaciguat durch
die Aktivierung der sGC war dementsprechend nur in den CMsGC-CTR beobachtbar
(Abbildung 73B). Die bis dato durchgefihrten pharmakologischen Studien konnten eine
Beteiligung der sGCs in weiteren Zelltypen wie beispielsweise in Endothelzellen nicht
ausschlie3en. Dies ist in Einklang mit den Befunden von Methner et al., die die protektive
Wirkung von Cinaciguat in Abhangigkeit der kardiomyozytaren PKG | demonstrierten
(Methner et al. 2013b).

Der mitochondriale BK-Kanal konnte auch in diesem Setup als Effektormolekil der
zytosolischen Signalkaskade identifiziert werden. In den mitoBK-defizienten Tieren war
kein schiitzender Effekt durch die Applikation des sGC-Aktivators zu erkennen (Abbildung
50, rechts). Damit lasst sich bei I/R ein direkter Zusammenhang zwischen der
kardiomyozytaren sGC und dem mitoBK postulieren. Ob eine Reduktion der InfarktgroRe
durch eine pharmakologische Offnung des mitochondrialen BK-Kanals in den CMsGC-
defizienten Mausen mdglich ist, wurde in einem weiteren Setup untersucht. Hierbei zeigte
sich, dass die kardioprotektiven Effekte des BK-Kanaltffners NS11021 unabhangig von
der kardiomyozytaren sGC vermittelt werden (Abbildung 74). Dieser Befund bestétigt,
dass der mitoBK der postulierten cGMP-abhangigen Signalkaskade nachgeschaltet ist.
NS11021 wirkt Uber eine Erhohung der spannungsabhangigen Offnungs-
wahrscheinlichkeit des BK-Kanals bei negativen Potentialen (Bentzen et al. 2007). Dieser
kardioprotektive Mechanismus ist offensichtlich unabhangig von einer Modulation des
mitoBKs durch den NO/cGMP/PKG I-Signalweg (siehe Abschnitt 4.3.2) und bleibt daher

auch nach der Deletion der kardiomyozytaren sGC intakt.

174



DISKUSSION

4.3.5 Kardioprotektionen durch iPost und Sildenafil sind abhangig von

einer funktionalen NO-Synthase

Bislang wurden die kardiomyozytare sGC sowie deren potentielle Effektoren (hier: PKG |
und mitoBK) im Kontext des I/R-Schadens betrachtet. Inwiefern die beobachteten
kardialen Phanotypen von der Bildung des endogenen Botenstoffs NO abhangen, sollte
mittels L-NAME, einem Inhibitor der konstitutiven NO-Synthasen, untersucht werden. Die
Messung des Blutdrucks unter L-NAME bestatigte die Wirkung in der verwendeten
Applikation von 5 mg/ml im Trinkwasser fur 4-5 Tage. Der bereits in der Literatur
beschriebene Blutdruckanstieg konnte sowohl in den CMsGC- als auch in den CMBK-
Tieren in beiden Genotypen observiert werden (Abbildung 51B+72B). Dieser lasst sich
eindeutig auf die Blockade der NOS zurlUckzufthren, die unter physiologischen
Bedingungen durch die Bildung von NO eine bedeutende Rolle fir die Blutdruckregulation
spielt (Huang et al. 1995). Die Behandlung mit L-NAME fiihrte zudem zu einer deutlichen
Reduktion der Herzfrequenz (Abbildung 51D+72D). Ein Ausl6éser hierfir kdnnte eine
kompensatorische Aktivierung des Barorezeptorreflex als Antwort auf den erhéhten
Blutdruck darstellen (Obst et al. 2006). Des Weiteren wird ein direkter Einfluss von
L-NAME auf die Regulation der Herzfrequenz im Sinusknoten postuliert. NO hat dabei
vermutlich einen direkten stimulatorischen Effekt auf die Aktionspotentialgenerierung am
Sinusknoten (Musialek et al. 1997). Dieser Effekt konnte in Mausen durch die spezielle
anatomische Lage des Sinusknotens an der Stelle in der Vena cava superior, wo sie in
das rechte Atrium zweigt, noch ausgepragter sein, da Faktoren, die dem Blutfluss folgen,
einen direkten Einfluss auf die Zellen am Sinusknoten austiben kénnten (Janssen and
Smits 2002). Bei einer genaueren Betrachtung der Blutdruckwerte der CMBK-Tiere fallt
auf, dass sich die Blutdruckwerte zwischen den CMBK-KO und ihren Kontrolltieren, die
sich unter physiologischen Bedingungen noch signifikant unterschieden, unter L-NAME
annahernd identisch waren (Abbildung 51). Eine mégliche Schlussfolgerung ist, dass die
Kontrolltiere Uber einen besseren Kompensationsmechanismus bei Blutdruck-
schwankungen verflugen. Alternativ kdnnten die Unterschiede in den Blutdruckwerten
unter physiologischen Bedingungen bereits durch erhéhte NO-Spiegel ausgeldst werden,
was letztlich in einer héheren L-NAME-Sensitivitdt der CMBK-KO resultieren wiirde (siehe
hierfiir auch Abschnitt 4.2.2). Um dieser Vermutung nachzugehen, ware es notwendig die
endogenen NO-Spiegel in den CMBK-KO und -CTR zu bestimmen. Hierfir kann
beispielweise 4,5-Diaminofluoresceindiacetat, ein zellpermeabler, fluoreszierender
Detektor von NO in lebenden Zellen, verwendet werden. Die Gabe von NO-Donatoren
(z.B. Molsidomin, Isosorbidmononitrat) in vivo wirde zur Aufklarung der Rolle der CMsGC
und des mitoBKs fiir die NO-vermittelten Blutdruckanderungen beitragen. Des Weiteren

ware es von Interesse, Untersuchungen zu den Expressionsmuster und Aktivitaten der
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NO-Synthasen, insbesondere der eNOS, in Kardiomyozyten sowie in nicht-

kardiomyozytaren Zellen (z.B. Fibroblasten, Endothelzellen) durchzufiihren.

Uber die Blutdruckmessungen wurden die NOS-Blockade und damit die Hemmung der
endogenen NO-Bereitstellung zum Zeitpunkt des Myokardinfarkts sichergestellt.
Interessanterweise hatte L-NAME per se keinen Einfluss auf den I/R-Schaden (Abbildung
52A+73A). Dies korreliert gut mit den vorangegangenen Befunden zur Rolle des
kardioprotektiven sGC/cGMP/PKG I-Signalweges, der erst durch konditionierende Stimuli
aktiviert wird, sowie mit Studien aus der Literatur (Takano et al. 1998, Yang et al. 2004,
Zhang et al. 2014). Auch die Reduktion der Infarktgrof3e durch den BK-Kanal6ffner
NS1619 zeigte sich in perfundierten Langendorffherzen nicht L-NAME-sensitiv (Wang et
al. 2004), was ein weiterer Hinweis auf die cGMP-abhangigen und -unabhangigen Effekte
des mitoBKs bei I/R ist. In einer klinischen Studie mit 118 STEMI-Patienten (NIAMI) hatte
die Infusion von Natriumnitrit, das zu NO reduziert und damit bioaktiviert werden kann,
unmittelbar vor der PTCA keinen Benefit in den gesetzten Endpunkten (Siddigi et al.
2014). In anderen praklinischen Studien wurde dagegen ein L-NAME-vermittelter Anstieg
der InfarktgrofRe in Verbindung mit erhohter Apoptose bereits nach I/R in isolierten
Langendorffherzen beobachtet (Weiland et al. 2000, Andelova et al. 2005). Die Aktivitéat
der NOS ist wahrend der ischamischen Phase eingeschrankt, da sie Sauerstoff als
Substrat bendétigt. Es ist jedoch bekannt, dass das intrinsische Signalmolekul Nitrit
wahrend einer Unterversorgung mit Sauerstoff zu NO reduziert wird und dadurch
apoptotische und zytotoxische Effekte, die durch die Reperfusion induziert werden, in
Herz-, Leber- und Gehirnzellen limitiert (Webb et al. 2004, Duranski et al. 2005, Jung et
al. 2006). Dabei sind die pathologischen Bedingungen wahrend I/R mit der limitierten
Sauerstoffzufuhr und dem sauren Gewebe-pH-Wert (Abbildung 1) optimal fir die
Reduktion von Nitrit zu NO (Shiva et al. 2007). Die Arbeitsgruppe um Mark T. Gladwin
postulierte, dass Nitrit dosisabhéngig den Komplex | der Atmungskette durch
S-Nitrosylierung modifizieren kann und somit einerseits die ROS-Generierung verringern
und andererseits die oxidative Phosphorylierung verbessern kann (Shiva et al. 2007).

Die eigenen Ergebnisse implizieren, dass sowohl die iPost als auch die Sildenafil-
vermittelte Kardioprotektion durch Blockade der endogenen NO-Bildung aufhebbar sind
(Abbildung 52). Da die CMBK-KO generell nicht auf die pharmakologischen
Konditionierungen ansprachen, hatte hier L-NAME erwartungsgemalfd keinen weiteren

Effekt auf das Infarktareal.
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4.3.6 Limitationen der akuten I/R-Studie zur Bedeutung des
NO/cGMP/PKG I/mitoBK-Signalweges

Die PKGI in den Kardiomyozyten stellt eine Schlusselkomponente der
NO/cGMP/PKG I/mitoBK-Kaskade dar. Ungeklart ist jedoch noch, wie diese zur
Innenmembran des Mitochondriums signalisiert. Die Poren der auf3eren Membran der
Mitochondrien erlauben grundséatzlich den Austausch von Molekilen zwischen Zytosol
und Intermembranraum. Die porenformenden Transmembranproteine in der &uf3eren
Membran limitieren die Gré3e der Molekile fur den Austausch jedoch auf 8 kDa (Zalman
et al. 1980). Es ist also nur schwer vorstellbar, dass die PKG | (Mw ca. 78 kDa) Uber
diesen Mechanismus den mitoBK erreichen kann. Ungeldst ist auch die Frage nach der
Orientierung des mitoBKs in der inneren Mitochondrienmembran. Aufgrund aktueller
Patch-Clamp-Studien mit den BK-Kanalblockern Iberiotoxin und Charybdotoxin wird eine
Ausrichtung des mitoBKs mit dem C-Terminus in Richtung der Mitochondrienmatrix
postuliert (Balderas et al. 2015). Diese Orientierung ware entgegengesetzt der
Ausrichtung des BK-Kanals an der Plasmamembran. Bislang identifizierte PKG I-
Phosphorylierungsstellen im BK-Kanal befinden sich allerdings am C-Terminus der
a-Untereinheit (Kyle et al. 2013). Es lasst sich jedoch die Existenz einer weiteren, bislang
unidentifizierten Phosphorylierungsstelle am N-Terminus des mitoBKs postulieren. Diese
ware im Intermembranraum zumindest potentiell von einer dort lokalisierten PKG I
erreichbar. Der Transport des BK-Kanals Uber die dul3ere Mitochondrienmembran konnte
wie bereits unter Abschnitt 1.7.1 beschrieben Uber die Ausbildung der DEC-SpleiRvariante
und einer Interaktion mit Strukturen des TOM-Komplexes entschliisselt werden und findet
kotranslational statt (Singh et al. 2013, Zhang et al. 2016). Eine Mdoglichkeit der
Signalubermittlung wéare ein mitochondrialer Pool der PKG |, der ebenso tber den TOM-
Transportweg in den Zwischenmembranraum der Mitochondrien transloziert und durch die
Diffusion von cGMP Uber die auRere Mitochondrienmembran aktiviert wird (Costa et al.
2005). In isolierten Mitochondrien konnte die Arbeitsgruppe um Stuart D. Critz in dieser
Studie zeigen, dass die exogene Applikation von der PKG | und von cGMP ein
Anschwellen der Mitochondrien in Abhangigkeit einer Offnung des Karp-Kanals bedingt.
Ob die in Abhangigkeit der PKG | und cGMP beschriebenen Effekte tatsachlich eine
Offnung des mitoKares und nicht des mitoBKs bzw. beider K*-Kanéle bedingen, wurde
bereits in Abschnitt 4.2.3 ausfihrlich diskutiert und muss im Rahmen zukunftiger Arbeiten
endgultig geklart werden. Es fehlen auch direkte Evidenzen fur die ko- oder post-
translationale Translokation der PKG | vom Zytoplasma in den Intermembranraum der
Mitochondrien. Wahrscheinlicher ist daher die Beteiligung weiterer Molekile an der
Signaltransduktion. Hier ist die mitochondriale PKCel als Vermittler der kardioprotektiven

Signaltransduktion zwischen der zytosolischen PKG 1 und den mitochondrialen

177



DISKUSSION

Kate-Kandlen in den Fokus geriickt (Costa et al. 2008). Eine direkte Regulation der
Aktivitdt des plasmamembranstandigen BK-Kanals durch PKC-Isoformen ist bereits
gezeigt (Zhou et al. 2010).

Eine Aktivierung der PKG | Uiber natriuretische Peptide ist bereits mehrfach in der Literatur
beschrieben. So konnten die Administrationen der natriuretischen Peptide ANP und BNP
im Tiermodell das Herz vor I/R-Schaden schiitzen (Yang et al. 2006, Ren et al. 2007). Ob
die ANP/BNP-vermittelte Kardioprotektion ebenfalls mitoBK-abh&ngig ist, wurde in dieser

Arbeit nicht untersucht.

Erst kirzlich wurde eine altersabhéangige Aktivierung des BK-Kanals bei I/R durch die
PKA postuliert (Heinen et al. 2014). Diese Studie ist spannend, einige Aspekte sollten
jedoch vorsichtig interpretiert werden. Zum einen haben die Autoren Forskolin, das neben
einer Aktivierung der PKA eine Reihe von cAMP-unabhéngigen Modulationen von
Membrantransportproteinen und Kanalen stimuliert (Laurenza et al. 1989), fir die
Induktion der Kardioprotektion eingesetzt. Zum anderen wurden die I/R-Studien mit dem
unspezifischeren BK-Kanal6ffner NS1619 und dem fur die Hemmung des mitoBKs
ungeeigneten BK-Kanalblocker Iberiotoxin durchgefuhrt (siehe hierfir Abschnitt 1.7.4).
Fur den endgtiltigen Nachweis eines cAMP/PKA/mitoBK-Signalweges erscheint demnach
die Untersuchung genetisch verédnderter, BK-Kanal-defizienter Mause notwendig. Ein
interessanter Ansatz von Heinen et al. 2014 ist auch die Studie an jungen und alteren
Tieren, da Mortalitat und Morbiditat nach akutem Myokardinfarkt mit dem Alter der
Patienten ansteigen (Maggioni et al. 1993). Neben den auftretenden Komorbiditaten
konnte dies auch auf altersabhéngige Defekte in den kardioprotektiven Signalkaskaden
zurlickzuftihren sein und eine Erklarung darstellen, warum die iPost in klinischen Studien
haufig nicht zum gewlnschten Erfolg fihrt, jedoch in Tiermodellen mit ,optimierten
Patienten“ eine Uberzeugende Reduktion des I/R-Schadens hervorruft (siehe hierfir
4.2.1).

4.4 Langzeitfolgen der mitoBK-Ablation post-Ml

Fur die Klinik sind neben den akuten Auswirkungen eines Myokardinfarkts, auch die
Langzeitfolgen sowie das Langzeitiiberleben der Patienten von grof3em Interesse.
Insbesondere der Erhalt der Funktionsfahigkeit des Herzens ist entscheidend fir die
post-MI Lebensqualitat der Patienten. Praklinisch kann die Bestimmung des Uberlebens,
der funktionsgestdrten Myokardregion sowie des post-MI Remodelings in chronischen
Myokardinfarktmodellen untersucht werden. In einem ersten Setup wurden die

Auswirkungen der Kardiomyozyten-spezifischen Deletion des BK-Kanals nach
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permanenter Ligatur der LCA fiir 24 Stunden untersucht. Dieses Modell unterscheidet sich
von den anderen Myokardinfarktmodellen dahingehend, dass es ausschlielich die Gréfe
des Ischamie-, nicht aber des Reperfusionsschadens betrachtet. Diese Differenzierung
erlaubt letztlich Aussagen zur Krankheitsrelevanz des BK-Kanals flr die entsprechenden
pathologischen Trigger. Das permanente Okklusionsmodell entspricht damit einem
Patientenkollektiv, bei welchem die Reperfusion nicht rechtzeitig durchgefiuhrt werden
kann und eine Begrenzung des Ischamieschadens durch pharmakologische Intervention
einen grol3en Benefit darstellen wirde. Die permanente Ligatur resultierte in den CMBK-
Kontrolltieren in einem deutlichen Infarktgrof3enanstieg von ca. 100 % im Vergleich zum
akuten Modell (siehe Abbildung 41A und 58C). Dies unterstreicht bereits die generelle
Bedeutung der schnellen Revaskularisierung des okkludierten GefaRes. Nach der
permanenten Ligatur war in den mitoBK-defizienten Tieren eine Tendenz zu hdheren
InfarktgroRen erkennbar. Dieser Unterschied erreichte allerdings aufgrund der grol3en
Streuung der Ergebnisse keine Signifikanz. Bereits nach 24-stiindiger Ligatur zeigten
>50 % der CMBK-Knockoutherzen deutliche Anzeichen einer Dilatation, wohingegen in
den Kontrolltieren nur 14 % der Herzen ahnlich stark dilatiert waren (Abbildung 58A+B).
Aussagen zur Funktionsfahigkeit der mitoBK-defizienten Herzen nach dem
Ischamieschaden kénnen akut noch nicht getroffen werden. Zur Darstellung der zu
erwartenden Funktionseinschrankungen sollten echokardiographische Messungen jeweils
vor und 24 Stunden nach der Ligatur durchgefiihrt werden. Eine Blockade des mitoKare-
Kanals mit 5-HD beeinflusste die Infarktgréf3e nach 24-stiindiger Ligatur nicht, allerdings
waren Prakonditionierungen mit Isofluran und Dodecafluoropentane mitoKarp-abhangig
(Lucchinetti et al. 2008, Strom et al. 2014).

Da fur den mitoBK vor allem ein protektiver Einfluss auf den Reperfusionsschaden
postuliert wird, war die erstmalige Durchfihrung des chronischen Myokardinfarktmodells
mit 30 min Ischdmie und 4 Wochen Reperfusion (Is/Rawo) in den CMBK-Tieren ein
weiterer interessanter Ansatz. Aufgrund der hohen technischen Anforderungen dieses
Modells (siehe Abschnitt 3.14 fur weitere Details) wurden alle Herzproben am
Versuchsende unabhangig von drei Wissenschaftlern begutachtet und bewertet. So
konnte sichergestellt werden, dass nur tatséchlich infarzierte Herzen fir die statistische
Auswertung der erhobenen Daten bertcksichtigt wurden. Ein Vergleich der basalen
Herzgewichte mit den Herzgewichten 4 Wochen post-MlI, zeigte einen signifikanten, aber
genotypunabhéngigen Anstieg (siehe Tabelle 6 und 7). Die echokardiographischen
Messungen ergaben auRerdem signifikant reduzierte Auswurf- und Verkirzungsfraktionen
post-MI und bestétigten die erhéhten Massen der linken Ventrikel beider Genotypen
(Abbildung 59+60). Die basalen Unterschiede in den Herzfunktionen zwischen den

CMBK-KO und -CTR hatten sich nach Is/Rawe angeglichen. Die Bedeutung dieser
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Beobachtung ist unklar, da es aufgrund der logistischen Herausforderungen und
Quarantanebedingungen unmoglich war die echokardiographischen Messungen in
denselben Tieren prior- und post-Ml durchzufiihren. Dies ware jedoch notwendig um den

direkten Einfluss eines Myokardinfarkts auf jedes Tier individuell bestimmen zu kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zudem die Eignung der konventionellen
echokardiographischen Auswertemethode fir die post-MI Herzen tberpruft. Nachteilig an
dieser Methode ist, dass die Ermittlung samtlich Parameter im sog. M-Mode uUber eine
vertikale Linie des Ventrikels im B-Mode verlauft (Ram et al. 2011). Diese Linie halbiert
orthogonal die Strecke zwischen Apex und Aortenklappe (Abbildung 31B). Lokale
Ereignisse, die nur bestimmte Areale des Herzmuskels betreffen, wie beispielsweise die
Okklusion der LCA, sind mit dieser Methode daher nur schwer darstellbar. Diese
Feststellung haben aktuelle Arbeiten bestatigt (Peng et al. 2009, Bauer et al. 2011,
Shepherd et al. 2016). Aus diesem Grund wurden die echokardiographischen Messungen
auch mit der ,Vevo Strain 2100“-Auswertemethode, die als deutlich sensitiver als die
konventionelle Methode gilt (Hashimoto et al. 2003, Bauer et al. 2011, Bauer et al. 2013,
Shepherd et al. 2016), durchgefihrt. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass das gesamte
Endokard des linken Ventrikels erfasst wird (Abbildung 61B). Der direkte Vergleich der
ermittelten Auswurffraktionen beider Methoden machte deutlich, dass die konventionelle
Methode nicht zur Bestimmung der Herzfunktionsparameter nach einem Myokardinfarkt
geeignet zu sein scheint. So zeigte sich, dass mit der konventionellen Methode deutlich
hohere Auswurffraktionen als mit der ,Vevo Strain 2100“-Auswertemethode ermittelt
(Abbildung 61C) und somit bestehende Dysfunktionen post-MI nicht erfasst wurden. Unter
basalen Bedingungen lieferten beide Methoden vergleichbare Ergebnisse, was ihre
grundséatzliche Eignung zur Erfassung der Herzfunktionsparameter klar bestatigt.
Aufgrund der bezeichneten Vorteile wurde die ,Vevo Strain 2100“-Auswertemethode
verwendet um eine detaillierte Segmentanalyse der Herzmuskelregionen post-Ml
durchzufiihren. Die Einteilung des Endokards in sechs Segmente zeigte dabei wahrend
Systole und Diastole in den Kontrolltieren unter basalen Bedingungen einen
synchronisierten Wellenverlauf der longitudinalen Verformung der einzelnen Segmente
zueinander (Abbildung 63A). Die Verformung der Langsachse, die die endokardiale
Verkirzung der myokardialen Fasern charakterisiert, z&hlt zu den ersten und sensitivsten
Markern einer kardialen Dysfunktion (Hashimoto et al. 2003, Mizuguchi et al. 2008,
Cottrell and Kirkpatrick 2010). Die Synchronizitat der longitudinalen Verformung war in
den CMBK-KO bereits unter physiologischen Bedingungen beeintrachtigt, was die
kardiale Funktionsstorung dieser Tiere weiter unterstreicht (siehe Abschnitt 4.2.2). Nach
lso/Rawo Wurde ein eher disharmonischer Verformungsablauf in beiden Genotypen
offensichtlich, der sich in den CMBK-KO deutlich prominenter darstellte (Abbildung
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63C+D). Die Verformung der Langsachse ergab wie erwartet die grof3ten
genotypspezifischen Unterschiede post-MI. Diese Ergebnisse wurden durch die
Quantifizierung der prozentualen Verformung in der Langsachse verifiziert (Abbildung 65).
Die longitudinale Verformungsrate und die Geschwindigkeit, sowie die radialen Werte
dieser Parameter waren weniger charakteristisch verandert (Annex-Abbildung 9-19).

Auch das Ausmald der krankhaften Herzmuskelfibrosierung war in den CMBK-KO nach
Iso/Rawo signifikant erhoht (Abbildung 68). Die vermehrte Produktion von interstitiellem
Bindegewebe, die sich in den Tieren vier Wochen post-MI grof3tenteils in der Ausbildung
von charakteristischem Narbengewebe &aul3erte, stellte vermutlich die Ursache fir die
verringerte Verformbarkeit der Herzen und die allgemein reduzierte Herzfunktion dar. So
geht die Ausbildung von Fibrose, in dem am starksten vom I/R-Schaden betroffenen
Gewebe, mit einer ausgepragten Beeintrachtigung der Funktion des betroffenen Organs
einher. Trotz dieser Befunde zeigten sich 4 Wochen post-MI keine mitoBK-abhangigen
signifikanten Verschlechterungen der Auswurffraktionen sowie kein Unterschied im
Uberleben der Tiere (100 %). Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass die
mitoBK-Deletion weitere kardiale Dysfunktionen post-MI verursacht, die mit der nicht-
invasiven Echokardiographie unentdeckt blieben. Die invasive Druck-Volumen-Messung
wirde hier Uber die Messung der Konduktanz, d.h. der Leitfahigkeit des Blutes, und damit
der gleichzeitigen Bestimmung von Druck und Volumen direkt im linken Ventrikel den
exakten Herzzyklus erfassen und somit vermutlich genauere Ergebnisse fir die
systolische und diastolische Pumpfunktion des linken Ventrikels liefern (Pacher et al.
2008, Kovacs et al. 2015). Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass mit den
endsystolischen (ESPVR) und enddiastolischen Druck-Volumen-Beziehungen (EDPVR)
Vorlast- und Nachlast-unabhéngige Parameter ermittelt werden kénnen (Pacher et al.
2008).

Die vorliegenden Ergebnisse bestatigen prinzipiell, dass der Myokardinfarkt im LCA-
Modell langfristig zu einer Verminderung der Herzfunktion und zur Ausbildung von
fibrotischem Narbengewebe fiihrt. Mause mit einer Deletion des mitoBKs, der an
verschiedenen akuten Protektionsmechanismen beteiligt ist, wiesen auch im chronischen
Modell eine erhéhte Vulnerabilitat und grol3ere kardiale Dysfunktionen als ihre
Wurfgeschwisterkontrollen auf. Ob die im Rahmen des akuten Myokardinfarktmodells in
dieser Arbeit untersuchten kardioprotektiven Konditionierungsstimuli auch langfristig einen

Benefit vermitteln, muss in zukinftigen Studien noch ermittelt werden.
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5. Zusammenfassung

Das Vorliegen einer akut lebensbedrohlichen Situation und die hohe Inzidenz weltweit
belegen die immense Bedeutung der Verbesserung von Strategien zur Behandlung des
Myokardinfarkts.  Insbesondere  die  Therapieoptionen  zur  Reduktion des
Reperfusionsschadens, der bis zu 50 % des totalen Gewebeschadens ausmachen kann
(Hausenloy and Yellon 2013), sind sehr limitiert. Ein vielversprechender Ansatz fir eine
Verringerung des I/R-Schadens im Tiermodell stellt neben den mechanischen
Konditionierungen (iPre, iPost) eine pharmakologische Aktivierung des cGMP-abhéngigen
Sighalweges dar (Salloum et al. 2009, Salloum et al. 2012, Methner et al. 2013b), wobei
die zellularen und molekularen Mechanismen teilweise noch ungeklart sind. Entsprechend
zeigten erste Versuche die mechanischen und pharmakologischen Konditionierungen in
die klinische Praxis umzusetzen nur wenig Erfolg (Freixa et al. 2012, Tarantini et al. 2012,
Andersen et al. 2013, Hahn et al. 2013, Jones et al. 2015). Von einem besseren
Verstandnis der an den kardialen Schutzmechanismen beteiligten Molekile und
Signalwege verspricht sich die biomedizinische Forschung daher die Entwicklung von
Therapieverbesserungen fir Patienten mit ischamischen  Herzerkrankungen.
Kardiomyozytaren Mitochondrien kénnte als Schliisselstrukturen der Signalkaskade eine
besondere Bedeutung zukommen. Die massiven intramitochondrialen Anstiege von Ca?*
und ROS wahrend der I/R fungieren als Trigger fur die Initialisierung des Zelltodes, der
uber eine Offnung der mPTP initiiert wird (Abbildung 77). Die Aktivierung mitochondrialer
K*-Kandle hatte in ex-vivo-Studien vielversprechende Auswirkungen auf eine Limitation
des I/R-Schadens. Im Zuge der vorliegenden Dissertation konnte nun erstmals gezeigt
werden, dass der mitochondriale BK-Kanal auch in vivo eine bedeutende Rolle bei
der Kardioprotektion spielt. So prasentierten sich sowohl globale als auch
Kardiomyozyten-, nicht aber Glattmuskelzell-spezifische BK-Knockoutmause mit einer
signifikant erhéhten Vulnerabilitat im akuten Myokardinfarktmodell. Die Zerstérung des
kardialen Gewebes korrelierte mit erhéhten cTnl-Serumlevel und einer gesteigerten
Apoptose. Da in dieser Studie auch gewebespezifische BK-Mausmutanten verwendet
wurden, waren erstmalig Zelltyp-spezifische Aussagen zur Funktion der glattmuskuléaren
und kardiomyozytaren BK-Kanéle in vivo mdglich. Zusatzlich zeigte sich, dass der in
Kardiomyozyten exprimierte mitoBK essentiell fir die Kardioprotektion nach
mechanischer Konditionierung ist. Bislang wurde diese Wirkung primar dem
mitoKarp-Kanal zugeschrieben (Garlid et al. 1997, Liu et al. 1998, Akao et al. 2001, Costa
and Garlid 2008). Die eigenen Befunde implizieren jedoch, dass der mitoKare-Kanal fr
die Kardioprotektion eher eine untergeordnete Rolle spielt. Die Bedeutung des mitoBKs
konnte auch akut durch Blockade des BK-Kanals mit Paxilline (Abbildung 77) und einem

damit verbundenen Anstieg der Infarktgrof3e untermauert werden. Diese modulierende
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Wirkung auf das Infarktareal lie3 sich nicht in mitoBK-Knockoutmausen abbilden, was als
Nachweis der Spezifitat der Paxillinebehandlung fir den endogenen BK-Kanal gewertet
wird. Dass der kardiomyozytdre BK-Kanal letztlich ein interessantes pharmakologisches
Arzneimitteltarget bei erfolgreicher Reperfusion darstellen kénnte, implizieren I/R-
Versuche in Gegenwart des BK-Kanaloffners NS11021 (Abbildung 77). Von der
pharmakologischen Aktivierung des mitoBKs mittels NS11021 bei I/R ging in den
getesteten Dosierungen (0,3 und 3,0 uM) eine starke Kardioprotektion aus, wohingegen
die Infarktareale der Kardiomyozyten-spezifischen BK-Mausmutanten kaum NS11021-
sensitiv waren. Da unter NS11021 (3,0 uM)-Behandlung jedoch eine genotypunabhangige
Mortalitdt der Tiere beobachtet wurde, missen diese Ergebnisse mit grof3er Vorsicht
bewertet werden.

Letztlich konnte die eingangs aufgestellte Hypothese zur Rolle des mitoBKs als
Effektormolekill des kardioprotektiven NO/cGMP/PKG I-Signalweges bestatigt werden
(siehe auch 1.8). Durch die Aktivierung bzw. Stimulation der sGC mit Cinaciguat und
Riociguat, sowie die Inhibition des (kardialen) cGMP-Abbaus mittels der PDE5-Hemmer
Sildenafil und Tadalafil wurde die mitoBK-abhangige Kardioprotektion dieser cGMP-
erhdhenden Substanzen bei I/R nachgewiesen (Abbildung 77). Die Infarktareale der
kardiomyozytaren = BK-Kanalmutanten  waren  dagegen insensitiv  fir  die
pharmakologischen Pra- und Postkonditionierungen. Des Weiteren lie? sich nach
alleiniger Blockade der NO-Synthase mittels L-NAME keine Bedeutung der endogenen
NO-Produktion fiir die Kardioprotektion erkennen, wohingegen sowohl der mechanische
Postkonditionierungsschutz als auch die Protektion durch Sildenafil (mitoBK- und) L-
NAME sensitiv waren.

Tabelle 8: Ubersicht der CM-spezif.

InfarktgroBenanderungen Deletion I/IR I/IR +iPost I/R+ CIN I/R + SIL
nach Konditionierungen in

den CM-spezifischen KO PKG |§ 08 l§ 08 08
Anderung der Infarktgrof3en

durch kardioprotektive Stimuli sGC 0 0 0 0
in den kardiomyozyten (CM)-

spezifischen  Knockouttieren mitoBK 1 () 0 0
der PKGI| (Methner et al.

2013b), der sGC und des CTR l l l
mitoBKs, sowie in den

entsprechenden Kontrolltieren CIN: Cinaciguat; CTR: CM-PKG |-, CMsGC- und CMBK-CTR; iPost:
(CTR), die aufgrund ihres Postkonditionierung; PKG I: cGMP-abhéangige Proteinkinase Typ I; sGC:
vergleichbaren Ansprechens I6sliche Guanylatzyklase; SIL: Sildenafil.

zusammengefasst wurden. SDaten zum CM-PKG I-Modell nach Methner et al. 2013b.

Eine Ubersicht zu einem Teil der im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten zu
den InfarktgréRen der Kardiomyozyten-spezifischen mitoBK- und sGC-Knockoutméausen

sowie der bereits publizierten Daten der CM-PKG I-Mausmutanten (Methner et al. 2013b)
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ist in Tabelle 8 dargestellt. Interessanterweise scheint die Stimulation des
NO/cGMP/PKG I-Signalweges durch die konditionierenden Stimuli essentiell fir die
Vermittlung des Infarktgré3en-reduzierenden Effekts dieser Signalkomponenten zu sein.
Weder die bereits beschriebene pharmakologische NOS-Blockade noch eine
Kardiomyozyten-spezifische Deletion der sGC filhrte dementsprechend zu einer erhéhten
Vulnerabilitat des Herzmuskels. Diese Befunde stehen im klaren Kontrast zur Bedeutung
des mitoBKs bei I/R ohne konditionierende Intervention. Unter diesen Bedingungen muss
die Offnung des mitoBKs zum Schutz des Herzens demnach unabhangig vom
kardiomyozytdren cGMP-Signalweg Uber bislang noch nicht identifizierte Mechanismen
(eventuell RISK-Signalweg) erfolgen. Die Schutzeffekte des sGC-Aktivators Cinaciguat
als auch der PDES5-Inhibitoren Sildenafil und Tadalafil waren von der kardiomyozytaren
sGC abhéngig. Dass der schiitzende Einfluss der PDE5-Inhibitoren neben dem mitoBK
auch die kardiomyozytare sGC bendtigt, obwohl diese upstream in der Signalkaskade
lokalisiert ist, lasst die Involvierung weiterer Zelltypen vermuten und spiegelt damit die

Komplexitat der Signaltransduktion wider.

Neben den akuten Auswirkungen eines Myokardinfarkts, wurden im Rahmen dieser Arbeit
erstmals die Langzeitfolgen einer mitoBK-Deletion auf das ischamische Herz studiert.
Diese Daten implizierten, dass CMBK-KO nicht nur akut eine erhothte Infarktgrofle
aufweisen, sondern auch 4 Wochen post-Ml unter kardialer Dysfunktion und massiver
Fibrosierung leiden. Dass mitoBK-Kanéle kardiovaskulare Funktionsparameter
beeinflussen, zeigten bereits die verschlechterte Herzfunktion und der leicht reduzierte
Blutdruck unter basalen Bedingungen. Zusammengenommen deuten diese Befunde
sowie die Studien von Soltysinska et al. 2014 auf ein intrinsisches kardiales Problem hin,
das durch eine Fehlfunktion oder Schadigung der mitochondrialen ATP-Generierung nach
mitoBK-Ablation verursacht wird und zu einer reduzierten Pumpfunktion des Herzens
fuhrt.

Zusammenfassend hat die vorliegende Studie gezeigt, dass sowohl der
mitochondriale Ca?*- und spannungsabhangige BK-Kanal (mitoBK) als auch die
kardiomyozytare @ sGC  wichtige = Komponenten des kardioprotektiven
NO/cGMP/PKG I-Signalweges im akuten Myokardinfarkt darstellen. Des Weiteren
deuten die reduzierte Herzfunktion und die Hypotonie der mitoBK-defizienten
Mause auf eine wichtige Funktion der mitoBK-Kandle im kardialen
Energiestoffwechsel hin.

Im Hinblick auf die klinische Relevanz der vorliegenden Studie lasst sich zum jetzigen
Zeitpunkt feststellen, dass eine gezielte Offnung des mitoBKs mittels pharmakologischer
Ansatze den akuten I/R-Schaden verringern kénnte, was langfristig in einer Verbesserung

der Herzfunktion von post-MI Patienten resultieren misste. Die ldentifizierung und
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Optimierung innovativer Wirkstoffe zur spezifischen Modulation des potentiellen
Arzneimitteltargets mitoBK ist aufgrund der unglnstigen pharmakokinetischen
Eigenschaften sowie der geringen therapeutischen Breite des bereits verfiigbaren BK-
Kanaltffners NS11021 jedoch dringend geboten.
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Abbildung 77: Ubersicht des cGMP-Signalweges und der untersuchten Pharmaka in Kardiomyozyten
Die pharmakologische Aktivierung des NO/cGMP/PKG I-Signalweges filhrt zur Offnung des mitoBKs. Hierbei
spielen moéglicherweise direkte sowie indirekte Effekte eine Rolle. Der mitochondriale K*-Einstrom reduziert
letztlich die durch I/R vermittelte Ca?*-Uberladung und massive ROS-Generierung (weitere Erlauterungen im
Text). 5“GMP: Guanosin-5-monophosphat; cGMP: zyklisches Guanosin 3‘,5*-monophosphat; NOS: NO-
Synthase; ETC: Elektronentransportkette; MCU: mitochondrialer Ca?*-Uniporter; mBK: mitoBK; mKare:
mitochondrialer, ATP-abhéangiger K*-Kanal, mPTP: mitochondriale Permeabilitats-Transitionspore; NCX:
Na*/Ca?*-Austauscher; NO: Stickstoffmonoxid; NPs: natriuretische Peptide; pGC: membranstandige
Guanylatzyklase; PKCe: Proteinkinase C epsilon; PKG |: cGMP-abhéngige Proteinkinase Typ I; ROS: reaktive
Sauerstoffspezies; sGC: I6sliche Guanylatzyklase.
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7. Anhang
7.1 Annex-Abbildungen
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Annex-Abbildung 1: Risikoareale der globalen BK-Tiere
(A+B) Die Risikoareale (in % zur Gesamtflache) der globalen BK-WT (BK**) und BK-KO (BK™) unterschieden
sich nach 30 min Ischamie und 120 min Reperfusion (I/R) + Postkonditionerung (iPost) bzw. I/R + Sildenafil
(SIL) nicht signifikant.
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80

60 -

40 A

20 “

Risikoareal
[% der Gesamtflache]

- -

L 4

¢
'+ g

80

I/IR + SIL

IIR +ctrd

IR+ TAD

I/IR + ctr?

Risikoareal
[% der Gesamtflache]
N
o

- 8- 4= 0-

2 o
$- o7 $- 8-

20 A
0
I/IR + RIO I/R + CIN I/IR + SIL I/R + iPost IR+ L-
+ L-NAME + L-NAME NAME
B
Setup >
— | R+iPost | UR+iPre | UIR+PAX | WR+ctt |VR*NS, 031 o, 2
Genotyp V¥ UM, i.a.
E:C'\:/IBBKI;%;R 53,55+ 3,14 | 56,20 + 3,00 | 56,87 + 1,44 | 50,03 +5,54 | 60,18 + 1,43 | 59,33 + 1,46
g:'\:ABBK};ﬁ()) 55,36 +2,53 | 52,44+257 | 56,14+278 | 61,88 +3,60 | 61,12 +3,28 | 57,97 + 2,06
Setup >
—— "~ | IR+NS,3 | IR+NS,3 | o o IR + ctr® IR + TAD IR + ctré
Genotyp V¥ pUM, i.a. UM, i.v.
(CC'\:ABBK};?”;R 58,80 +2,29 | 59,83 +5,65 | 57,08 +1,93 | 55,05 +5,27 | 60,07+ 1,81 | 59,62 + 4,58
E:C“:ABBK};_*;S 53,68+ 0,71 | 55,98+ 2,46 | 58,62 +2,11 | 64,01+ 1,06 | 59,63 + 2,24 | 56,35 + 1,71
Setup » IR+SIL+ | /R+iPost+ | IR+L-
Genotyp v | V/R*RIO AR L-NAME L-NAME NAME
CMBK-CTR
(CMBK"™) 63,25+1,81 | 60,96+ 1,44 | 63,61+2,72 | 62,23 +1,01 | 61,05 +2,27
CMBK-KO
(CMBK 61,13+1,70 | 61,96 +1,33 | 63,50 +4,32 | 61,44+ 1,76 ;

Annex-Abbildung 2: Risikoareale der CMBK-Tiere
(A+B) Die Risikoareale (in % zur Gesamtfliche) der CMBK-CTR (CMBK*™) und CMBK-KO (CMBK"") zeigten
keine Unterschiede in den OP-Setups. I/R: 30 min Ischamie / 120 min Reperfusion; CIN: Cinaciguat; ctr':
DMSO/H20 von 9:1; ctr> DMSO/0,9%ige NaCl-Loésung von 1:150; ctr3: 0,9%ige NaCl-Losung; ctr*: 40 %
DMSO/H20; iPost: Postkonditionierung; iPre: Prakonditionierung; L-NAME: Ny-Nitro-L-Arginin-Methylester-
Hydrochlorid; NS: NS11021; PAX: Paxilline; RIO: Riociguat; SIL: Sildenafil; TAD: Tadalafil.

212



ANHANG

Annex-Abbildung 3: Risikoareale der CMsGC-Tiere
Die Risikoareale (in % zur Gesamtflache) der CMsGC-CTR (CMsGC*") und CMsGC-KO (CMsGC) zeigten
keine Unterschiede in den OP-Setups. I/R: 30 min Ischamie / 120 min Reperfusion; CIN: Cinaciguat; ctr:
0,9%ige NaCl-Losung; ctr*: 40 % DMSO/H20; L-NAME: Nuw-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid; NS:
NS11021; SIL: Sildenafil; TAD: Tadalafil.
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g 8 40 A
0O
Q: —_
3 20 -
< | =CMsGC*"
— 0 = CMsGCl
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80
T ¢
_ @ 60 - *'I' ,-I- ’-I- g— "I' ’-I-
T =
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T g
g g 40 4
0O
D: —
L 20 -
© = CMsGCH
= l=cmsGc
0
I/IR + L-NAME I/IR + CIN I/IR+ NS 0,3 uM,
i.a.
B
Setup >
T . < I/IR + SIL I/IR + ctr3 I/IR + TAD I/IR + ctr4
Genotyp V¥
CMsGC-CTR
(CMSGC™) 64,26 £2,35 | 62,65+1,35 | 58,43 +4,47 | 60,71 +1,27
CMsGC-KO
(CMsGC) 62,65+1,35 | 62,51+0,59 | 56,65+2,09 | 64,70+1,93
Setup > IR + L- /R+CIN | VR+NS,03
Genotyp V¥ NAME UM, i.a.
CMsGC-CTR
(CMsGC* 62,30+2,08 | 57,66+ 1,75 | 59,88 +2,03
CMsGC-KO
(CMsGC 62,35+2,01 | 59,32+1,84 | 60,19 +1,33
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basal l30/R10
[ e e o e e | ey e e s W oo o | PKG |
[ e o o — — | E— o —— - — 1 HSP60
CMBK* CMBK- CMBK™* CMBK-
B
basal l30/R1g
T —— S —— — — G | — - el N G . . - p-VASP
— - S - - . — | > - B e e el VASP
CMmBK* CMBK- CMBK™* CMBK-
C
PKG | PKG | p-VASP/VASP p-VASP/VASP
basal I30/R10 basal l30/R10
CMBK* (n=4) 1,000 + 0,012 1,077 £ 0,104 1,058 + 0,017 1,184 + 0,067
CMBK- (n=4) 1,180 + 0,087 1,203 £ 0,078 0,990 + 0,038 1,179 £ 0,050

Annex-Abbildung 4: Expressionsmuster der PKG | und Phosphorylierung von VASP in CMBK-Mausen
basal und nach Iso/R1o0

(A) Proteinbanden der PKG I-Expression in CMBK-CTR (CMBK*) und CMBK-KO (CMBK”") basal sowie
nach 30 min Ischdmie und 10 min Reperfusion (lso/R10); HSP60 als Ladungskontrolle. (B) VASP-

Phosphorylierung nach Iso/R10in CMBK-CTR und -KO. (C) Quantifizierung der Proteinbanden

A
basal l30/R10 IIR
Sl A B G | S s aes mes (Sl s s s MNSOD
N --ﬁ-ﬂﬂ-n CuzZnSOD
—— — — — —— — — — o— -] HSPG0
CMBK*f CMBK/f CMBK*fl CMBK* CMBK*f CMBK-
B
MnSOD MnSOD MnSOD
basal I30/R10 I/IR
CMBK* (n=6) 1,000 + 0,055 1,000 £ 0,164 1,163 £ 0,097
CMBK (n=6) 0,986 + 0,101 1,227 £ 0,179 1,270 £ 0,150
CuzZnSOD CuzZnSOD CuzZnSOD
basal I30/R10 I/IR
CMBK* (n=6) 1,000 + 0,147 0,742 + 0,165 0,803 + 0,076
CMBK" (n=6) 0,811 + 0,150 0,798 + 0,101 0,713 + 0,130
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Annex-Abbildung 5: Expressionsmuster der Antioxidantien MnSOD und CuZnSOD in CMBK-Mausen
(A) Proteinbanden der MnSOD- und CuZnSOD-Expression in CMBK-CTR (CMBK*") und CMBK-KO (CMBK-
M basal sowie nach 30 min Ischamie und 10 bzw. 120 min Reperfusion (Iz0/Ri0 bzw. I/R); HSP60 als
Ladungskontrolle. (B) Quantifizierung der Proteinbanden

A
basal l50/R10
‘—h. ———‘—‘\-—————————p-ERK
N — — — — — — e? | St A — — — — ——
CMBK* CMBK-M CMBK*fl CMBK
B
basal l30/R1g
| | | ' | p-Akt
CMBK* CMBK CMBK CMBK-Ml
C
p-ERK/ERK p-ERK/ERK p-Akt/Akt p-Akt/Akt
basal ls0/R10 basal lso/R10
CMBK* (n=4) 1,000 £ 0,012 1,195 + 0,037 0,034 = 0,007 0,082 + 0,008
CMBK- (n=4) 0,998 + 0,022 1,004 + 0,005 0,034 £ 0,004 0,056 £ 0,010

Annex-Abbildung 6: Phosphorylierungsstatus von ERK und Akt in CMBK-Méausen nach Iso/R1o

(A) Proteinbanden von ERK und phosphoryliertem ERK in CMBK-CTR (CMBK*) und CMBK-KO (CMBK-)
basal sowie nach 30 min Ischamie und 10 min Reperfusion (Iz0/R10). (B) Akt-Phosphorylierung nach Izo/Rioin
CMBK-CTR und -KO. (C) Quantifizierung der Proteinbanden
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B CMBK (A) Die zehnmindtige Isofluranexposition 60 min vor I/R zeigte keinen
Einfluss auf die GroéRe des Risikoareals (in % der Gesamtflache) oder
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Annex-Abbildung 9: Radiale Verformung des Herzens
(CMBK*M und CMBK-KO (CMBK-™)
Auswertemethode: ,Vevo Strain 2100“
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CTR (CMBK*™ und CMBK-KO (CMBK-™)
Auswertemethode: ,Vevo Strain 2100“
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Annex-Abbildung 11: Radiale Verformungsrate des Herzens basal sowie nach IsoRawo in CMBK-CTR
(CMBK*™ und CMBK-KO (CMBK-™)
Auswertemethode: ,Vevo Strain 2100“
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Annex-Abbildung 13: Radiale Verformungsgeschwindigkeit des Herzens basal sowie nach lsoRawo in
CMBK-CTR (CMBK*™) und CMBK-KO (CMBK™)
Auswertemethode: ,Vevo Strain 2100“
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Annex-Abbildung 14: Segmentquantifizierung der radialen Verformung des Herzens basal sowie nach
Auswertemethode: ,Vevo Strain 2100"

Annex-Abbildung 15: Durchschnittliche basale Verformung des Herzens in CMBK-CTR (CMBK*™) und

CMBK-KO (CMBK-f
(A) longitudinal; (B) radial; Auswertemethode: ,Vevo Strain 2100*
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Annex-Abbildung 16: Segmentquantifizierung der Verformungsrate des Herzens basal sowie nach

Is0Rawo in CMBK-CTR (CMBK*f!y und CMBK-KO (CMBK M)
(A) longitudinal; (B) radial; Auswertemethode: ,Vevo Strain 2100*
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Annex-Abbildung 17: Durchschnittliche basale Verformungsrate des Herzens in CMBK-CTR (CMBK™*/f)

und CMBK-KO (CMBK-M)
(A) longitudinal; (B) radial; Auswertemethode: ,Vevo Strain 2100“
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Annex-Abbildung 19: Durchschnittliche Verformungsgeschwindigkeit des Herzens basal sowie nach
I30Rawo in CMBK-CTR (CMBK*™) und CMBK-KO (CMBK-f)
Auswertemethode: ,Vevo Strain 2100*
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Annex-Abbildung 20: Fibrosierung der Herzsektionen der CMBK-Tiere nach Iso/Rawo

In CMBK-KO (CMBK-M-Herzen zeigte sich eine erhthte Fibrosierung (in % zum Gesamtgewebe) ber alle
Herzsektionen (Abbildung 42A) hinweg verglichen mit den Wurfgeschwisterkontrollherzen (CMBK.). Balken
zeigen Mittelwerte + SEM mit n=12 fur CMBK*" und n=13 fir CMBK""; *p<0,05, **p<0,01 CMBK*f vs.
CMBK,
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Annex-Abbildung 21: Fibrosefarbung der CMBK-Kontrollherzen nach Iso/Rawo
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Annex-Abbildung 22: Fibrosefarbung der CMBK-Knockoutherzen nach Iso/Rawo
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7.2 Annex-Tabellen

Annex-Tabelle 1: Statistik der im akuten Myokardinfarktmodell operierten Mause nach Genotypen
Die Spalte ,Ausfall“ bezeichnet diejenigen Tiere, die nicht in die Statistik mitaufgenommen werden konnte.
Griinde hierfur schlieen sich in den nachfolgenden Spalten an. Die Spalte ,I/R* gibt die Tiere an, die durch

den Myokardinfarkt noch wahrend der OP verstarben. Unter der Spalte ,Substanz” sind die Mause erfasst, die
durch die Injektion des BK-Kanal6ffners NS11021 verstarben (siehe hierzu Abschnitt 3.8.2). Die Spalte
»Sonstiges“ umschlielt weitere Griinde wie ein Ausfall der Heizplatte oder die Durchtrennung der LCA bei der
Okklusion. Die meisten Mause verstarben prozentual in den globalen BK-Kohorten, denn neben einer
vermutlich allgemein erhdhten Vulnerabilitat der globalen BK-Knockoutméause wurden diese Tiere zu Beginn

der vorliegenden Arbeit operiert.

Anasthesi .
An;ahl Ausfall astnesie I/R Substanz Sonstiges
operierter [%] Beatmung [Tiere] [Tiere] [Tiere]
Tiere [Tiere]
globale BK 70 15,7 3 3 - 5
SMBK 24 0 - - - -
CMBK 338 6,5 3 10 6 3
CMsGC 107 3,7 1 2 - 1
gesamt 539 6,5 7 15 6 9
Annex-Tabelle 2: Basalcharakteristiken der globalen WT (BK**) und BK-KO (BK™)
I/R: 30 min Ischamie / 120 min Reperfusion; iPost: Postkonditionierung; SIL: Sildenafil
- . . Herzgewicht /
Risikoareal InfarktgrofRe @ Gesamtflache Gewicht Alter
[cm?] [cm?] [cm?] [%] (Wochen)
I/IR (n=8) 0,056 + 0,004 . 0,013 +0,001 ; 0,104 +0,009 | 0,42 +0,01 11,0-17,5
x I/R sham (n=6) 0,061 £ 0,007 : 0,001 = 0,000 : 0,109 + 0,009 0,43+0,01 11,0-16,0
X
O |/R +iPost (n=8) 0,060 £ 0,004 : 0,007 £0,001 ' 0,106 + 0,010 0,44 £ 0,01 9,0-12,5
I/IR + SIL (n=8) 0,057 £ 0,004 : 0,007 £ 0,001 : 0,097 + 0,006 : 0,44 + 0,01 9,0-13,0
I/R (n=11) 0,045 £ 0,003 : 0,017 + 0,001 : 0,,086 0,006 0,43+0,01 11,0-175
< I/R sham (n=4) 0,050 + 0,009 : 0,000 + 0,000 : 0,099 +0,016 | 0,42 +0,01 12,0-16,0
N
D R +iPost (n=9) 0,058 £ 0,005 : 0,019 £ 0,002 : 0,096 + 0,006 0,43+0,01 95-125
I/IR + SIL (n=8) 0,060 + 0,006 : 0,023 + 0,002 : 0,096 + 0,008 | 0,43 + 0,00 9,0-155
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Annex-Tabelle 3: Basalcharakteristiken der SMBK-CTR (SMBK*M) und SMBK-KO (SMBK -

I/R: 30 min Ischamie / 120 min Reperfusion; iPost: Postkonditionierung

Risikoareal InfarktgrofRe | Gesamtflache Heggve;,\i/girc]:tht d Alter
[em? [cm?] [cm] [%)] (Wochen)
§¥ I/R (n=6) 0,065 + 0,007 | 0,015+ 0,001 | 0,107 +0,010 | 0,40 + 0,00 9,5-12,0
% I/R + iPost (n=6) 0,060 £ 0,006 : 0,005 +0,001 : 0,106 £0,011 | 0,42+0,01 9,0-9,5
E-=< I/R (n=6) 0,068 + 0,004 | 0,016 +0,001 | 0,115+0,003 | 0,42 +0,00 11,0-12,0
% I/IR + iPost (n=6) 0,071 + 0,005 | 0,008 +0,001 : 0,115+0,006 | 0,41 +0,01 9,0-12,5

Annex-Tabelle 4: Basalcharakteristiken der CMBK-CTR (CMBK*) und CMBK-KO (CMBK™)

I/R: 30 min Ischamie / 120 min Reperfusion; CIN: Cinaciguat; ctr: DMSO/H20 von 9:1; ctr?: DMSO/0,9%ige
NaCl-Losung von 1:150; ctr®: 0,9%ige NaCl-Losung; ctr*: 40 % DMSO/H20; iPost: Postkonditionierung; iPre:
Prakonditionierung; L-NAME: Nw-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid; NS: NS11021; PAX: Paxilline;

RIO: Riociguat; SIL: Sildenafil; TAD: Tadalafil

Risikoareal InfarktgroRe : Gesamtflache Herzge\_/wcht Alter
/ Gewicht
[cm?] [cm?] [cm?] [%] (Wochen)
IR (n=8) 0,044 +0,003 0,012+0,001 0,090+0,005 @ 044+0,01 = 10,0 -14,5
/IR sham (n=4) | 0,041+0,002 0,000+0,000 0,080+0,003 0,42+0,00  9,5-12,0
IR +iPost (n=8) | 0,056 +0,005 0,006+0,001 0,105+0,008 0,44+0,01 10,0-15,0
IR +iPre (n=8) | 0,063+0,006 0,007 +0,001 0,097 +0,009 043+001 11,5-125
IR + PAX (n=8) | 0,049+0,005 0,018+0,001 0,087 +0,006 0,43+0,01 10,0-13,0
IR +ctr! (n=3) | 0,050+0,002 0,011+0,001 0,101+0,009 0,43+0,01  10,5-13,0
/R J(’nNzg)’ UM 1 005540,006 0,014+0,001 009840009 043+001 = 10,0-110
/R J('n’\z'g) 3EM 1 0,064 40,006 | 0,005+0,001 | 01080010 = 044%001 & 85-95
_ :/5 J(’n'\z'g) 03HM 1 0,065+0,004  0,010+0,001 0,109+0,007 @ 043+001  9,0-12,0
= ia
X
@ UR+ctr2(n=3) | 0,058 +0,005 0,015+0,002 0,098 +0,008 043+0,02 10,0-120
=
O IR +SIL (n=8) 0,061 +0,002 0,007 +0,000 0,108+0,002 @ 044+001  95-115
IR +ctr3(n=3) | 0,055+0,004 0,015+0,003 0,101+0,010 0,41+000  9,0-105
/IR + TAD (n=8) | 0,069+0,004 0,010+0,001 0,114 +0,006 0,43+001  85-105
IR +ctr*(n=3) | 0,081+0,005 0,017+0,001 0,139+0,020 0,43+0,01 11,0-155
/IR +RIO (n=8) | 0,063+0,003 0,010£0,001 0,100 +0,004 0,43+0,01 11,0-145
/IR +CIN (n=8) | 0,070+0,004 0,010+0,001 0,114+0,006 0,42+001 10,0-135
VR+L-NAME+ | (17340004 0019+0,001 0117+0,005 043+001  110-125
iPost (n=8)
gTL’L(n"z'g)AME " | 0,069 0,005 0,019+0,001 0,108+0,006 042+001 12,5 16,0
'(/nR:;)"'NAME 0,052 + 0,003 0,014+0,001 0,86 +0,008 & 0,42+ 0,00 10,5
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- . u Herzgewicht
Risikoareal Infarktgrof3e Gesamtflache / Gewicht Alter
[cm?] [cm3] [cm?] [%0] (Wochen)
IIR (n=8) 0,047 £0,004 0,018 +0,001 0,093 +0,009 045+0,01 10,0-165
/R sham (n=5) | 0,047 0,008 0,000 +0,000 0,087 +0,007 043+001  95-105
IR +iPost (n=8) | 0,063 +0,007 0,018 +0,002 0,111+0,007 0,44+0,00 125-14,0
IR +iPre (n=8) | 0,055+0,005 0,016 +0,001 0,102 +0,005 044+001 80-125
IR + PAX (n=8) | 0,055+0,006 0,020 +0,002 0,098 +0,009 0,44+0,01 10,0-135
IR +ctrt (n=3) | 0,059 0,004 0,020 +0,002 0,096 + 0,007 0,44+0,03 125-13,0
i'/\Ff J('n’:g) SUM  10,063+0,006 0,026+0,003 0,107+0,012 0434000 105-12,0
I'/zf J('n’:j) SUM  10,063+0,003 002240001 0,118+0,006 046+0,02  95-11,5
T i"i J(’n'\_";’)' 03UM 1 062+0,004 002040002 01030007 046+001  95-11,5
X ia(n=
3 WR+ctr2(n=3) | 0,060+0,004 0,022+0002 0,103+0,005 0424001 11,0-120
IR +SIL (n=8) | 0,056 +0,003 0,020 +0,001 0,096 +0,040 043+001  9,0-11,0
R +ctr® (n=3) | 0,065+0,008 0,023+0,002 0,101+0,011 044+001 85-125
IR+ TAD (n=8) | 0,066 +0,003  0,021+0,002 0,112+0,045 043+001 9,0-115
R +ctr* (n=3) | 0,061 0,003 0,019 +0,002 0,108 +0,003 043+0,01 11,0-12,0
/R +RIO (n=8) | 0,069 0,002 0,022 +0,002 0,114 +0,002 044+0,01 11,0-145
/R+CIN (n=8) | 0,069 +0,005 0,026 +0,002 0,111+0,007 0,42+0,00 10,0-145
VR+L-NAME+ | ) 17540005 0,028+0003 0118+0,008 042+001 10,5-115
iPost (n=3)
gi?n":'g)AME " 10,067+0,010 0,027+0,003 0,104+0,010 0,43+0,01 13,5- 14,0

Annex-Tabelle 5: Basalcharakteristiken der permanenten Ligatur in CMBK-CTR (CMBK*M) und CMBK-

KO (CMBK™)
Risikoareal InfarktgrofRe | Gesamtflache Herzge\_/wcht/ Alter
Gewicht
[cm?] [cm?] [cm?] [%] (Wochen)
§¥
o Permanente 0,071+ 0,004 0,041 +0,004 0,116 +0,007 0,46 + 0,03 12,5-13,5
s Ligatur (n=7)
O
“\TX
m Permanente 0,071+ 0,004 0,047 +0,003 0,114+0,006 0,48+0,02  12,5-14,0
S Ligatur (n=7)
o
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Annex-Tabelle 6: Basalcharakteristiken der CMsGC-CTR (CMsGC*!) und CMsGC-KO (CMsGC)

I/R: 30 min Ischamie / 120 min Reperfusion; CIN: Cinaciguat; ctr®: 0,9%ige NaCl-Lésung; ctr*: 40 %
DMSO/H20; L-NAME: Ny-Nitro-L-Arginin-Methylester-Hydrochlorid; NS: NS11021; SIL: Sildenafil; TAD:
Tadalafil

Risikoareal InfarktgrofRe | Gesamtflache Heggve;,\i/girc]:tht d Alter
[cm?] [cm?] [cm] (%] (Wochen)
I/R (n=5) 0,057 +£ 0,005 | 0,014 + 0,002 | 0,101 +0,007 | 0,45+ 0,00 18,5-20,0
I/IR + iPost (n=5) 0,054 + 0,004 | 0,006 +0,001 : 0,097 +0,004 | 0,40+0,01 15,5-20,0
I/R + SIL (n=5) 0,069 £ 0,006 : 0,007 +£0,001 : 0,109 £0,013 | 0,43%£0,02 16,0-21,5

= I/IR + ctr3(n=3) 0,083 + 0,003 ; 0,021 +0,002 : 0,133+0,002 : 0,41 +0,04 23,5
EDU)) I/IR + TAD (n=5) 0,076 + 0,004 | 0,007 + 0,000 : 0,131+0,003;: 0,47 +£0,02 22,0-235
% I/R + ctr* (n=3) 0,096 + 0,013 ; 0,023 +0,004 . 0,158 +0,019 : 0,44 +0,01 23,5-25,0
:/S ?nNz“;’) 0.3 1M 0,065 + 0,006 ; 0,007 +0,001 . 0,108 +0,008 ; 0,44 + 0,00 23,0-24,5
I/R + CIN (n=5) 0,067 + 0,004 | 0,007 +0,001 : 0,116 +0,005 ; 0,47 £ 0,02 16,0 - 16,5
I(QIQ:;)L_NAME 0,073 +£0,003 ; 0,016 +0,001 . 0,117 +0,004 ; 0,43 +0,01 23,5-25,0
I/IR (n=8) 0,070 + 0,003 | 0,016 +0,001 : 0,113+0,005; 0,45%0,01 17,5-20,0
I/IR +iPost (n=8) 0,056 + 0,004 : 0,013 +0,001 . 0,094 +0,006 ; 0,44 +0,01 15,5-20,0
I/IR + SIL (n=8) 0,062 + 0,006 ;| 0,014 + 0,001 : 0,098 +0,008 | 0,44 +0,01 16,0 - 21,5
< I/R + ctr® (n=3) 0,081 + 0,005 ; 0,020 +0,001 . 0,129 +0,007 ; 0,46 + 0,03 15,0 - 26,5
§ I/IR + TAD (n=8) 0,068 + 0,003 | 0,014 +0,001 | 0,120+ 0,007 | 0,47 £0,01 23,0-245
% I/IR + ctr* (n=3) 0,075+ 0,006 ; 0,017 +0,002 . 0,116 +0,007 ; 0,41 +0,01 23,0-27,0
:/5 -EnN:\z) 0.3 1M 0,069 £ 0,004 : 0,009 +0,001 : 0,115+0,007 | 0,42+0,01 15,0- 25,0
I/R + CIN (n=8) 0,076 + 0,005 ; 0,018 +0,001 . 0,128 +0,006 : 0,43 +0,01 15,5-16,5
I(/nR:;-)L-NAME 0,068 £ 0,003 : 0,015 +0,002 : 0,109 +£0,004 | 0,42+0,01 23,5-255

Annex-Tabelle 7: Basale Herzgewichte der weiblichen CMBK-Tiere (11-13 Wochen)
CMBK-CTR (CMBK*™); CMBK-KO (CMBK™"); KG: Kdrpergewicht; HG: Herzgewicht; TL: Tibialange

KG HG TL HG/KG HG/TL
9] [mg] [mm] [mg/g] [mg/mm]
CMBK*M (n=6)  22,4+0,6 942+28  16,63+0,14 422x011 566015

CMBK-" (n=6) 22,0+ 0,6 97,1+3.3 16,72 + 0,26 4,41 +0,08 5,81 +0,15
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Annex-Tabelle 8: Basale Herzgewichte der mannlichen CMBK-Tiere (>45 Wochen)
*p<0,05, **p<0,01, **p<001 bezogen auf mannliche Tiere (11-13 Wochen); CMBK-CTR (CMBK*/); CMBK-
KO (CMBK™); KG: Kérpergewicht, HG: Herzgewicht, TL: Tibialange

KG HG TL HGIKG HG/TL
[g] [mg] [mm] [mg/g] [mg/mm]

CMBK*! (n=7) 26,0+1,9 164,2+19,2* 17,38+0,16 6,27 +0,45** 9,50 + 1,19*

CMBK'" (n=7)  26,2+1,3 163,0+16,7** 17,40 +0,14* 6,16 + 0,40*** 9,37 + 0,96**

Annex-Tabelle 9: Basalwerte der Herzfunktionsparameter in CMBK-CTR (CMBK*™) und CMBK-KO
(CMBK-)

EF: Auswurffraktion; FS: Verkirzungsfraktion; IVS: Interventrikularseptumdicke; LVPW: linksventrikulare

Hinterwanddicke; LV-Vol.: linksventrikulares Volumen; muv: linksventrikulare Masse; TEDD: totaler
enddiastolischer Durchmesser; *p<0,05, **p<0,01 CMBK*f vs. CMBK"
FS EF mev IVSSystoIe IVSpiastole
[%] [%] [mg] [um] [pm]
CMBK* (n=8) 351+1,4 64,6+1,8 145,1 + 10,4 1,44 + 0,04 1,00 + 0,03
CMBK (n=9) 31,0+1,1* 59,0 + 1,6* 1439+ 3,1 1,42 £ 0,04 1,00 + 0,03
LVPWsystole LVPWhbiastole LV-Vol.systole LV-Vol.piastole TEED
[pm] [Hm] (] (] [Hm]
CMBK*" (n=8) 1,35+ 0,06 0,92 + 0,04 245+ 23 68,2 +4,3 57%+0,3
CMBK (n=9) 1,16 + 0,02** 0,84+ 0,02 29.8+15 72,0+ 1,7 59+0,3

Annex-Tabelle 10: Herzfunktionsparameter nach lz/Rawo in CMBK-CTR (CMBK*") und CMBK-KO
(CMBK-h)

EF: Auswurffraktion; FS: Verkirzungsfraktion; IVS: Interventrikularseptumdicke; LVPW: linksventrikulare

Hinterwanddicke; LV-Vol.: linksventrikulares Volumen; muv: linksventrikulare Masse; TEDD: totaler
enddiastolischer Durchmesser; $p<0,05, *p<0,001 zu Basalwerten
FS EF mev IVSsystole IVSpiastole
(%] [%] [mg] [um] [um]
CMBK* (n=11) 25,7 + 1,6# 50,4 + 2,3# 167,5+6,0 1,48 + 0,03 1,09 = 0,02§
CMBK- (n=12) 263+1,4% 515+23% 168,3+53% 151+006 1,14 +0,048
LVPWsystole LVPWobiastole LV-Vol.systole  LV-VOl.piastole TEED
[Hm] [Hm] [u] [p] [Hm]
CMBK* (n=11) 1,11 + 0,04§ 0,87 +£0,03 40,3 + 3,5§ 80,4+5,4 6,2+0,1
CMBK”" (n=12) 1,11 £ 0,03 0,84+ 0,02 37,8+ 2,6§ 77,326 6,2 + 0,1§
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Annex-Tabelle 11: Bewertung der operierten CMBK-Tiere

CMBK-CTR (CMBK*M und CMBK-KO (CMBK"") wurden von drei Wissenschaftlern (A-C) unabhangig anhand
der Auswurffraktion (EF) und Fibrosierung nach lso/Rawo bewertet. Befand ein Wissenschaftler ein Herz fir
infarziert (+) wurde es in die Statistik mitaufgenommen. Mittels dieser Methode wurden zwei Herzen (D5309
und D5326) aus der Studie ausgeschlossen (Begriindung siehe unten).

CMBK*" | A | B | C CMBK™ | A | B | C
D5298 + |+ |+ D5338 + |+ |+
D5369 + + + D5309 - - -
D5321 | (H) | + | + D5320 | (H) | (®) | +
D5322 | + | + | + D5326 | - | - | ()
D5328 + |+ |+ D5346 + |+ |+
D5339 + | + |+ D5370 + |+ |+
D9113 + + + D9121 + + +
D9161 + + + D9147 + + +
D9137 [ () | (H) | + D9148 | () | (+) | +
D9190 + |+ |+ D9163 + |+ |+
D9158 + + + D9186 + + +
D9198 + |+ | + D9188 - - | (#)

D9189 + + +
D9120 + + +
D9162 + + +
+
S — . He.rzscheiben unf()'rmig |
i e keine Narbe, sehr wenig Fibrose
e EF von 61 %, echokardiographische
Messungen technisch schwierig
+
D5326 e Herzscheiben unférmig
- e keine Narbe, wenig Fibrose
e EFvoOn59 %
+ e atypische Fibrose nur im auf3ersten
Randbereich lokalisiert
Do188 ) e EFvOn57%
e Kkeine Narbe
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7.3 Annex-Formeln

Verkirzung des Herzmuskels [FS]:

(LVIDDiast. - LVIDS}’SK)
*

FS [%] = LVID piost

100

Volumen des linken Ventrikels in der Diastole [LV VOIpiast]:

LV VOleas[, [IJ.]] =

LVID jast. 3
(2,4 + LVID i) * (LVID piase)

Volumen des linken Ventrikels in der Systole [LV Volsys.]:

LV Volgys. [ul] = * (LVID syst)®

(2,4 + LVIDsys)
Auswurffraktion [EF]:

(LV Volpiast — LV Volsyst)
*

EF [%] = LV Volpise

100

Totaler enddiastolischer Durchmesser [TEED]:

TEED [um] = IV S piast + LVID piast. + LV PW piast
Masse des linken Ventrikels [mLV]:

mLV [mg] = 1,04 * ((TEED)3 — (LVID piast)®)

Annex-Formel 1: Berechnung der Herzfunktionsparameter anhand der echokardiographischen
Messungen
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