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1 Einleitung
1.1 Ischamie, Reperfusion und Reperfusionsschaden
1.1.1 Akuter Myokardinfarkt

Aktuelle Aufzeichnungen des Statistischen Bundesamtes Deutschlands 2019 zeigen,
dass Herz-/Kreislauf-Erkrankungen — wie auch in den Jahren zuvor - zu den haufigsten
Todesursachen in Deutschland zdhlen (ca. 37 % aller Todesfalle). Einem zu dieser
Krankheitsgruppe zahlenden akuten Myokardinfarkt erlagen knapp 47.000 Personen.
Durch Verschluss der Koronararterien mit folgender Mangeldurchblutung des
Myokards kommt es zu einer Sauerstoff- und Nahrstoffunterversorgung der
Herzmuskelzellen. Dadurch ist die aerobe Energiegewinnung in den Mitochondrien der
Kardiomyozyten nicht mehr mdglich. Das kontraktile Gewebe, und somit das Herz, ist
nicht mehr in der Lage, seine Pumpfunktion aufrecht zu halten. Fiir das Uberleben der
Erkrankten ist nun das schnelle Wiedereroffnen der verschlossenen Koronararterien,
die Reperfusion, Therapie der Wahl, um das noch nicht in Mitleidenschaft gezogene
Gewebe zu schitzen. Aber nicht nur die Ischamie ist an dem Gewebsuntergang in dem
infarzierten Areal des Myokards beteiligt. Frihere Studien haben gezeigt, dass durch
die Reperfusion Prozesse in Gang gesetzt werden, die zusatzliche, negative
Auswirkungen auf das Myokard haben und dieses schadigen kénnen (Braunwald et al.,
1985, Piper et al.,, 2004; Moens et al., 2005). Dieser in der postischamischen
Reperfusion entstehende Schaden wird als ,myokardialer Reperfusionsschaden®
bezeichnet (Downey, 1990; Piper et al., 1998; Garcia-Dorado, 2004; Halestrap et al.,
2004).

1.1.2 Der myokardiale Reperfusionsschaden

Die Entwicklung des akuten Myokardinfarkts vollzieht sich in einem engen Zeitfenster,
so dass die Nekrose des Myokards in den meisten Fallen etwa 3 Stunden nach dem
Verschluss des Gefalles das volle Ausmal® angenommen hat (Burke und Virmani,
2007; Thiene und Basso, 2010; Basso et al., 2010). Wird zeitnah die Reperfusion
eingeleitet, kann ein mdglicher transmuraler Myokardinfarkt verhindert werden, und das

Ausmald der Nekrose bleibt auf subendokardiale Areale limitiert.



Umgekehrt kann die Reperfusion nicht den gewilinschten Effekt erzielen aufgrund des
in der ischamischen Phase entstandenen mikrovaskuldren Schadens und der
Obstruktion. Es handelt sich um das ,no-reflow-Phanomen® (Basso et al., 2010), das
Scheitern, ein ischamisches Gebiet nach Wiederertffnung des Gefallverschlusses mit
Blut zu versorgen (Niccoli et al. 2009). Bedingt ist dies durch Anschwellen des
Endothels, die Obstruktion des Gefalllumens sowie auRere Kompression und wird
verstarkt durch distale Embolisation (Basso et al., 2010). Aus dem Eintreten und dem
Ausmald dieses ,no-reflow-Phanomens” konnen unginstige klinische Folgen wie
anhaltende linksventrikulare Dysfunktionen oder Arrhythmien u.a. resultieren (Chan et
al., 2011).

Die Nekrose der Kardiomyozyten als Folge eines ischdmischen Schadens, wie er bei
einem Herzinfarkt auftreten kann, ist charakterisiert durch Hyperkontraktur der Zellen
mit darauffolgender Ruptur des Sarkolemms und dem Ausschutten des intrazellularen
Inhalts (Siegmund et al.,1992; Piper et al., 2006; Hotchkiss et al., 2009). Nekrotische
Zellen wirken hochgradig stimulierend auf das Immunsystem und fuhren sowohl zu
einer Infiltration inflammatorischer Zellen als auch zu einer Zytokinproduktion
(Frangogiannis et al., 2002; Kakkar und Lefer, 2004; Oyama et al., 2004; Hotchkiss
et al.,, 2009; Eltzschig und Eckle, 2011). Duerr et al. (2011) fuhrten Ischamie-/
Reperfusionsexperimente  an Mausmodellen durch und darauffolgende
histopathologische Untersuchungen ergaben, dass es 3 Tage nach der Reperfusion im
Infarktgebiet zur Bildung einer Granulationsfront kommt. Das Granulationsgewebe
beinhaltet u.a. Lymphozyten, Mastzellen und Makrophagen, die Uber
Wachstumsfaktoren und Zytokine die Fibroblastenproliferation induzieren und den
Stoffwechsel der extrazellularen Matrix regulieren (Ganz 1993; Frangogiannis et al.,
2000 & 2002). Fibroblasten produzieren Kollagen, und so entsteht 7 Tage nach
Reperfusion kompaktes, kollagenreiches Narbengewebe (Frangogiannis et al., 2002;
Duerr et al., 2011). Auch die Vaskulatur wird in Mitleidenschaft gezogen. In den
Endothelzellen steigt wahrend der Ischamie die zytosolische Ca?*-Konzentration.
Zytosolisches Ca?* und die Reenergetisierung der Endothelzelle wahrend der
Reperfusion induzieren eine Aktivierung des kontraktilen Apparates durch
Phosphorylierung der Myosin-leichte-Ketten. Infolge der Kontraktion entstehen
interzellulare Spalten im Endothel und die Barrierefunktion wird geschadigt (al-Haboubi
et al., 1995; Schafer et al., 2003; Giinduz & Kasseckert et al., 2006). Die endotheliale

Permeabilitat steigt und verursacht eine ddematdse Schwellung des reperfundierten



Gewebes (Noll et al., 1995; Dagenais et al., 1997; Gilndiz & Kasseckert et al., 2006;
Kasseckert et al., 2009).

1.1.3 Der akute myokardiale Reperfusionsschaden der Herzmuskelzellen

In dieser Arbeit wird besonderes Augenmerk auf die akuten Geschehnisse des
Reperfusionsschadens in Kardiomyozyten und seiner Protektion auf zellularer Ebene
gelegt. Im Zellmodell ist dieser Schaden vor mehr als 2 Dekaden beschrieben worden
und aulert sich als ,Kontraktionsbandennekrosen® im isolierten Herzen, die durch
Hyperkontrakturen der Kardiomyozyten verursacht werden (Ganote, 1983). Dabei
spielt die Ca?*-Homdostase eine entscheidende Rolle (Ladilov et al., 1999; Schéafer et
al., 2001; Piper et al.,, 2004). Unter ischdmischen Bedingungen verarmen die
Herzmuskelzellen an Substraten und Sauerstoff. Die oxidative Phosphorylierung der
Mitochondrien zur Energiegewinnung kommt zum Erliegen, und die Kardiomyozyten
sind auf die anaerobe Energiegewinnung angewiesen. Dabei fuhrt die anaerobe
Glykolyse durch die Anhaufung von Laktat zu einer zunehmenden Azidifizierung des
Gewebes (Owens et al.,, 1996). Der anhaltende Sauerstoffmangel und die
fortschreitende Reduktion des pH-Wertes sind verantwortlich daflr, dass letztlich auch
die anaerobe ATP-Synthese zum Erliegen kommt. Durch das Energiedefizit kbnnen
ATP-abhangige Prozesse nicht weiter unterhalten werden. Das hat u.a. die
Inaktivierung der Na*/K*-ATPase zur Folge, die K* aktiv in die Zelle hinein und Na*
hinaus beférdert (Ladilov et al., 1995). Da jedoch Na* Uber zahlreiche Na*-Kanale und
den Na*/H*-Austauscher der Zellmembran in die Zelle gelangt, akkumuliert Na* im
Zytosol (Anderson et al., 1990; Pike et al., 1993). Somit wird der transsarkolemmale
Na*-Gradient reduziert und im Folgenden der ,reverse mode“ des Na*/Ca?*-
Austauschers (NCE) aktiviert. Folglich wird Na* im Austausch gegen Ca?' in den
Extrazellularraum befordert, und es kommt zur intrazellularen Ca2+-UberIadung
(Haigney et al., 1992; Ladilov et al., 1999; Schafer et al., 2001). Diese hohe
zytosolische Ca?*-Konzentration fiinrt normalerweise zur Uberaktivierung einiger Ca2*-
abhangiger, schéadlicher Prozesse wie z.B. die Uberaktivierung des kontraktilen
Apparates. Wahrend der Ischamie schiitzt aber die herrschende Azidose die Zelle vor
einer Uberaktivierung dieser Prozesse, da diese unter erniedrigtem pH-Wert

verlangsamt ablaufen.



Durch diesen Azidose-vermittelten Schutz kann die o.g. Uberaktivierung der Aktin-
Myosin-Interaktion des kontraktilen Apparates gedampft werden (Piper et al., 1998).
Mit Beginn der Reperfusion endet die Azidose und somit auch der Schutz der Zelle,
was in dieser Phase in einer Uberaktivierung Ca?*-abhangiger Prozesse resultiert.
Zudem entsteht im ischamischen Myokard eine Kontraktur vom ,Rigor-Typ®, die durch
niedrige zytosolische ATP-Spiegel (< 100 yM) initiiert wird (Nichols und Lederer, 1990).
Der dadurch entstehende Querbriickenmechanismus verursacht zwar fir sich allein
betrachtet keine grofRen strukturellen Schaden, bereitet aber den Weg fiir weitere

reperfusionsinduzierte Schadigungen (Piper et al., 2004).

Hypoxie/lschamie

- N

0; anaerobe ATP-Synthese

pH — kommt zum Erliegen X‘

MNa*/K-ATPase
inaktiviert N

a
Na*-K --E% . >

a*-Kanale Na Na*-Akkumulation ;I
’//,,/’;? Ca?
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Abb. 1.1.3 a) Schematische Darstellung der zytosolischen Na*- und Ca?*-Uberladung

unter ischamischen Bedingungen.



Reperfusion/Reoxygenation

Na*
Na*-Kanale Na* Na*/K*-ATPase
Ka*
Ca2+
Na* H* Na* Ca?*
Hyperkontraktur
Na*/H*-Austauscher Na*/Ca?*-Austauscher

Abb. 1.1.3 b) Schematische Darstellung der zytosolischen Na*- und Ca?*- Kontrolle in

der Reperfusion (SR = Sarkoplasmatiscches Retikulum)

Die Reperfusion hebt den Sauerstoffmangel der Zellen auf und reaktiviert die ATP-
Produktion in den Mitochondrien. Die nun rapide Wiederaufnahme der aeroben
Energieproduktion in Zusammenhang mit der ischdmieinduzierten Ca?*-Uberladung
fihren einerseits zu einem geringen Teil durch Ca?*-ATPasen zu einem Ca?*-Transport
Uber die Zellmembran nach auRen (Heinrich et al., 2014), andererseits wird die Ca?*-
ATPase des Sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA) aktiviert. Dadurch wird das
wahrend der Ischamie im Zytosol akkumulierte Ca?* aktiv aus dem Zytosol ins
Sarkoplasmatische Retikulum (SR) gepumpt. Daraufhin erfolgt via Ryanodin-
Rezeptoren (RyR) eine Abgabe von Ca?* aus dem SR ins Zytosol. Dieser Wechsel von
Ca?*-Aufnahme und Ca?*-Freisetzung resultiert in messbaren zytosolischen Ca?*-
Transienten, die als zytosolische Ca?*-Oszillationen bezeichnet werden. Dadurch
bedingt entsteht eine unkontrollierte Aktivierung der Myofibrillen, die zur
Hyperkontraktur (Kontraktur vom ,Ca?*-Typ“) fiihrt (Piper et al., 2006). Bei der
Hyperkontraktur handelt es sich um eine in den ersten Minuten der Reenergetisierung
entstehende, irreversible Zellverkiirzung, einhergehend mit Rupturen des Sarkolemms
und darauffolgender Nekrose der Zelle (Siegmund et al., 1992; Piper et al., 2006). In
vivo ist zu beobachten, dass durch die Hyperkontraktur starke Krafte an benachbarten

Zellmembranen entstehen, die zu Rupturen des Sarkolemms angrenzender Zellen



fihren. Es bildet sich eine sogenannte ,Kontraktionsbandennekrose® (Ganote, 1983).
Die Ca?*-Oszillationen des Zytosols verursachen nicht nur eine Hyperkontraktur,
sondern induzieren in der friihen Phase der Reperfusion die Aufnahme von Ca?* ins
Mitochondrium via mitochondrialem Calcium Uniporter (MCU) (Halestrap et al., 2004;
Maack et al., 2006; Piper et al., 2008; Abdallah et al., 2011). Die Ca2+-UberIadung der
Mitochondrien gilt als eine der wichtigsten Ursachen fir die Offnung unspezifischer
mitochondrialer Permeabilitats-Transitions-Poren (MPTP) (Halestrap et al.,, 2004;
Maack et al, 2006). Die MPTP liegen zwischen innerer und &ulerer
Mitochondrienmembran und sind aus verschiedenen Proteinen zusammengesetzt. Die
Offnung der MPTP steigert die Permeabilitat der inneren Membran der Mitochondrien
erheblich; sie wird dann fur Molekule bis 1,5 kDa durchlassig. Infolge dessen kommt es
u.a. zu einem Membranpotentialkollaps, der einen Elektronentransport unmaoglich
macht, so dass die Atmungskette zum Erliegen kommt (Halestrap et al., 1998;
Halestrap et al., 2004). Folgen sind zum einen die Abgabe von Cytochrom C in den
intermembrandren Spalt, wodurch u.a. die Apoptose eingeleitet wird. Zum anderen
wird die oxidative Phosphorylierung inhibiert und u.a. Phospholipasen, Nukleasen und

Proteasen aktiviert, was zum nekrotischen Zelltod fihren kann (Halestrap et al., 2004).

1.1.4 Ansatze in der Reperfusionstherapie

Einige in vivo- und in vitro-Studien zeigen vielversprechende Ansatze, um durch
Eingriffe in der friihen Reperfusionsphase den Reperfusionsschaden zu reduzieren.
Beispielsweise kann 2,3-Butanedione monoxime (BDM) durch eine direkte Blockade
der Myofibrillen der Hyperkontraktur vorbeugen (Siegmund et al., 1991; Garcia-Dorado
et al., 1992).

Versuche mit einem Inhibitor des reverse mode des Na*/Ca%*-Austauschers,
2-(2-4((nitrobenzyloxy)phenyl)ethyl)isothiourea methanesulphonate (KB-R7943),
zeigten, dass dieser einen Ca?*-Einstrom aus dem Extrazellularraum ins Zytosol zu
Beginn der Reperfusion verringert. Dadurch wird weniger Ca?* ins SR aufgenommen,
und die Ca?*-Oszillationen werden schwéacher, da weniger Ca?* zwischen SR und
Zytosol verschoben wird (Inserte et al., 2002). Somit kommt es auch zu einer Abnahme
der Hyperkontraktur (Schafer et al., 2001). In diesem Zusammenhang wird zudem
diskutiert, ob durch KB-R7943 auch die mitochondriale Ca2*-Uberladung gedampft und
so eine MPTP-Offnung verhindert werden kann (Griffiths und Halestrap, 1993).



Auch die Aktivierung spezieller Signalkaskaden ist in den letzten Jahren in den Fokus
der Protektion gegen den Reperfusionsschaden gerlickt. Darunter versteht man
verschiedene Proteinkinasen wie z.B. die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und die
Proteinkinase G (PKG), wobei bei beiden Kinasen die Aktivierung protektiv wirkt (Piper
et al.,, 2008). Endpunkt des PI3K-PKG-Signalweges ist eine Phospholamban-
vermittelte SERCA-Aktivierung (Abdallah et al., 2005 & 2006). Durch diese Aktivierung
der SERCA wird verstarkt Ca?* in das SR aufgenommen und so die zytosolische Ca?*-
Uberladung und die Ca2*-Oszillationen reduziert.

Auf gleiche Weise beeinflusst auch eine Aktivierung der PKA die zytosolische Ca?*-
Homoostase mit dem Ziel der Ca?*-Aufnahme in das SR (Lindemann et al., 1983;
James et al. 1989; Shannon et al., 2001; Bers, 2002).

Vergleichbare Auswirkungen auf die Ca2*-Oszillationen findet man durch eine Inhibition
der sich in der Membran des SR befindlichen Ryanodin-Rezeptoren. Ryanodin ist in
der Lage, die Ryanodin-Rezeptoren des SR zu blockieren, so dass Ca?* nicht aus dem
SR in das Zytosol freigesetzt wird und die Ca?*-Oszillationen unterdriickt werden
(Siegmund et al., 1997).

Eine weitere Mdglichkeit im Hinblick auf die Protektion gegen den
Reperfusionsschaden bietet die Inhibition der MPTP-Offnung. Diese Offnung findet nur
unter pathophysiologischen Zustanden wie Ischamie/Reperfusion statt. Als Trigger sind
u.a. Ca?* und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) bekannt. Durch Cyclosporin A (Csp A),
einem spezifischen und direkten Inhibitor der MPTP, kann die Porendffnung gehemmt
werden (Halestrap et al., 2004; Oka et al., 2008). Der physiologisch impermeable
Status der mitochondrialen Membran kann unter Csp A-Einfluss nicht in eine
unspezifische Pore konvertieren, da Csp A die Bindung eines weiteren Effektors und
somit die MPTP-Offnung inhibiert und die Zelle vor den negativen Folgen dieser
MPTP-Offnung schiitzt (Halestrap et al., 2004). Piot et al. filhrten 2008 eine klinische
Studie Uber den Effekt von Cyclosporin an Patienten mit einem akuten Myokardinfarkt
durch. Hier war die Gabe von Csp wahrend der Reperfusion mit einer Reduktion der

Infarktgrof3e verbunden.

Auch ein niedriger pH-Wert wirkt kardioprotektiv (Halestrap et al., 2002 & 2003).
AuRerdem schitzt die Azidose in der frihen Phase der Reperfusion die Zellen, indem

sie die Aktivitit der Ryanodin-Rezeptoren stark verringert, wodurch die Ca?*-



Freisetzung aus dem SR ins Zytosol deutlich reduziert wird (Ladilov et al., 1995;
Schafer et al., 2000).

1.2 Die Rolle der Ca?‘/Calmodulin-abhiangigen Proteinkinase Il und der

Proteinkinase A in der Ischamie/Reperfusion

Die Ca?*/Calmodulin-abhéangige Proteinkinase Il (CaMK Il) ist eine Serin/Threonin-
Kinase. Diese besteht aus 12 Monomeren (Tobimatsu et al., 1989; Kolodziej et al.,
2000). Jedes Monomer setzt sich aus einer katalytischen, N-terminalen Domane mit
einer Substrat- und ATP-Bindungsstelle und einer regulatorischen, C-terminalen
Domane mit einer Calmodulin (CaM)-Bindungsstelle zusammen (Zhang und Brown,
2004). Die Bindung des Ca?*/Calmodulin-Komplexes an die regulatorische Untereinheit
induziert eine Konformationsdnderung der Kinase, so dass die Blockade der
Substratbindungsstelle an der katalytischen Region aufgehoben und das Enzym

aktiviert wird.

Einerseits wird die Moglichkeit diskutiert, dass eine Uber B-adrenerge Stimulation
gesteigerte Ca?*-Konzentration zur Aktivierung der CaMK Il fihrt (Wu et al., 2006;
Saucerman und Bers, 2008), andere Autoren schlagen eine Aktivierung durch das
cAMP-aktivierte Austauschprotein (CAMP activated exchange protein [EPAC]) - vdllig
PKA/Ca?*-unabhangig - vor (Métrich et al., 2008; Oestreich et al., 2009). Unabhangig
der Aktivierung steht am Ende der Signalkaskade der CaMK Il eine Beeinflussung
partiell derselben Zieltargets wie durch die PKA, d.h. ein Signalweg parallel zur PKA.
Zu nennen waren u.a. die L-Typ-Ca?*-Kanéle, Phospholamban (PLB) und die
Ryanodin-Rezeptoren (RyR) (Grimm und Brown, 2010). Ebenso demonstrierten
Hartzell und Glass 1984 in in vitro Versuchen die Phosphorylierung des Myosin-

Bindungsproteins-C sowohl durch die PKA als auch durch die CaMK II.

Die Proteinkinase A (PKA) ist ein Schlusselenzym im Organismus, das zahlreiche
verschiedene regulatorische Funktionen und Wirkungen austbt. Es handelt sich hierbei
um ein tetrameres Holoenzym, bestehend aus 2 regulatorischen R-und 2 katalytischen
C-Untereinheiten (Heinrich et al, 2014). Dabei sind 2 Formen (Rl und RII) der R-
Untereinheit bekannt (Zakhary et al., 1999; Ruehr et al., 2004). Im inaktiven Zustand

sind die C-Untereinheiten mit ihren aktiven Zentren an die R-Untereinheiten gebunden



und werden somit blockiert. Die PKA wird durch steigende cAMP-Spiegel aktiviert. Je
zwei Molekile des second messengers cAMP binden an die Substratbindungsstellen
der regulatorischen Untereinheit. Infolge dessen kommt es zu einer allosterischen
Konformationsanderung des Enzymkomplexes, d.h. die katalytischen Untereinheiten
dissoziieren, und die PKA geht in ihre aktive Form Uber. Jetzt sind die C-Untereinheiten
in der Lage, Substrate an spezifischen Serin- oder Threoninresten zu phosphorylieren
(Manni et al., 2008; Heinrich et al., 2014).

Die Signaltransduktion von spezifischen Reizen wie z.B. dem Katecholamin
Noradrenalin bis hin zur Aktivierung der PKA durch eine Steigerung des cAMP-
Gehaltes erfolgt Uber B-adrenerge Rezeptoren, die an transmembranare, G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren binden und dadurch nachfolgende Adenylatzyklase aktivieren
(Maier und Bers, 2002; Wehrens et al., 2004; Zaccolo, 2006). Durch
Phosphodiesterasen (PDEs) wird cAMP abgebaut und so die cAMP-Kinase reguliert
(Conti, 2000; Houslay und Adams, 2003). Dadurch, dass die PKA eine so grofe Vielfalt
an Targets besitzt und an vielen verschiedenen Signalkaskaden beteiligt ist, ist eine
Kompartimentierung der cAMP/PKA-Signalwirkung an verschiedenen subzelluldren
Orten unabdingbar (Edwards und Scott, 2000). Eine wichtige Rolle hierbei spielen die
»A kinase anchoring proteins“ (AKAPs), die die PKA an spezifischen intrazellularen
Orten in der Nahe von spezifischen Targets verankern (Colledge und Scott, 1999;
Tasken und Aandahl, 2004; Langeberg und Scott, 2005).

e ~
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Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Signaltransduktion bis zur  Aktivierung
einiger Zieltargets der PKA (NAR = Noradrenalin, B = [(-adrenerger
Rezeptor, Gs = stimulierendes G-Protein, AC = Adenylatzyklase, PKA =
Proteinkinase A, SR = Sarkoplasmatisches Retikulum, SERCA = Ca?*-
ATPase des SR, RyR = Ryanodin-Rezeptor), modifiziert nach Heinrich
at al., 2014



Phospholamban wird durch die cAMP-abhangige Kinase phosphoryliert. Dadurch wird
die Aktivitat der Ca?*-ATPase des SR und folglich die Aufnahme von zytosolischem
Ca?* in das SR erhoht. So kommt es zu einer beschleunigten Relaxation des zuvor
kontrahierten Herzmuskels (Lindemann et al., 1983; Zhang et al., 1995; Heinrich et al.,
2014).

Das SR, das Myofilamente und Mitochondrien umschliel3t, fungiert als kurzfristiger
Ca?*-Speicher und als Ca?*-Freisetzungsstatte (Bers, 2001). Calsequestrin und
Calreticulin sind Ca?*-bindende Proteine innerhalb des SR (Li et al., 2002; Beard et al.,
2004). Calsequestrin ist am Ryanodin-Rezeptor (RyR) des SR verankert und reguliert
dessen Aktivitat, d.h. die Abgabe von Ca?* aus dem SR in das Zytosol, in Abhangigkeit
von der Ca?*-Konzentration des SR. Daher spielt Calsequestrin eine Hauptrolle in der
Ca?*-Homoostase (Beard et al., 2004). Ebenso hat auch Calreticulin u.a. eine Ca?*-
regulierende Funktion (Li et al., 2002).

In Ventrikeln von Saugetieren spielt das SR eine zentrale Rolle bei der
elektromechanischen Kopplung. Dabei depolarisiert ein Aktionspotential die
sarkolemmale Membran und flhrt zu einem Ca?*-Einstrom vom Extra- in den
Intrazellularraum via spannungsregulierter Ca?*-Kanale in der Plasmamembran der
Herzmuskelzellen (Dihydropyridinrezeptoren (DHPR) oder L-Typ-Ca?*- Kanale
genannt). Uber eine Phosphorylierung durch die PKA kann die
Offnungswahrscheinlichkeit dieser spannungsregulierten Ca?*-Kanale zuséatzlich erhéht
werden. Durch die steigende Ca?*-Konzentration im Zellinneren werden ihrerseits RyR
aktiviert, die an der terminalen Zisterne des SR lokalisiert sind, und Ca?* stromt auch
aus dem SR in das Zellinnere. Dieser Vorgang wird als Ca?*-induzierte Ca?*-
Freisetzung bezeichnet (Bers, 2002).

Zudem beeinflusst die PKA das Myosin-Bindungsprotein-C und (bt dadurch einen
positiv inotropen Effekt aus, denn Troponin C bindet Ca?*, und dadurch kommt es
letztendlich zu einer starkeren Anbindung von Myosin an Aktin, die die
Muskelkontraktion ermdglicht. Die Phosphorylierung von Troponin | reduziert die Ca?*-
Empfindlichkeit der Myofilamente und beschleunigt dadurch die Relaxation (Lindemann
et al., 1983; Zhang et al., 1995; Heinrich et al., 2014).

Maier zeigt 2009 in isolierten Rattenherzen die Auswirkungen eines
pharmakologischen Preconditioning (PPC) und eine damit verbundene Protektion
gegen den Reperfusionsschaden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine pra-
ischamische Stimulation der B-Adrenozeptoren mit Isoproterenol PKA-vermittelt ist. Zu

dieser Schlussfolgerung kommt er, da bereits in Maier et al. 2009 gezeigt wurde, dass
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eine Inhibition der PKA mit H89 zu einer Aufhebung der Kardioprotektion flhrt.
Obwohl bereits diverse Arbeiten auf eine protektive Wirkung einer B-adrenergen
Stimulation im Reperfusionsgeschehen hinweisen, sind noch viele Fragen
unbeantwortet.

Micoogullari aus unserer Arbeitsgruppe zeigte 2014, dass eine B-adrenerge Rezeptor-
Aktivierung wahrend der Reperfusion zu einer Reduktion der reperfusionsinduzierten
Hyperkontraktur und Nekrose fiihrt. Dies erfolgt durch eine Verminderung von
Frequenz und Amplitude zytosolischer Ca?*-Oszillationen. Er machte 2014 mittels
Western-Blots Untersuchungen Uber den Phosphorylierungsstaus von PLB und RyR.
Der Phosphorylierungsstatus von PLB war in der kritischen Phase der Reperfusion
reduziert und konnte durch eine PKA-Aktivierung signifikant gesteigert werden. Somit
hat er eine gesteigerte Aktivitdt des SRs nachgewiesen. Dadurch wird vermehrt Ca?*
ins SR aufgenommen und die Ca?*-Oszillationen werden reduziert. Folglich werden die
Kardiomyozyten gegen den Reperfusionsschaden geschutzt. Der
Phosphorylierungsstaus von RyR blieb in Micoogullaris Versuchsreihe sowohl unter
ischamischen Bedingungen als auch in der Reperfusion und in der Reperfusion
wahrend einer PKA-Aktivierung unverandert. Er schlussfolgert dementsprechend, dass
die PKA-Aktivierung wahrend der Reperfusion im Zellmodell keinen Einfluss auf die
RyR-Aktivitat hat.

In Abgrenzung zu Micoogullaris Untersuchungen sind die Auswirkungen einer PKA-
respektive einer CaMK lI-Inhibierung im Vergleich zu einer PKA-Aktivierung wahrend
der Reperfusion auf zellularer Ebene, d.h. z.B. auf den Ca?*-Haushalt und die davon
abhangigen Mechanismen, noch weitgehend ungeklart. Es stellt sich die Frage, in
wieweit das SR durch die Kinasen modifiziert werden kann und mdgliche

kardioprotektive Effekte unterstitzt.
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1.3 Ziele der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist der Vergleich der Auswirkungen einer PKA- und
einer CaMK lI-Beeinflussung wahrend der Reperfusion auf den myokardialen
Reperfusionsschaden. Am Modell ischamisch-reperfundierter, isolierter
Kardiomyozyten wurden beide Kinasen in einer Reihe von Versuchen inhibiert. Zudem
wurde eine B-adrenerge Stimulation mit Isoproterenol vorgenommen. Analysiert wurde,

ob die Beeinflussung der Kinasen zu Beginn der Reperfusion Auswirkungen hat auf:

1) das Ausmal der Hyperkontraktur und Nekrose als Ausdruck des

Reperfusionsschadens
2) die zytosolische Ca?*-Homoostase

3) die Funktion des sarkoplasmatischen Retikulums als Speicherorganell fir das

zytosolische Ca?*
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2 Material

2.1 Chemikalien

Haufig verwendete Chemikalien

Albumin (aus Rinderserum)

bisBenzimide

DMSO

2-Deoxy-D-Glukose
Ethanol

Glukose

HEPES

Kaliumchlorid

Kaliumcyanid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalziumchlorid
Kollagenase, Typ CLS I11,(322U/mg)

Laminin

Magnesiumsulfat
Medium 199
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Penicillin-Streptomycin-Lésung

RocheApplied

Science,Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Riedel de Haén, Seelze
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Fluka, Schweiz

Merck, Darmstadt
Biochrom KG, Berlin

RocheApplied

Science,Mannheim
Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Eggenstein
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Propidiumiodid Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Perfusionsexperimente

Calcein-AM Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Cobalt(Il)-chlorid-Hexahydrat Merck, Darmstadt
Fura-2-AM, (1-(2-(5-Carboxyoxazol-2-yl)-

6-aminobenzofuran-5-oxy)-2-(-2"-amino-

5’'methylphenoxy)-ethan-N,N,N",N -tetraacetat Invitrogen, Karlsruhe

H-89 (N-(2-(p-Bromocinnamylamino)ethyl)-5-

Isoquinolinesulfonamide.2HCL) Enzo Life Sciences, Lorrach

(*/-)-1soproterenol, (1-(3'4 -Dihydroxyphenyl)-2-

Isopropylaminoethanol; Isopropylarterenol) Sigma-Aldrich, St. Louis
(USA)
Koffein Sigma-Aldrich, Taufkirchen

KN-93 (N-[2-[N-(4-Chlorocinnamyl)-N-methyl-
aminomethyl]phenyl]-N-(2-hydroxyethyl)-4-
methoxybenzenesulfonamide phosphate

salt, N-[2-[[[3-(4-Chlorophenyl)-2-
propenyl]methylamino]methyl]phenyl]-N-
(2-hydroxyethyl)-4'-methoxybenzenesulfonamide

phosphate salt) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

N2 Linde, Minchen
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2.2 Haufig verwendete Medien und Puffer

2.2.1 Zellkulturmedien

CCT-Medium:
Medium 199+
HEPES 3,6 g/l
Kreatin 5 mM
Karnitin 2 mM
Taurin 5 mM

Das CCT-Medium wurde mit NaOH auf pH 7 4 titriert.

Vorplattierungsmedium:

CCT-Medium+

Laminin 0,5 pg/ml
Penicillin 100 1U/ml
Streptomycin 10 pg/ml

Ausplattierungsmedium:

CCT-Medium
Penicillin 100 IU/ml
Streptomycin 10 pg/mli

Alle Medien wurden sterilisiert und bei 4°C aufbewahrt.



2.2.2 Perfusionsmedien

Die in unseren Experimenten verwendeten Perfusionsmedien werden im Folgenden
beschrieben.

Normoxische HEPES-gepufferte Tyrode-Lésung (Normoxiemedium):

Substanz Konzentration in mM
NaCl 125,0
KCI 2,6
KH.PO4 1,2
MgSO, 1,2
CaCl, 1,0
HEPES 25,0
Glukose 2,5

Die Lésung wurde bei 37°C mit NaOH auf pH 7,4 titriert.

Anoxische HEPES-gepufferte Tyrode-Losung (Anoxiemedium):

Substanz Konzentration in mM
NaCl 125,0
KCI 2,6
KH2PO, 1,2
MgSO. 1,2
CaCl, 1,0
HEPES 25,0

Die Losung wurde bei 37°C mit NaOH auf pH 6,4 titriert.

Das Hypoxiemedium wurde nach Zusatz von Cystein (830 pM) gemalR der von Allshire
et al. (1987) beschriebenen Methode im Dampfdruckkochtopf fur 60 Minuten bei 2 bar
und 120°C autoklaviert.
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2.2.3 Inkubationsmedien

Zur metabolischen Inhibierung und anschlieRenden Nekrosemessung wurden die

Zellkulturschalen mit folgenden Medien vorbehandelt:

Normoxisches Inkubationsmedium

Dabei wurde die normoxische HEPES-gepufferte Tyrode-Lésung verwendet. Diese

wurde zur Simulation der Normoxie und der Reperfusion eingesetzt.

Anoxisches Inkubationsmedium

Hierfar wurden 50 ml der anoxischen HEPES-gepufferten Tyrode-Losung mit 2-Deoxy-
p-Glukose (10 mM bzw. 50 mM) und Kaliumcyanid (5 mM bzw. 25 mM) versetzt.

2.3 Gerate und Laborbedarf

2.3.1 Zellkultur und Herzmuskelzellisolierung

Brutschrank Kendro, Hanau
Deckglaser Menzel, Braunschweig
Gewebehacker Harvard Apparatus Uber Hugos

Sachs Elekronik, March-Hugstetten

Langendorff-Apparatur Eigenbau Physiologisches Institut
JLU GielRen
Mikroskop Olympus, Hamburg

TMS-F, Nikon, Japan
Nylonnetz NeolLab, Heidelberg
Praparationsbesteck Eickenmeyer, Tuttlingen
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Sterilbank

2.3.2 Fluoreszenzmessungen

CCD Kamera
Computer-Software
Dichroid-Spiegel
Emissionsfilter
Inverses Mikroskop
Monochromator

Xenon-Lampe

2.3.3 Anoxie-Reoxygenationsexperimente

Dampfdruckkochtopf
Druckstabile Glasgefalie mit
verschliefbarem Deckel
Edelstahlkapillaren
Gasdichte Schlauche
Gasventile

Peristaltikpumpe

Perfusionskammer

Kendro, Hanau

TILL Photonics, Grafelfing
TILL Photonics, Grafelfing
Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg
TILL Photonics, Grafelfing

TILL Photonics, Grafelfing

All American, Canada

Bormiolli Rocco, Italien
Alltech, Unterhaching
Kahlensee, Giel3en
Kahlensee, Giel3en
Gilson-Abimed, Langenfeld

Eigenbau, Physiologisches
JLU Giessen

Institut
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2.3.4 \Weitere Gerate
Glasgerate
Hamiltonspritze (100 pl)
Heizblock

Heizruhrer

Inkubator

Pestler

Perfusionsheizung

Pipetten

pH-Meter

Schattler, Typ: WT 12

Vortexer

Wasserbad
Wasserdemineralisierungsanlage

Zentrifugen

2.3.5 Verbrauchsmaterialien
Kulturschalen, Typ Falcon 3001
Nitrozellulosemembran

Parafiim ®

Schott, Mainz

Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Techne, Burkhardtsdorf
Jahnke & Kunkel, Staufen
Kendro, Hanau

Kontes, Vineland, USA
Eigenbau, Physiologisches
Institut JLU GielRen
Eppendorf-Nethler-Hinz, Hamburg
WTW, Weinheim

Biometra, Gottingen
IKA-Werke, Staufen

Julabo, Seelbach

Millipore, Eschborn

Haraeus, Hanau

Becton Dickinson, Heidelberg
Schleicher und Schuell, Dassel
PECHINEY Plasic Packaging,

Menasha, USA
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Pellet Pestle ®

Pipettenspitzen

Reaktionsgefale (1,5 ml)

Reaktionsgefale (0,5 ml; 2 ml)

Rohrchen, 10 mi

Réhrchen, 50 ml, Typ: Falcon: 352070
Trockenpapier
Zellkulturschalen, Typ: Falcon 353001

Zellschaber, Typ: Falcon 353087

Kontes, Vineland, USA
Eppendorf-Nethler-Hinz,
Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg

Greiner Labortechnik GmbH,
Frickenhausen

Becton Dickinson, Heidelberg
Biotec-Fischer, Reiskirchen
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
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3 Methoden
31 Herzmuskelzellisolierung
3.1.1 Versuchstiere

In dem beschriebenen Modell wurden ventrikulare Herzmuskelzellen von adulten, 200-
300g schweren Wistar-Ratten isoliert. Diese Tiere wurden eigens im Physiologischen
Institut der JLU Giessen geziichtet und erhielten freien Zugang zu Nahrung
(ALTROMIN) und Wasser.

3.1.2 Préaparation ventrikularer Herzmuskelzellen

Die Isolierung der Kardiomyozyten wurde nach der von Piper et al. (Piper et al., 1982)

beschriebenen Methode durchgefuhrt.

Folgende Lésungen wurden dabei verwendet:

Ca?*-Stammldsung:

Substanz Konzentration in mM
CaCl, 100,0

Powell-Medium:

Substanz Konzentration in mM
NaCl 110,0
NaHCO; 25,0
KCI 2,6
KH2PO4 1,2
MgSO. 1,2
Glukose 11,0
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Kollagenasepuffer:

Substanz Menge
Powell-Medium 50 ml
Kollagenase 20 mg
Ca?*- Stammlésung 12,5 pl

Die Ratten wurden unter Ethernarkose durch Genickbruch getdtet. Anschliellend
wurde der Brustraum eréffnet und zunéchst das Perikard entfernt. Nach Anhebung von
Herz und Lunge wurden diese Organe durch einen Scherenschlag vom Organismus
getrennt. AnschlieRend wurden Herz und Lunge in eiskalte isotonische NaCl-Lésung
gelegt. In dieser Lésung liegend wurde das Herz von Lunge sowie Geweberesten
freiprapariert und anschlieRend mit der Aorta an die Langendorff-Apparatur angehangt.
Das Herz wurde kurzzeitig mit Powell-Medium perfundiert, um Blutreste in den
Koronarien auszuwaschen. Im Anschluss daran wurde rezirkulierend fur ca. 25 min mit
50 ml Kollagenasepuffer perfundiert. Dann nahm man eine Trennung der Ventrikel von
den Vorhoéfen vor, um das Ventrikelgewebe mechanisch mit Gewebehacker und dann
manuell mit Skalpell zu zerkleinern. Als Nachstes erfolgte die Inkubation des Gewebes
fur 5 min bei 37°C in Kollagenasepuffer. Nun konnte der Zellbrei mit einer 5ml-Pipette
vorsichtig auf- und abpipettiert werden, um die Mazeration der Herzmuskelzellen zu
begunstigen. Zur Entfernung noch vorhandener Zellaggregate erfolgte die Filtration der
Suspension durch ein Nylonnetz (0,2 mm Porengréf3e) und dann die Zentrifugation
dieser Suspension bei 25*g fir 3 min. Das entstandene Pellet, das 200 pM CaCl,
enthalt, wurde in Powell-Medium aufgenommen. Anschlieliend wurde es erneut bei
25%g fur 2 min zentrifugiert und in 400 pM CaCl, enthaltendes Powell-Medium
aufgenommen. Die Suspension wurde gemal der Anzahl der zu praparierenden
Herzen auf zuvor mit Powell-Medium befillte Reagenzglaser verteilt. Nach
nochmaliger Zentrifugation bei 25%g fur 1 min entstand eine Zellpopulation aus ca. 70-

80 % stabchenférmigen, vitalen Kardiomyozyten.
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3.1.3 Zellkultur

Die Kulturschalen, die die Glasdeckglaschen beinhalteten, wurden mit
Vorplattierungsmedium beschickt, um eine bessere Anheftung der Zellen an die
Deckglaschen zu ermdglichen. Uber Nacht wurden die Kulturschalen im Brutschrank
aufbewahrt. Am Folgetag wurde das Vorplattierungsmedium kurz vor dem
Ausplattieren abgesaugt, damit das bei der Praparation zuletzt gewonnene Pellet —
vermischt mit Ausplattierungsmedium (24 ml pro Herz) - auf die vorplattierten
Kulturschalen verteilt werden konnte. Im Anschluss daran erfolgte eine zweistiindige
Phase der Anheftung bei 37°C, nach der das Ausplattierungsmedium erneuert wurde,
so dass tote, abgerundete und nicht haftende Kardiomyozyten ausgewaschen wurden.
Somit verblieb eine Kultur, die zu ca. 90% aus lebenden, stadbchenfomigen

Kardiomyozyten bestand.

3.2  Anoxie-Reoxygenationsversuche
3.21 Versuchsaufbau

Die Kardiomyozyten haften auf Deckglaschen, die fir die Anoxie-
Reoxygenationsversuche in eine Perfusionskammer eingebaut wurden. Danach wurde
diese Kammer gasdicht verschlossen und die Temperatur innerhalb der Kammer
konstant auf 37°C gehalten. Die entsprechenden Anoxie- bzw. Reoxygenationsmedien
wurden mittels Peristaltikpumpe mit einer Geschwindigkeit von 0,5 ml/min Uber
Edelstahlkapillaren durch die Kammer gepumpt und umspllten die Kardiomyozyten.
Das Anoxiemedium wurde wahrend des gesamten Versuchszeitraumes mit 100% N

begast.

3.2.2 Video-Imaging-System fiir fluoreszenzmikroskopische Messungen

Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie wurden die Messungen durchgefuhrt. Das von
einer Xenonlampe entsandte Anregungslicht wurde mittels eines Monochromators
gefiltert und die zum Fluoreszenzfarbstoff, mit dem die Kardiomyozyten beladen waren,
entsprechende Wellenlange ausgewahlt. Die ausgewahlte Wellenlange wurde mit Hilfe

eines Dichroid-Spiegels auf die Kardiomyozyten in die Perfusionskammer gelenkt. Der
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Fluoreszenzfarbstoff wurde angeregt, und das emittierte Licht erreichte durch den
Dichroid-Spiegel und einen Emissionsfilter eine an einen Computer angeschlossene
Kamera, die das eingehende Signal aufzeichnete. Die Daten wurden mit einer TILL

Photonics-Software (TillVision) ausgewertet.

Computer

v

CCD-Kamera

c—/ Emissionsfilter

, U
- > Dichroidischer
~ '
' Spiegel

Lichtquelle
{Xenon-Lampe) Monochromator

Objektiv

= =5 &1

Perfusionsmedium Perfusionskammer Pumpe

Abb. 3.2.2  Vereinfachte schematische Darstellung des Video-Imaging-Mikroskops.
Durchgezogener Pfeil: Strahlengang des Anregungslichts. Gestrichelter
Pfeil: von den Fluoreszenzfarbstoff-beladenen Kardiomyozyten

emittiertes Licht
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3.2.3 Messung der intrazellularen Ca?*-Konzentration

Die Detektion der intrazellularen Ca?*-Konzentration erfolgt mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie. Die Kardiomyozyten wurden mit FURA-2-AM, einem
Fluoreszenzfarbstoff, in einer Konzentration von 0,625 pM/L in CCT-Medium beladen
und 15 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anschlieend erfolgte das Waschen der
Zellen mit CCT-Medium, und sie wurden weitere 15 min nachinkubiert. FURA-2-AM ist
ein Acetoxymethylester, der die Zellmembran Uberwinden kann. Intrazellular wird die
Acetoxymethyl-Gruppe durch Esterasen abgespalten, und das geladene Molekil kann
die Zellmembran nicht mehr Gberwinden. Die Anregung von Fura-2-AM erfolgte mit den
Wellenlangen 340 und 380 nm, das Emissionsmaximum liegt bei 510 nm. Die Daten
der Fura-2-Messungen werden als Ratio (340 nm/380 nm) in relativen Einheiten (r.E.)

wiedergegeben.

In einer Reihe von Experimenten mittels Koffein haben wir die Ca?*-Freisetzung aus
dem SR untersucht. Koffein wurde in einer Konzentration von 10 mM/L am Ende der
Reperfusion gegeben. Koffein aktiviert die Ryanodin-Rezeptoren des SR und bewirkt
eine maximale Freisetzung des im SR gespeicherten Ca?* ins Zytosol. Dieser
transiente Anstieg wird als Koffein-Peak bezeichnet, er wurde gemessen und in %

wiedergegeben.

3.2.4 Nekrosemessung

Bei der Nekrosemessung waren die Kulturschalen mit den Kardiomyozyten einer 80-
minltigen Hypoxie ausgesetzt und wurden dann 30 Minuten mit dem jeweils zu
untersuchenden Stoff reoxygeniert. Im Anschluss wurden sie mit den Farbstoffen
Propidiumiodid und bisBenzimide inkubiert. Die intakte Zellmembran lebender Zellen
ist fir Propidiumiodid impermeabel. Es kann ausschlieBlich in nekrotische Zellen

eindringen und farbt diese und ihre Zellkerne.

3.2.5 Experimentelles Protokoll

Um Ischamie und Reperfusion zu simulieren, wurden die Kardiomyozyten zunachst 60

Minuten lang mit Hypoxiemedium und unmittelbar danach 20 Minuten lang mit
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Reoxygenationsmedium perfundiert. Wahrend der einzelnen Versuche wurden in den
letzten 5 Minuten der Ischamie und in der gesamten Reoxygenation verschiedene
Aktivatoren oder Inhibitoren eingesetzt, die in nachfolgender Tabelle naher
beschrieben sind. Isoproterenol wurde in Micoogullaris Untersuchungen in den
Konzentrationen 100 nM und 10 nM verwendet. In der hier vorliegenden Arbeit wurden
fur Isoproterenol Experimente zur Zelllange mit 1 yM, 100 nM und 10 nM durchgefiihrt,
bei anschliefienden Untersuchungen wurden 10 nM verwendet.

Die Firma Enzo Life Sciences empfiehlt beispielsweise fir H89 in ihrem Datenblatt
(abgerufen 08/2019) einen Konzentrationsbereich zwischen 30 und 100 uM fir
kultivierte Zellen, in vorliegender Arbeit wurden 50 pM verwendet. In vielen Studien
Uber KN 93 findet man Konzentrationsbereiche zwischen 1 und 10 uM (Wagner et al.,
2011; Warren et al. 2017 u.a.). In dieser Untersuchungsreihe ist KN 93 in einer

Konzentration von 5 yM angewandt worden.

Substanz Konzentration Eigenschaften

H 89 50 uM Inhibitor der PKA

Selektiver Ca2*/Calmodulin-

KN 93 5 uM
abh. PK Il-Inhibitor

Aktivator der PKA, steigert

Isoproterenol 10 nM
die cAMP-Produktion
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3.2.6 Messparameter

Parameter Methode Einheit
Zelllange Zelllangenmessung % der endanoxischen Lange
Zytosolisches Ca?* FURA-2 Relative Einheiten
Ca?*-Oszillationen FURA-2 Anzahl der Oszillationen/min
Nekrose Propidiumiodidfarbung % aller gezahlten Zellen
3.3  Statistik

Die Daten wurden als Mittelwerte +/- SEM von n verschiedenen Experimenten
wiedergegeben.

Statistische Vergleiche wurden durch einfache Varianzanalyse (One-Way-ANOVA)
unter Nutzung des Student-Newman-Keuls-Tests fur post-hoc Analysen durchgefuhrt.

Unterschiede mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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4.1

411

Ergebnisse

Zeitverlauf der zytosolischen Ca?*-Konzentration

unter Ischamie und Reperfusion

Exemplarischer Verlauf des zytosolischen Calciums

unter Ischamie und Reperfusion

Wahrend der Ischamie kommt es in den Kardiomyozyten zu einer zytosolischen Ca?*-

Uberladung. Die Abb. 4.1.1 (A) zeigt exemplarisch den Anstieg der Ca?*-Konzentration

in der Zelle — dargestellt als Fura-2-Ratio in relativen Einheiten - unter ischamischen

Bedingungen.

Die Abb. 4.1.1 (B) stellt den in der Reperfusion zu beobachtenden Verlauf der Ca?*-

Konzentration unter Kontrollbedingungen dar. Diese zytosolische Ca?*-Kinetik lasst

sich in zwei Phasen untergliedern: Zu Beginn der Reperfusion kommt es zu einer

rapiden Abnahme der Ca?*-Konzentration im Zytosol, da dieses ins SR aufgenommen

wird (1.Phase). In der 2. Phase treten hochfrequente zytosolische Ca?*-Oszillationen

auf, bedingt durch repetitive Aufnahme des Ca?* aus dem Zytosol ins SR und Abgabe

des Ca?* aus dem SR ins Zytosol. Simultan zum Auftreten der Ca?*-Oszillationen

entwickeln die Zellen eine

irreversible Hyperkontraktur. Diese Hyperkontraktur

charakterisiert den akuten myokardialen Reperfusionsschaden.

1600
A Anoxie 1600
1400 1 1400
;: 1200 1 = 1200
5 1000 \2 1000 1
® s
o 800 1 T 800
N ¥
£ 600 | S 600
[N L
400 | 400 1
200 A 200 -
0 10 20 30 40 50 60
Zeit (min)
Abb. 4.1.1

B Reoxygenation

0 5 10 15 20
Zeit (min)

Exemplarischer Verlauf der zytosolischen Ca?*-Konzentration (Fura-2-

Ratio in relativen Einheiten) unter Kontrollbedingungen links wahrend

der Ischamie und rechts wahrend der Reperfusion.
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41.2 Verlauf der zytosolischen Calcium-Konzentration unter Reperfusion

Die Abb. 4.1.2 veranschaulicht die Unterschiede der zytosolischen Ca?*-Kinetik
wahrend der Reperfusion zwischen Kontrollbedingungen (A) und unter dem Einfluss
von Isoproterenol 10 nM (B). Eine deutliche Reduktion der Ca?*-Oszillationen tritt durch

die Behandlung mit Isoproterenol auf.

1600 1600
A B
1400 1 1400
— 1200 — 1200
w w
o 1000 | S 1000 |
© ©
o 800 & 800
aQ o
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400 1 400 1
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0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Zeit (min) Zeit (min)

Abb.4.1.2  Exemplarischer Verlauf der zytosolischen Ca?*-Konzentration (Fura-2-
Ratio in relativen Einheiten) unter Kontrollbedingungen links und mit
Isoproterenol (10 nM) rechts wahrend der Reperfusion. Die
AusschnittsvergroRerungen beider Bilder sind zwischen der 7. und 8.

Minute gewahlt.
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4.2

4.21

Vergleich zwischen dem Einfluss einer Inhibierung der
Proteinkinase A und einer Inhibierung der Ca?/Calmodulin-
abhdngigen Proteinkinase Il auf die Entwicklung der

Hyperkontraktur und die Calcium-Kinetik in der Reperfusion

Einfluss auf die Zelllange

In einer Reihe von Experimenten wurden die Wirkungen einer PKA- und CaMK II-

Inhibierung auf das Ausmal} der Hyperkontraktur untersucht. Die Abb. 4.2.1 zeigt die

Zellverkiirzung nach 15 Minuten Reperfusion. In diesem Protokoll wurden sowohl H89
(50 uM), ein Inhibitor der PKA, als auch KN 93 (5uM), ein selektiver Ca2*/Calmodulin-

abhangiger Protein-Kinase ll-Inhibitor, angewandt. Die Abb. zeigt, dass sich die Zellen

nach der Reperfusion unter Kontrollbedingungen um ca. 40 % ihrer endischamischen

Lange verklrzen und somit eine Hyperkontraktur aufweisen. Die Ergebnisse lassen

erkennen, dass H89 und KN 93 das Ausmaly der Hyperkontraktur signifikant

verstarken. Beide Inhibitoren haben zu einer vergleichbaren Hyperkontraktur gefihrt.

Abb. 4.2.1

80
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Zelllange (% der endanoxischen Lange)

& ,,@\\

RS &

Zelllange in % der endischamischen Lange nach 15 Minuten
Reperfusion unter Kontrollbedingungen (n=28), in Gegenwart des PKA-
Inhibitors H89 (50 uM, n=28) und des CaMK lI-Inhibitors KN 93 (5 uM,
n=24). Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM (n = 11, " p <

0,05 vs. Kontrolle).
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422

Einfluss auf die Amplitude der zytosolischen Ca?*-Oszillationen

Simultan zu den Langenmessungen wurde die Wirkung der Inhibitoren auf die Ca?*-

Oszillationen untersucht. Die Abb. 4.2.2 zeigt die Ca?*-Amplitude nach 10 Minuten
Reperfusion. Wie abgebildet ist, verstarken die Inhibitoren H89 und KN 93 die
Amplitude der Ca?*-Oszillationen signifikant. Zu erkennen ist, dass der Effekt bei H89

signifikant starker ist als bei KN 93.

Abb. 4.2.2

Ca2+—AmpIitude (Differenz zwischen

o
o
o
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o

systolischem und diastolischem CaZ+;r.E.)

Einfluss von H89 (50 uM, n=11) und KN 93 (5uM, n=22) auf die Ca?*-
Amplitude nach 10 Minuten Reperfusion im Vergleich zu
Kontrollbedingungen (n= 18). Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte +
SEM (n = 11, * p < 0,05 vs. Kontrolle, # p < 0,05 vs. H89 oder KN 93).
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423 Einfluss auf die Frequenz der zytosolischen Ca?*Oszillationen

Die beschriebene Erhohung der zytosolischen Ca?*-Amplitude geht mit einer
Verstarkung der Frequenz der zytosolischen Ca?*-Oszillationen einher. Die Abb. 4.2.3
(A) stellt den Verlauf der wahrend der Reperfusion auftretenden Ca?*-Oszillationen
exemplarisch dar. Die Applikation von H89 weist zwischen der 3. und 6. Minute der
Reoxygenation eine Frequenzerhéhung um knapp das Achtfache auf, KN 93 erhohte
die Oszillationsfrequenz um mehr als das Vierfache. In Abb. 4.2.3 (B) sind die Maxima

der Ca?*-Oszillationen wahrend der Reperfusion dargestellt.
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Abb. 4.2.3 A: Exemplarischer Verlauf der Ca?*-Oszillationen (min-') wahrend der
Reperfusion unter Kontrollbedingungen (-e-) und in Anwesenheit von
H 89 [50 pM] (-o-) versus KN 93 [5 uM] (- -).
B: Darstellung der Maxima der Ca?*-Oszillationen zwischen der 3. und 6.
Minute der Reperfusion. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte +
SEM (n = 11, * p < 0,05 vs. Kontrolle, # p < 0,05 vs. H89 oder KN 93).

32



424

Einfluss auf das AusmaR der Nekrose

Die Abb. 4.2.4 zeigt, dass der Anteil der nekrotischen Zellen unter Kontrollbedingungen
bei ca. 20 % liegt. Der PKA-Inhibitor H89 erhoht die Anzahl nekrotischer Zellen auf 60

%. Die Anwesenheit des CaMK lI-Inhibitors KN 93 fiihrt zu einem Nekroseanteil von

knapp 30 %.

Abb. 4.2.4
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Nekrose (%)

20 4

Anteil nekrotischer Zellen wunter Kontrollbedingungen und in
Anwesenheit von H 89 [50 uM] versus KN 93 [5uM]. Die Daten sind
dargestellt als Mittelwerte + SEM (n = 12 Experimente pro Bedingung, “p
< 0,05 vs. Kontrolle, # p < 0,05 vs. H89 oder KN 93).
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4.3 Einfluss einer B-adrenergen Stimulation auf Zelllange, zytosolische

Ca?*- Oszillationen, Nekrose und das sarkoplasmatische Retikulum
4.3.1 Einfluss auf die Zelllange

Zunachst wurde in einer Reihe von Experimenten die Wirkung der PKA-Aktivierung auf
das Ausmald der Hyperkontraktur untersucht. Um die PKA zu aktivieren, wurde der (-
adrenerge Rezeptoragonist Isoproterenol wahrend der Reperfusion jeweils in
verschiedenen Konzentrationen appliziert. Die Abb. 4.3.1 zeigt die Zellverklirzung nach
15 Minuten Reperfusion. In diesem Protokoll wurde Isoproterenol 10 nM/L, 100 nM/L
und 1 uyM/L angewandt. Die Abb. zeigt, dass sich die Zellen unter Kontrollbedingungen
um knapp 40 % ihrer endanoxischen Lange verkurzen und somit eine Hyperkontraktur
aufweisen. Isoproterenol reduziert das Ausmal der Zellverkirzung in allen drei
Konzentrationen signifikant, am deutlichsten jedoch bei 10 nM. Fir die nachsten
Experimente wurde diese Konzentration angewandt.

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Ergebnissen der Dissertation von Herrn

Micoogullari.
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Zelllange (% der endanoxischen Lange)

40

Abb. 4.3.1 Zelllange in % der endischamischen Lange wahrend der ersten 15
Minuten der Reperfusion unter Kontrollbedingungen (n=70) und in
Gegenwart des PKA-Aktivators Isoproterenol (Iso) (10 nM - n=30, 100
nM - n=21, 1 yM - n=61). Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte *
SEM (n =21, * p < 0,05 vs. Kontrolle).
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4.3.2 Einfluss auf die Amplitude der zytosolischen Ca?*-Oszillationen

Simultan zu den Langenmessungen wurde die Wirkung von Isoproterenol auf die Ca?*-
Oszillationen untersucht. Die Abb. 4.3.2 zeigt die Ca?*-Amplitude nach 10 Minuten

Reperfusion. Wie zu sehen ist, verringert Isoproterenol diese Oszillationen signifikant.
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Abb. 4.3.2  Einfluss von Isoproterenol (Iso) (10 nM, n=49) auf die Ca?*-Amplitude
nach 10 Minuten Reperfusion im Vergleich zu Kontrollbedingungen (n=
71). Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM (n = 49, * p < 0,05

vs. Kontrolle).
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4.3.3 Einfluss auf die Frequenz der zytosolischen Ca?*Oszillationen

Die beschriebene Reduktion der zytosolischen CaZ*-Amplitude geht mit einer Abnahme
der Frequenz der zytosolischen Ca?*-Oszillationen einher. Die Abb. 4.3.3 (A) stellt den
Verlauf der wahrend der Reperusion auftretenden Ca?*-Oszillationen exemplarisch dar.
In Abb. 4.3.3 (B) sind die Maxima der Ca?*-Oszillationen wahrend der Reperfusion

exemplarisch dargestellt.
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Abb. 4.3.3 A: Exemplarischer Verlauf der Ca?*-Oszillationen (min-') wahrend der
Reperfusion unter Kontrollbedingungen (e) und in Anwesenheit von
Isoproterenol (1).

B: Darstellung der Maxima der Ca?*-Oszillationen zwischen der 5. und 8.
Minute (kritische Phase) der Reperfusion. Die Daten sind dargestellt als
Mittelwerte £ SEM (n = 46, * p < 0,05).
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Einfluss auf das Ausmaf der Nekrose

Die Abb. 4.3.4 zeigt, dass der Anteil der nekrotischen Zellen unter Kontrollbedingungen

bei fast 40% liegt. Der PKA-Aktivator Isoproterenol reduziert die Nekrose signifikant auf

ca. 10%.

Abb. 4.3.4
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Anteil nekrotischer Zellen nach Nekrosemessung unter

Kontrollbedingungen und in Anwesenheit von Isoproterenol 10 nM. Die
Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM (n = 15 Experimente pro

Bedingung, * p < 0,05 vs. Kontrolle).
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4.3.5 Wirkung einer B-adrenergen Stimulation auf die Speicherkapazitat

des Sarkoplasmatischen Retikulums

Um den Speicherstatus des SR zu untersuchen, wurde nach ca. 20 Minuten
Reperfusion dem Reperfusionsmedium Koffein zugefligt. Dadurch kam es zu einem
transienten Anstieg der Fura-2-Ratio, der einen Anstieg der zytosolischen Ca?*-
Konzentration widerspiegelt. Koffein bewirkt eine maximale Freisetzung des im SR
gespeicherten Ca?* durch Aktivierung der Ryanodin-Rezeptoren des SR (Lukyanenko
et al., 2001).
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Abb. 4.3.5 A: Exemplarischer Verlauf des zytosolischen Ca?*-Anstiegs nach

Koffeingabe (10 mM) am Ende der 20-minltigen Reperfusion unter
Kontrollbedingungen (...) und in Gegenwart von Isoproterenol [10 nM]
()

B: Ca?*-Freisetzung aus dem SR nach Koffeingabe (10 mM) am Ende
der 20-minatigen Reperfusion unter Kontrollbedingungen (n=18) und in
Gegenwart von Isoproterenol (10 nM, n=10). Die Daten sind dargestellt
als Mittelwerte £ SEM (n = 10, * p < 0,05 vs. Kontrolle).

38



5 Diskussion
51 Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel der Arbeit war es, die Auswirkungen der Proteinkinase A und der Ca?*/Calmodulin-
abhangigen Proteinkinase Il im Ischamie-/Reperfusionsgeschehen zu vergleichen und
in den Kontext vorpublizierter Befunde zu stellen. Hierzu wurde ein Zellmodell isolierter
Kardiomyozyten verwendet, in dem Ischamie und Reperfusion simuliert wurden.
Die ischdmieinduzierte zytosolische Ca2*-Uberladung und die reperfusionsinduzierte
Wiederaufnahme der Energieproduktion flihren in den Kardiomyozyten zu
Veranderungen der Ca?*-Homodostase und zur Hyperkontraktur bis hin zum
nekrotischen Zelltod. Daher dienten neben den zytosolischen Ca?*-Oszillationen und
der zytosolischen Ca?*-Konzentration die Zelllinge sowie die Nekrose als
Messparameter fir den zelluldaren Schaden. Zusatzlich wurde die Ca?*-

Speicherkapazitat des SR untersucht.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dass

1) sowohl eine Inhibierung der PKA durch H89 als auch eine Inhibierung der CaMK I
durch KN 93 den myokardialen Reperfusionsschaden auf zellularer Ebene

verstarken.

2) eine B-adrenerge Stimulation durch Isoproterenol Uber eine Verminderung der
reperfusionsinduzierten Ca?*-Oszillationen und konsekutiver Reduktion der
Hyperkontraktur und Nekrose protektiv wirkt. Dies konnte bereits bei Micoogullari
2014 beobachtet werden. Vermutlich kbnnen sowohl die PKA als auch die CaMK I

verantwortlich dafliir gemacht werden kénnen.

3) die Protektion vor dem Reperfusionsschaden durch die PKA-Aktivierung scheinbar
Uber eine erhdhte Ca?*-Speicherung in das SR vermittelt wird. Das entspricht den

2014 von Herrn Micoogullari publizierten Befunden.
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5.2 Auswirkungen auf den myokardialen Reperfusionsschaden durch
Beeinflussung der PKA und der CaMK I

5.2.1 Inhibition der PKA und der CaMK Il

Um den Einfluss einer Proteinkinase A — und einer Ca?*/Calmodulin-abhangigen
Proteinkinase Il-Inhibierung im Anoxie-/Reperfusionsgeschehen zu untersuchen,
wurden H89, ein PKA-Inhibitor, und KN 93, ein CaMK Il-Inhibitor, wahrend der
Reperfusion eingesetzt. H89 wurde in einer Konzentration von 50 yM, KN 93 in einer
Konzentration von 5 yM angewandt. Die Konzentrationen wurden in Anlehnung an

Literatur- und Herstellerangaben gewabhlt (siehe Experimentelles Protokoll, Seite 25 f.).

Zu Beginn der Versuchsreihe diente die Zellldnge als Schadigungsparameter der
Reperfusion auf zellularer Ebene. Die Ergebnisse zeigen, dass die Inhibierung beider
Kinasen eine Hyperkontraktur zur Folge hat.

Nekrosemessungen zeigen, dass sowohl der Inhibitor der PKA als auch der Inhibitor
der CaMK Il den Anteil nekrotischer Zellen an der Gesamtzellzahl deutlich erhdhen.
Um zu untersuchen, ob Veradnderungen des Ca?*-Haushalts fir die schadigenden
Einflisse verantwortlich sind, wurden Ca?*-Oszillationsmessungen durchgeflhrt. Es
kam durch die Inhibition der PKA durch H89 wahrend der Reperfusion zu einer starken
Steigerung der Amplitude der Ca?*-Oszillationen. KN 93 verursachte ebenso einen
Amplitudenanstieg. Auch die Oszillationsfrequenz wies deutlich héhere Werte bei H89
auf, KN 93 erhohte jedoch auch die Frequenz der Ca?*-Oszillationen. Die Ergebnisse
lassen vermuten, dass beide Kinasen dieselben Zieltargets besitzen und durch ihre
Inhibition dieselben Effekte ausgelost werden. Herr Micoogullari fand 2014 in
Kinaseaktivitatsassays heraus, dass die PKA-Aktivitat unter Kontrollbedingungen in der
Ischamie bis hin zur kritischen Phase der Reperfusion (5. Min.) bis auf ein basales
Niveau absinkt. Im vorliegenden Fall einer Inhibition der PKA bzw. der CaMK Il kénnte
man schlussfolgern, dass hier die ohnehin schon verminderte Aktivitat der Kinasen
noch weiter gehemmt wird. Dementsprechend wird das basale Niveau noch weiter
unterschritten.

Die hohen Ca?*-Oszillationen sind der Ausloser fiir die Hyperkontraktur. Die Ca?*-
Oszillationen mit hohen Ca?*-Spitzenkonzentrationen verursachen jedoch nicht nur die
Entstehung einer irreversiblen Zellverklirzung, sondern kénnen auch die Aufnahme von
Ca?* in das Mitochondrium tber den MCU induzieren (Halestrap et al., 2004; Maack et
al., 2006; Piper et al., 2008; Abdallah et al., 2011). Die Ca?*-Uberladung der
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Mitochondrien ist eine der wichtigsten Ursachen fiir die MPTP-Offnung (Halestrap et
al., 2004). Diese kann letztlich zum nekrotischen Zelltod flihren (Halestrap et al., 2004).
Demnach bietet auch die Inhibition der Porenéffnung Moéglichkeiten zur Protektion vor
dem myokardialen Reperfusionsschaden, so dass ein Zusammenhang zwischen den
Zellorganellen SR und Mitochondrium besteht und die Wechselwirkung zwischen den
Ca?*-Ostzillationen und der MPTP die reperfusionsinduzierte Hyperkontraktur und
Nekrose der Kardiomyozyten beginstigt (Abdallah et al., 2011).

Im vorliegenden Fall kdnnte auch hier die veranderte Ca?*-Homdostase ursachlich
verantwortlich gemacht werden fir die Induktion des nekrotischen Zelltodes. Der
Anstieg der Ca?*-Oszillationen koénnte auf eine Beeinflussung der SERCA
zurtckzufihren sein. Die reduzierte Aufnahme und Speicherung von zytosolischem
Ca?* in das SR konnten durch eine erhdhte Verfligbarkeit der zytosolischen Ca?*-
Konzentration der Ausléser fir den myokardialen Reperfusionsschaden sein. Diese
Tatsache stlinde im Einklang mit den Ergebnissen von Herrn Micoogullari 2014. Er hat
durch die PKA-Aktivierung mit Isoproterenol eine signifikante Zunahme der
Phosphorylierung von PLB festgestellt, was zu einer erhdhten SERCA-Aktivitat und

infolge dessen zu einer erhéhten Ca2*-Speicherung ins SR fiihrt.

Hussain et al. untersuchten 1999 die Effekte des PKA-Inhibitors H89 auf die Ca?*-
Regulation an isolierten Kardiomyozyten von Frettichen. Sie stellten ebenso durch
Fluoreszenzmessungen fest, dass die Ca?*-Aufnahme in das SR in Anwesenheit von
H89 reduziert war. lhre Versuche legen nahe, dass H89 einen direkten inhibitorischen
Effekt auf die SERCA auslibt. Somit unterstiitzen diese Ergebnisse die vorliegende
Arbeit, d.h. die Inhibierung der PKA durch H89 bedingt tber Beeinflussung der SERCA
den myokardialen Reperfusionsschaden. Auch Blazev et al. berichteten 2001 Uber die
Inhibierung der Ca?*-Aufnahme in das SR durch H89.

Picht et al. (2007) verwendeten in Versuchen mit transgenen Mausen das CaMK II-
Inhibitor-Peptid (AIP) und zeigten durch Inhibierung der CaMK |l ebenso eine
reduzierte SERCA-Aktivitat u.a. AIP hemmt die Stimulation der SERCA und damit auch
die frequenzabhangige Beschleunigung der Relaxation des Herzmuskels wahrend der

Diastole.
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5.2.2 Aktivierung der PKA und der CaMK Il

Maier et al. zeigten 2009 in einem pharmakologischen Preconditioning (PPC)-Modell,
dass eine praischamische B-Adrenozeptorstimulation mit Isoproterenol einen
kardioprotektiven Effekt auf die postischamische Funktionserholung erzielt und somit
eine wesentliche Rolle im isolierten Herzmodell spielt. Im Hinblick auf Interventionen in
der Reperfusion konnte bereits in friheren Arbeiten gezeigt werden, dass die
Interventionen, die auf eine Beeinflussung der zellularen Ca?*-Kontrolle abzielen, die
Hyperkontraktur reduzieren kénnen. Ein Beispiel hierflr ist die Aktivierung der PKG
durch zyklische Guanosinmonophosphat (cGMP)-vermittelte Stimuli (Abdallah et al.,
2005, 2006). Aktivatoren der l6slichen Guanylatzyklase kénnen u. a. NO-Donatoren
sein, Aktivatoren der partikularen Guanylatzyklase bspw. Atriales natriuretisches Peptid
(ANP). Ziel einer Aktivierung der PKG ist die Phosphorylierung von PLB. Daraus
resultiert eine gesteigerte SERCA-AKktivitat (siehe Abb. 5.2.2.1). Folglich kommt es zu
einer beschleunigten zytosolischen Ca?*-Erholung, da Ca?* vermehrt im SR
gespeichert werden kann. Infolge dessen werden die zytosolische Ca2?*-Uberladung
und die Ca?*-Oszillationen in der friihen Phase der Reperfusion reduziert (Hempel et
al., 1997; Padilla et al., 2000; Inserte et al., 2000; Abdallah et al., 2005, 2006). Auch
die entsprechenden Stimuli der PKA beeinflussen den Phosphorylierungsstatus von
PLB unter normoxischen Bedingungen mit dem Ziel der Ca?*-Aufnahme in das SR
(Lindemann et al., 1983; Heinrich et al., 2014).  Micoogullari aktivierte 2014 in seinen
Ischamie-Reperfusions-Experimenten die PKA mit Isoproterenol und fand einen
kardioprotektiven Effekt via Verstarkung der Ca?*-Aufnahme in das SR heraus.
Wahrend der Ischamie und der kritischen Phase der Reperfusion, d.h. zwischen 5. und
8. Minute, sank die PKA-Aktivitat bis auf ein basales Niveau, konnte aber durch
Zugabe von lIsoproterenol signifikant ansteigen. Er bewies via Western-Blots die
gesteigerte Phosphorylierung von PLB wahrend der Reperfusion durch eine PKA-

Aktivierung.
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Abb. 5.2.2.1 Schematische Darstellung der SERCA-Regulierung durch PLB (NAR =
Noradrenalin, Gs = stimulierendes G-Protein, AC = Adenylatzyklase,
NO = Stickstoffmonoxid, sGC = |6sliche Guanylatzyklase, ATP =
Adenosintriphosphat, cAMP = zyklisches Adenosinmonophosphat, GTP
= Guanosintriphosphat, cGMP = zyklisches Guanosinmonophosphat, PP
= Diphosphat, SR = Sarkoplasmatisches Retikulum, SERCA = Ca?*-
ATPase des SR, PKA = Proteinkinase A)

Um die Rolle der PKA im Ischamie-/Reperfusionsgeschehen zu untersuchen, wurde
zunachst Isoproterenol wahrend der Reperfusion eingesetzt. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen, dass Isoproterenol in den Konzentrationen 10 nM, 100 nM
und 1 uM das Ausmall der reoxygenationsinduzierten Hyperkontraktur reduziert. Am

eindrucksvollsten ist die Reduktion der Hyperkontraktur jedoch bei 10 nM. Dies wurde
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in der Arbeit von Herrn Micoogullari beobachtet. Somit wurden weitere Versuche mit
dieser Konzentration durchgefihrt.

Die PKA-Aktivierung infolge p-adrenerger Stimulation und darauffolgender Steigerung
des cAMP-Spiegels fiihrt u. a. zur Phosphorylierung der RyR (Bers, 2002) und zur
Phosphorylierung von L-Typ-Ca?*-Kanalen, was deren Offnungswahrscheinlichkeit
erhoht (Bean et al.,, 1984; Yue et al., 1990). Dies misste zu einer erhdhten
zytosolischen Ca?*-Konzentration flihren, da es zu einer Ca?*-Freisetzung via RyR aus
dem SR und via L-Typ Ca?*-Kanal von extrazellular ins Zytosol kommt. Ein Effekt der
PKA-Aktivierung auf das SR im Reperfusionsgeschehen ist aber auch die
Phosphorylierung von Phospholomban (PLB), was eine gesteigerte SERCA-AKktivitat
zur Folge hat (Lindemann et al., 1983; James et al. 1989; Shannon et al., 2001; Bers,
2002). Daraus resultiert eine gesteigerte Ca?*-Aufnahme in das SR wahrend der
Reperfusion. Das beschleunigt die Abnahme der intrazellularen Ca?*-Konzentration
wahrend der Diastole und erhdéht den Gehalt an Ca?* im SR (Kranias et al., 1985).
Moglicherweise kommt es so zu einer Gleichgewichtsverschiebung des Ca?*-Gehaltes
zugunsten des SR (Xiao et al.,, 2006). In dieser Versuchsreihe scheint eine [3-

adrenerge Stimulation die Ca?*-Aufnahme in das SR zu beglinstigen.

L-Typ Ca?*-Kanile

/

Myofilamente

N /

Abb. 5.2.2.2 Schematische Darstellung verschiedener Targets der Proteinkinase A
(PKA) und der Ca?*/Calmodulin-abhangigen Proteinkinase Il (CaMK II).
(PLB = Phospholamban, @ SERCA = Ca?*ATPase des
sarkoplasmatischen Retikulums, SR = Sarkoplasmatisches Retikulum,

RyR = Ryanodin-Rezeptoren)

44



Zur Feststellung, ob der PKA-vermittelte Schutz auf eine veranderte
Calciumhomdostase zurlickgefuhrt werden kann, wurden die Calciumtransienten
untersucht und sowohl die Amplitude als auch die Anzahl der reperfusionsinduzierten
Ca?*-Ostzillationen bestimmt. Es zeigte sich, dass eine PKA-Aktivierung durch
Isoproterenol in der Reperfusion tatsachlich zu einer deutlichen Reduktion der
Frequenz und der Amplitude der Ca?*- Oszillationen fiihrte.

Ein weiteres Indiz fir den kardioprotektiven Effekt von Isoproterenol ist die signifikante
Abnahme des Anteils nekrotischer Zellen. Diese Tendenz spiegelt sich auch in der
Abnahme der Hyperkontraktur wider, die der Nekrose vorausgeht, und kann mit der
Reduktion der Ca?*-Oszillationen begriindet werden.

Um zu Uberprifen, ob die Speicherkapazitat des SR fiir Ca?*-lonen durch einen
Aktivator der PKA beeinflusst wird, wurde in der vorliegenden Arbeit Koffein (10 mM)
eingesetzt und nach der Reperfusion appliziert. Koffein aktiviert die Ryanodin-
Rezeptoren des SR und bewirkt eine maximale Freisetzung des dort gespeicherten
Ca?* (Lukyanenko et al., 2001). Anschliefend ist der Koffein-induzierte Anstieg des
zytosolischen Ca?* messbar. Anhand der vorgelegten Ergebnisse wird deutlich, dass
durch die Aktivierung der PKA eine erhdhte Sequestration von Ca?* in das SR
stattfindet. Die hier erzielten Ergebnisse reprasentieren wiederum die Ergebnisse der
Versuchsreihe von Herrn Micoogullari und deuten darauf hin, dass die B-adrenerge
Stimulation die Speicherkapazitat des SR beeinflusst und die Protektion gegen den
myokardialen Reperfusionsschaden durch eine erhdhte Ca?*-Speicherung in das SR

vermittelt wird.

Aus den Ergebnissen lasst sich ableiten, dass die Reduktion der Ca?*-Oszillationen
wahrend der Reperfusion und die daraus resultierende Reduktion der Hyperkontraktur
und der Nekrose durch Aktivierung mit Isoproterenol auf eine erhohte Ca?*-Aufnahme
in das SR zuriickzufiihren sind. Unterstiitzt wird die Aussage durch die Ergebnisse der
Versuchsreihe mit Koffein, da nach Koffeinapplikation signifikant mehr Ca2* aus dem
SR freigesetzt wurde als unter Kontrollbedingungen. Das bedeutet, dass die
zytosolische Ca?*-Erholung durch eine Riickspeicherung von Ca?* in das SR vermittelt
wird.

Auch Davia et al. zeigten protektive Effekte durch verstarkte SERCA-Aktivitat. Sie
fuhrten 2001 an adulten Kardiomyozyten von lebenden Kaninchen virale
Transfektionen mit einem Adenovirus durch und analysierten die Effekte einer
SERCA2a-Uberexpression. Sie fanden heraus, dass eine Uberexpression der

SERCA2a sowohl zu einer Reduktion des Zelltodes und einer Reduktion
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arrhythmischer Kontraktionen als auch zu einer Verbesserung der systolischen und
diastolischen Funktion fuhrt.

Pediaditakis et al. fanden 2010 heraus, dass eine PKA-Aktivierung im Zytosol der
Rattenleber durch cGMP und cAMP wahrend der Reperfusion die Ca?*-induzierte
MPTP-Offnung in den Mitochondrien hemmt und den darauffolgenden Zelltod

reduziert.

Zusammengefasst zeigen die Daten, dass eine Inhibition der PKA durch H 89 und eine
Inhibition der CaMK Il durch KN 93 den Reperfusionsschaden verstarken. Die
Aktivierung der PKA durch Isoproterenol hingegen reduziert den Reperfusionsschaden.
Dieser Effekt wurde durch vermehrte Ca?*-Speicherung in das SR induziert. Obwohl in
der Literatur diskutiert wird, dass durch eine PKA-Aktivierung der Influx von Ca?* in das
Zytosol via L-Typ-Ca?*-Kanale und RyR gesteigert wird, nimmt die zytosolische Ca?*-
Konzentration aufgrund der gesteigerten SERCA-AKktivitat und einer Netto-Speicherung
von Ca?* in das SR ab. Diese Befunde stehen auch im Einklang mit den Ergebnissen
von Micoogullari aus unserer Arbeitsgruppe (2014). Seine Western-Blots zeigen, dass
der Phosphorylierungsstatus von PLB durch eine PKA-Aktivierung erhoht ist, der

Phosphorylierungsstatus von RyR jedoch unverandert bleibt.

Die funktionelle Auswirkung einer PKA-abhangigen RyR-Phosporylierung auf die
Abgabe von Ca?* aus dem SR in intakten Kardiomyozyten ist bis heute noch unklar
und wird kontrovers diskutiert. Xiao et al. (2007) zeigen, dass die PKA in Anwesenheit
von Ca?* im SR einzelne RyR-Kanale aktiviert, aber keinen Einfluss auf die
Empfindlichkeit durch zytosolisches Ca?* hat. Sie berichten Uber die Neigung zur
spontanen Ca2*-Abgabe wahrend der Ca2*-Uberladung des SR. Reiken et al. (2003)
und Wehrens et al. (2003 & 2004) fanden heraus, dass die Offnungswahrscheinlichkeit
der RyR-Kanéale nach B-adrenerger Stimulation in Kardiomyozyten der Maus bei einer
bestimmten luminalen (Ca?*-Konzentration im SR) und zytosolischen Ca?*-
Konzentrationen erhoht ist im Vergleich zu nicht stimulierten Herzen. Ferrero et al.
(2007) zeigen, dass die CaMK ll-abhangige RyR-Phosphorylierung, aber nicht die
PKA-abhangige Phosphorylierung, verantwortlich ist fir die durch (-adrenerge
Stimulation erhdhte Kanalaktivitat. Die PKA-abhangige RyR-Phosphorylierung ist nicht
an der schnellen Ca?*-Abgabe aus dem SR beteiligt, sondern steigert die langsame
Ca?*-Abgabe aus dem SR.

Aus den vorliegenden Erkenntnissen kdénnte abgeleitet werden, dass durch (-

adrenerge Stimulation trotz Aktivierung der RyR-Kanale die Ca?*-Aufnahme in das SR
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Uberwiegt. Sowohl die Verfligbarkeit von Ca?* im Zytosol als auch die Freisetzung aus
dem SR werden reduziert. Vermutlich sind die PKA und die CaMK |l fiir die gesteigerte
Aufnahme von Ca?' in das SR und flr die verringerte Freisetzung aus dem SR

verantwortlich.

Zudem ist in der Reperfusion eine Inaktivierung der L-Typ-Ca?*-Kanale durch eine
zytosolische Ca?*-Uberladung im Sinne einer Autoinhibition denkbar, die den
ausschlieBlichen Ca?*-Shift zwischen Zytosol und SR unterstiitzen wiirde. Es kommt
durch die PKA-Aktivierung zu einer deutlichen Reduktion der Frequenz und der
Amplitude der Ca?*-Oszillationen. Diese Oszillationen sind Ausloser der
Hyperkontraktur der Kardiomyozyten und unsere Ergebnisse zeigen, dass Uber die
Verminderung der reperfusionsinduzierten Ca?*-Oszillationen die konsekutive

Zellverkurzung signifikant reduziert werden konnte.

Die vorliegende Arbeit legt dar, dass die Aktivierung der PKA durch Isoproterenol und
die indirekte Aktivierung der CaMK Il kardioprotektiv wirken. Beide Kinasen
beeinflussen partiell dieselben Zieltargets. Doch es stellt sich nun zum einen die Frage,
ob der vorangeschaltete Mechanismus der -adrenergen Stimulation auch Parallelen
aufweist und beide Kinasen aktiviert und zum anderen, ob sich die PKA und die CaMK
Il gegenseitig beeinflussen. Mika et al. fanden 2015 heraus, dass die CaMK Il ebenso
wie die PKA durch B-adrenerge Stimulation aktiviert wird, wobei die CaMK |l - Aktivitat
basale und (-adrenerg aktivierte cAMP-Level hemmt. Diese Effekte werden zum Teil
durch Phosphodiesterasen (PDEs) reguliert; in Kardiomyozyten von Nagetieren sind
dafir vorwiegend PDE4s verantwortlich. Dadurch entsteht eine negative

Ruckkopplung, die zur Unterstiitzung der cAMP/CaMK Il — Homoostase notwendig ist.

Wahrend die CaMK Il direkt durch Ca?* reguliert wird, wird ihre Aktivitat indirekt durch
cAMP reguliert (Grimm and Brown, 2010). Als Antwort auf eine [-adrenerge
Stimulation aktiviert EPAC (cAMP-aktiviertes Austauschprotein) die CaMK Il (Oestreich
et al., 2007, 2009; Pereira et al., 2007, 2013; Metrich et al. 2009). Somit wird cAMP
Uber einen doppelt negativen Rickkopplungsmechanismus kontrolliert, bei dem ein
cAMP-Anstieg die PDE4s via PKA oder EPAC/CaMK Il aktiviert. Das fordert wiederum
die Verminderung von cAMP im Sinne der eben beschriebenen cAMP/CaMK II-
Homoostase.

Grimm und Brown beschreiben 2010 die Aktivierung der CaMK Il via B-adrenerge

Mechanismen. Wegener et al. (1989) und Huke & Bers (2008) demonstrieren den nach
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B-adrenerger Stimulation erhéhten Phosphorylierungsstatus von Phospholamban und
vom Ryanodinrezeptor Typ 2 an spezifischen Substratbindungsstellen, die auf die
CaMK Il und nicht auf die PKA zurickzufihren sind. Experimente mit dem PKA-
Inhibitor H89 an isolierten, perfundierten Rattenherzen zeigen, dass fiir die
Phosphorylierung der spezifischen Substratbindungsstellen von Phospholamban
(Threonin 17) und vom Ryanodinrezeptor Typ 2 (Serin 2815) die Aktivierung der PKA
notig ist (Said et al., 2002; Ferrero et al. 2007). Somit wird vermutet, dass die PKA der
CaMK Il in der Signalkaskade vorgeschaltet sein konnte. Diese PKA-Abhangigkeit der
CaMK lI-Aktivierung als Antwort auf eine B-adrenerge Stimulation bedeutet wiederum
nicht zwangslaufig, dass die Zieltargets beider Kinasen parallel phosphoryliert werden,
sondern unabhangig voneinander reguliert werden kénnen (Grimm & Brown, 2010).
Wang et al. berichten 2004, dass eine chronisch B-adrenerge Stimulation einen Shift
von der PKA- zur CaMK Il - Abhangigkeit verursacht, und zwar zeitabhangig. Nach
Kurzzeit- (10 min) und Langzeit- (24 Std) -Stimulation mit Norepinephrin wurde bei
Messungen auf zellularer Ebene festgestellt, dass bei Langzeitstimulation vorwiegend
der CaMK lI-Signalweg dominiert, bei Kurzzeitstimulation der cAMP/PKA-Signalweg.
Unabhangig von der zeitlichen Lange der B-adrenergen Stimulation kam es zu positiv
inotropen (Steigerung der Kontraktionskraft) und positiv lusitropen (Steigerung der
Relaxationsfahigkeit) Effekten am Herzmuskel. Ein weiterer Aspekt ist die Moglichkeit
der Autophosphorylierung der CaMK Il nach B-adrenerger Stimulation, so dass die
Kinase in einen autonomen, Ca?*-unabhangigen Zustand konvertiert (Baltas et al.,
1997). Somit wird nochmals die Wichtigkeit der Aktivierung sowohl der PKA als auch
der CaMK Il nach B-adrenerger Stimulation im Hinblick auf die Therapie des akuten

Myokardinfarktes unterstrichen.
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5.3 Klinischer Ausblick

Nach einem Myokardinfarkt kann es — je nach GroRe und Ausdehnung der
ischamischen Lasionen — zur Reduktion der myokardialen Pumpfunktion
(Herzinsuffizienz) kommen. In Folge von Anpassungsvorgangen des Organismus auf
die Schadigung wird das sympathische Nervensystem (SNS) zur Unterstitzung der
Kontraktilitdt des Herzens chronisch Uberaktiviert (Lakatta, 2004; Wehrens et al., 2004,
2005). Aber genau diesen Effekt will man bei Herzinsuffizienz vermeiden, da die
anhaltende Aktivierung des SNS maladaptive Veranderungen hervorruft (Marks et al.,
2002). Kardiale, p-adrenerge Rezeptoren werden desensibilisiert, und es kommt zu
progressiven, kardialen Dysfunktionen (Bristow et al., 1982; Lakatta, 2004; Wehrens et
al., 2005). Daher setzt man seit der Entdeckung von Propranolol durch Sir James
Black in den 60ern des letzten Jahrhunderts Beta-Blocker bei Patienten mit
Herzinsuffizienz ein. Bei diesen Medikamenten handelt es sich um kompetitive
Inhibitoren der Katecholamine, die in den Herzmuskelzellen 3-adrenerge Rezeptoren
blockieren und negativ inotrop und chronotrop auf das Herz wirken (Spoladore et al.,
2010). Beta-Blocker senken die Herzarbeit und damit den Sauerstoffbedarf (Spoladore
et al., 2010). Wie die vorliegende Arbeit zeigt, lasst sich auf zellularer Ebene durch
endogene Aktivierung der Proteinkinase A nur in den ersten Minuten der
Reoxygeantion eine zusatzliche Protektion vor dem myokardialen
Reperfusionsschaden erzielen. In dieser Arbeit steht die hyper-akute, nicht die
langfristige Behandlung eines durch Ischamie mit nachfolgender Wiederherstellung des
Blutflusses entstandenen Reperfusionsschadens im Fokus. Bisher sind keine
klinischen Studien an Patienten Uber den Einsatz von Aktivatoren der PKA in der
akuten Reperfusionstherapie nach einem Myokardinfarkt bekannt. Dabei ware die
lokale Applikation solcher Aktivatoren via perkutaner Koronarintervention (PCI)

maoglich, um etwaige systemische Nebenwirkungen zu vermeiden.
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6 Zusammenfassung

Laut Angaben des Statistischen Bundesamtes zahlt der Myokardinfarkt - wie auch in
den Jahren zuvor - erneut zu den haufigsten Todesursachen in Deutschland. Therapie
der Wahl ist das schnelle Wiedereroffnen der verschlossenen Koronararterien, die
Reperfusion, die jedoch zu einem ,myokardialen Reperfusionsschaden” fiihrt. Nicht nur
die Aktivierung der PKA, sondern auch die Beeinflussung der CaMK Il versprechen

potentielle Ansatze in der myokardialen Reperfusionstherapie.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zum einen, die Auswirkungen einer PKA- und
einer CaMK [I-Beeinflussung wahrend der Reperfusion auf den myokardialen
Reperfusionsschaden zu untersuchen und zu vergleichen und zum anderen die daflr
verantwortlichen zelluldaren Mechanismen herauszufinden. Hierzu wurde ein Modell
hypoxisch-reoxygenierter isolierter Kardiomyozyten verwendet, in dem zuerst in einer
Reihe von Versuchen beide Kinasen inhibiert wurden. Anschlielend wurde mit
Isoproterenol eine B-adrenerge Stimulation zur Aktivierung der PKA simuliert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sowohl eine Inhibition der PKA
durch H89 als auch eine Inhibition der CaMK Il durch KN 93 den myokardialen
Reperfusionsschaden auf zellularer Ebene verstarken.

Eine Aktivierung der PKA durch Isoproterenol schiitzt die Kardiomyozyten vor dem
Reperfusionsschaden. Dieser protektive Effekt ist auf eine Verminderung der
reperfusionsinduzierten  Ca?*-Oszillationen und konsekutiver Reduktion der
Hyperkontraktur und Nekrose zurlckzufiihren. Die Protektion vor dem
Reperfusionsschaden wird (iber eine erhohte Ca?*-Speicherung in das
Sarkoplasmatische Retikulum vermittelt.

Folglich ist in kommenden klinischen Studien zur akuten Reperfusionstherapie nach
einem Myokardinfarkt die Applikation von Aktivatoren der PKA via perkutaner
Koronarintervention (PCI) mdglich, um etwaige systemische Nebenwirkungen zu

verhindern.
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7 Summary

According to the Federal Statistical Office, myocardial infarction is one of the most
frequent causes of death in Germany. The preferred therapy is rapid reperfusion of the
closed coronary arteries which however in itself leads to “myocardial reperfusion
injury”. Not only does the influence of PKA but also that of CaMK Il promise potential

approaches to prevent heart failure after myocardial infarction.

The aim of the present study was to examine and compare the effects of PKA and
CaMK Il during reperfusion in the setting of reperfusion injury on the one hand and to
identify the responsible cellular mechanisms on the other hand. For this purpose a
model of hypoxic-reoxygenation on isolated cardiomyocytes was used in which both
kinases were first inhibited in a series of experiments. Subsequently, a R-adrenergic
stimulation with Isoproterenol was applicated to activate the PKA.

The results of the present study show that inhibition of PKA by H89 as well as of CaMK
Il by KN 93 lead to an increase of myocardial reperfusion injury on cellular level. An
activation of PKA by Isoproterenol protects the cardiomyocytes against reperfusion
injury. This protective effect is due to a decrease in reperfusion induced Ca?*-
oscillations with consecutive reduction in hypercontracture and necrosis. The protection
against reperfusion injury is established by an increased Ca?*-storage into the
sarcoplasmic reticulum.

For therapy of reperfusion injury after myocardial infarction it is possible to apply
activators of PKA via percutaneous coronary intervention (PCI) in order to prevent

systemic adverse effects.
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