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1 Einleitung

1.1 Sozialmedizinische Bedeutung von ischamischen Herzkrankheiten

Das Wort Ischamie stammt aus dem Altgriechischen und bedeutet Ubersetzt ,das
Zuriickhalten von Blut®. Von ischamischen Herzerkrankungen spricht man sobald sich
die Problematik auf das Herz bezieht, was meistens auf einer Verengung der
Herzkranzgefafle durch atherosklerotische Plaques basiert. Die Bezeichnung
»Ischamische Herzerkrankung“ wird synonym der Koronaren Herzerkrankung (KHK)
verwendet. Die KHK fuhrt zu einer Verminderung der koronararteriellen Perfusion des
Herzens bis hin zur Koronarinsuffizienz. Das Sauerstoffangebot steht dabei in einem
Missverhaltnis zum Sauerstoffbedarf. Folgen der ischamischen Herzerkrankung stellen
allen voran Myokardinfarkte und Herzinsuffizienz dar, welche zu den Herz-Kreislauf-
Erkrankungen gezahlt werden und seit mehreren Jahren die haufigste Todesursache in

der Bundesrepublik Deutschland und anderen Industrienationen darstellen.

Das Statistische Bundesamt (Destatis) beziffert die Zahl der Todesfélle infolge dieser
Erkrankungen im Jahr 2015 auf tber 356.000 Menschen - allein in Deutschland. Das
entspricht circa 39 % aller Sterbefalle, wobei Manner haufiger als Frauen betroffen sind.
Die zweithaufigste Todesursache stellen Krebserkrankungen mit annahrend 25 % dar
(“Statistisches Bundesamt,” 2017). Im Deutschen Herzbericht 2016 ist die Zahl der
Mortalitdt von Herzerkrankungen fur das Jahr 2014 genauer differenziert. Demnach
starben im Jahr 2014 121.116 Menschen an ischdmischen Herzerkrankungen und
44551 an Herzinsuffizienz. Neben Herzerkrankungen wie Herzklappenvitien,
Herzrhythmusstérungen und angeborenen Fehlbildungen stellen die erstgenannten
Stérungsbilder den groRten Anteil dar (Meinertz, 2016). Infolge verbesserter Pravention,
Diagnostik und Therapie ist die Letalitét bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen in den letzten
20 Jahren deutlich zuriickgegangen und die Lebenserwartung in Deutschland gestiegen
(Roessner, Pfeifer, & Miller-Hermelink, 2008).

1.2 Akutes Koronarsyndrom (ACS)

Der Begriff ,Akutes Koronarsyndrom® (ACS) fasst die drei Verlaufsformen der KHK
zusammen, die jede fur sich lebensbedrohlich ist. Dazu zahlen die instabile Angina
pectoris, der akute Myokardinfarkt und der plétzliche Herztod (Hamm et al., 2005). Bei
der instabilen Angina pectoris liegt eine reversible Myokardischdmie ohne konsekutive
Nekrose vor (Roessner et al., 2008). Der Myokardinfarkt ist definiert als myokardialer

Zelltod, hervorgerufen durch eine anhaltende Myokardischamie (Thygesen et al., 2007).



Von einem plétzlichen Herztod wird gesprochen, wenn der Patient vor dem Tod typische
Symptome der myokardialen Ischdmie versplrte und im Elektrokardiogramm (EKG)
zusatzlich typische Ischamie-Veranderungen vorlagen (Schofer, Hamm, Katus, Kelm, &
Blankenberg, 2014).

Das Leitsymptom des ACS ist der akute Thoraxschmerz, welcher als dumpf, driickend
oder einengend beschrieben wird. Der Schmerz ist typischerweise retrosternal lokalisiert
(links > rechts) und kann in Schulter, Arme, Rlcken, Hals, Kiefer oder Oberbauch
ausstrahlen. Andere Symptome wie Dyspnoe, KaltschweilRigkeit oder Angstzustéande
konnen den Schmerz begleiten. Anhand klinischer Symptome lasst sich ein Herzinfarkt
nicht von einer instabilen Angina pectoris unterscheiden. Zur weiteren Differenzierung
des ACS dienen deshalb das EKG und die Blutuntersuchung (Labor).

In dem ersten apparativen Diagnoseschritt wird mit Hilfe des EKG untersucht, ob ein
»9 1 -segment-elevation myocardial infarction“ (STEMI) vorliegt. Im Falle des STEMI liegt
i.d.R. ein kompletter Verschluss einer Koronararterie vor, was zu einem transmuralen
Infarkt fihrt, welcher eine schlechtere Prognose als der NSTEMI aufweist (Achenbach,

Szardien, Zeymer, Gielen, & Hamm, 2012).

Sind keine ST-Streckenveranderungen vorhanden, wird anhand einer Blutuntersuchung
zwischen einem ,Non-ST-segment-elevation myocardial infarction® NSTEMI und einer
instabilen Angina pectoris differenziert. Der NSTEMI weist einen hochgradigen, aber
nicht kompletten Verschluss der blutversorgenden GefafRe auf. Da das Myokard von
auBen nach innen mit Blut versorgt wird, ist bei einem NSTEMI meist die
subendokardiale Schicht von der Durchblutungstérung betroffen. Die Biomarker
Troponin und das Enzym Kreatinkinase muscle brain (CK-MB) sind beim NSTEMI

erhoht, welche bei einer instabilen Angina pectoris im Referenzbereich liegen.

| Leitsymptom |> | Schmerz
| Arbeitsdiagnose | » | AKUTES KORONARSYNDROM
| EKG |> | ST-Elevation | | Ohne ST-Elevation
v v v
CK-MB 1 + . . . .
Labor > Troponin positiv Troponin positiv Troponin negativ
v \4 \4
Endgiiltige Diagnose|» |  STEMI || NSTEMI | | Instabile Angina

Abbildung 1.2-1: Leitlinien Akutes Koronarsyndrom — modifiziert aus Hamm
et. al., Deutsche Gesellschaft fur Kardiologie, 2005



1.3 Myokardinfarkt und Pathogenese

Bei Uber 95 % der Herzinfarkte ist die Ursache ein GeféalRverschluss durch
Thrombenbildung in Folge einer Plaqueruptur auf dem Boden einer KHK. Die
Pathogenese der Atherosklerose beruht auf einem lber Jahrzehnte ablaufendem
Prozess, dessen Ausgangspunkt auf eine endotheliale Dysfunktion zurlickgeht.
Begunstigt wird eine Funktionsstérung der innersten Gefal3schicht, der Intima, durch die
kardiovaskularen Risikofaktoren. Zu den Hauptrisikofaktoren zahlen arterielle
Hypertonie, Diabetes mellitus, Nikotinabusus, familiare Pradisposition, ein héheres
Lebensalter (Manner = 45 Jahre, Frauen = 55 Jahre) sowie eine LDL-Cholesterin-
Erhéhung und HDL-Cholesterin-Erniedrigung (Herold, 2013).

Eine Schadigung der Intima kompensiert das Endothel zunachst mit veradnderten
Adhasions- und Permeabilitatseigenschaften fiir Plasmabestandteile und der lokalen
Produktion von Zytokinen, vasoaktiven Substanzen und Wachstumsfaktoren. Im Verlauf
setzt ein Entziindungsprozess an der geschadigten Stelle ein und es bilden sich ,fatty
streaks®, welche die friheste atherosklerotische Lé&sion darstellen. Im subintimalen
Raum kommt es zur Aufquellung und Einlagerung von Wasser, Plasmabestandteilen
und Fettablagerungen. Lipoproteine filhren zum Einwandern von Makrophagen und
Monozyten, welche diese phagozytieren. Dabei wandeln sich die Makrophagen in
Schaumzellen, sogenannte ,foam cells* um. Aufgrund von Wachstumsfaktoren siedeln
sich zudem glatte Muskelzellen unter der Intima an. Eine Vera&nderung der
Adhasionseigenschaften an der Endotheloberfliche bewirkt ein Anheften von
Leukozyten und Thrombozyten. Diese Entwicklung kann bereits im Kindesalter beginnen

und fiihrt zunachst zu keiner relevanten Stenosierung der Gefalle.

Uber mehrere Jahre entwickeln sich die ,fatty streaks” zu komplizierten Plaques. Dabei
bildet sich durch den Einfluss von Wachstumsfaktoren eine fibrése Schicht zwischen der
atheroskleroitischen L&asion und dem Gefal3lumen. Unter dieser sich ins Lumen
woélbenden Kappe befinden sich Lipide, Leukozyten, Makrophagen und Zelldebris, die
zusammen einen nekrotischen Kern ansetzen. Durch diese abdichtende Schicht kommt
es zu einer Storung der Vasomotorik. Da die durch Stickstoffmonoxid (NO) vermittelte
endothelabhéangige Vasodilatation nach einem Isch&miereiz unzureichend ist, ist die
Konsequenz ein Ungleichgewicht zu Gunsten vasokonstriktiver Mediatoren wie
Endothelin, Thromboxan oder Angiotensin Il. Getriggert durch korperliche Belastung,
Vasokonstriktion, Hypertonie oder Tachykardie kann es im weiteren Verlauf zur
Instabilitdt oder Plaque-Ruptur kommen. Aber auch Ulzerationen der fibrésen Kappe

konnen zu einem Ubertritt von thrombogenem Inhalt mit Bildung eines in das



GefalRlumen vorwoélbendem Abscheidungsthrombus fiihren. Dieser Thrombus kann
Ausloser einer transienten oder persistierenden, partiellen oder kompletten

GefalRokklusion mit konsekutiver Ischamie sein.

Seltenere Griinde (< 5%) fir einen GefaRRverschluss stellen Vaskulitiden, kongenitale
Koronaranomalien, anhaltende Vasospasmen, Aortendissektionen mit Beteiligung der
Herzkranzgefalde oder Embolien, die ihren Ursprung auRRerhalb des Koronarsystems
haben, dar. Die Folge einer Ischamie ist die Infarzierung eines nicht mehr von Blut

versorgten Gewebeareals, welches im Verlauf nekrotisch wird.

1.4 Therapie

Im Rahmen der akuten Herzinfarkttherapie hat die friihzeitige Diagnosestellung und die
Einleitung der Therapie eine grof3e Bedeutung. Préhospital soll medikamentds der
myokardiale Sauerstoffbedarf reduziert werden. Durch antiischamische Substanzen wie
Nitrate, Betablocker oder Calciumantagonisten wird der Bedarf durch Reduktion von
Vorlast, Herzfrequenz, Blutdruck und Herzkontraktilitdt gesenkt. Gleichzeitig wird durch

eine koronare Vasodilatation die Sauerstoffversorgung am Herzen verbessert.

Ein weiterer Therapieansatz ist die Vorbeugung, die durch Thrombozyten-
Aggregationshemmer wie Acetylsalicylsaure und Antikoagulanzien wie Heparine, die
Bildung weiterer Thromben verhindern soll (Achenbach et al., 2012). Die
Revaskularisation einer okkludierten Koronararterie sollte so friih wie mdglich erfolgen,
um eine weitere Ausdehnung des Infarktareals zu verhindern. Die bevorzugte Therapie
beim STEMI zur Wiederer6ffnung stellt die perkutane transluminale Koronarangioplastie
(PTCA) mit der Mdoglichkeit einer Stent-Implantation dar. Ist die Mdéglichkeit einer
Katheter-Intervention innerhalb von 90 Minuten nicht gegeben, sollte eine Fibrinolyse
durchgefuihrt werden. Nicht ST-Hebungsinfarkte werden aufgrund der Risikomerkmale
der Patienten individuell behandelt. Das Spektrum reicht von der konservativen Therapie
bis zur PTCA (Hamm et al., 2005). Neben diesen beiden Therapiemdglichkeiten kann
auch eine operative Revaskularisation mittels aortokoronarem Bypass notig sein (Bonzel
et al., 2008).



1.5 Pathophysiologie - Ischdmiephase

In der Friihphase der akuten Ischamie kommt es hypoxiebedingt zu einem intrazellularen
Energiedefizit. Da die Sauerstoffreserven des Myokards rasant aufgebraucht werden,
fuhrt dies zum Abbau von Adenosintriphosphat (ATP) und zur Entstehung von
Hypoxanthin. Die Kardiomyozyten stellen ihre Energiegewinnung von aerober auf
anaerobe Glykolyse um. Die Ansammlung des Endproduktes Laktat ist die Folge, was
zu einer Gewebsazidose mit pH-Wert-Veranderung fuhrt (Jennings, 1969). Durch den
Ausfall der ATP-abhéngigen lonentransporter kommt es zum Kaliumausstrom und
Calciumeinstrom in die Kardiomyozyten. Das Membranpotential kann dadurch nicht
mehr aufrecht erhalten werden und es bilden sich intrazellulare Odeme mit osmotisch
bedingter Ruptur des Sarkolemms. Zelluldre Bestandteile werden freigesetzt und es
kommt zur Produktion freier Radikale, welche zu weiteren Zellschaden fuhren (Murphy
& Steenbergen, 2008). Somit entsteht eine Entziindungsreaktion, die im weiteren Verlauf
zum unkoordinierten Zelltod fuhrt. Die Nekrose induziert die Aktivierung des
Komplementsystems, generiert freie Radikale und triggert eine Zytokinkaskade (Holmes,
Borg, & Covell, 2005).

1.6 Frihes Reperfusionsgeschehen

Eine zlgige Revaskularisation ist - wie unter Punkt 1.4 beschrieben - ein wichtiges
Therapieziel in der Herzinfarkt-Therapie, um den Myokardschaden gering zu halten.
Paradoxerweise kommt es nach der Wiedererdffnung des verschlossenen Gefalles zu

weiteren Zellschaden.

Eine wesentliche Rolle am akuten postischdmischen Reperfusionsgeschehen nehmen
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) ein. Zu ihnen z&hlen unter anderen das Superoxid-
Anion (O2), das Hydrogen-Peroxid (H202) und das Hydroxyl-Radikal (OH). Sie
entstehen wahrend der normalen Zellatmung in Mitochondrien, NADPH-Oxidasen,
Xanthien-Oxidasen und NO-Synthasen. In moderater Konzentration erfillen sie als
Signalmolekiile physiologische Funktionen. Antioxidative Stoffwechselwege, wie der
durch die Superoxiddismutase katalysierte Weg, fungieren als Schutzsystem, indem sie
fur ein ausgewogenes Mal an ROS sorgen. Ist diese Balance durch einen Uberschuss

an ROS gestort, wird diese Stoffwechsellage als oxidativer Stress bezeichnet. In hohen



Konzentrationen fihren ROS dann zu Beeintrachtigungen der Zellenfunktionen durch
Schaden an Lipiden, Proteinen und DNA (Schieber & Chandel, 2014).

1.7 Allgemeines Infarktgeschehen

Generell unterliegt das Infarktgeschehen einer Dynamik und lauft in mehreren
aufeinanderfolgenden Phasen ab (Holmes et al., 2005). Der Akutphase folgt die
Inflammationsphase. Durch den Zellschaden und die Entziindungsreaktion wandern
neutrophile Granulozyten in das Nekroseareal ein (Fang, Moore, Dart, & Wang, 2015).
Diese besitzen flr die Abwehr von Bakterien bestimmte Enzyme, deren Aktivitat weitere
Zellschaden hervorrufen. Neben der Myeloperoxidase, welche OH- produziert (Vinten-
Johansen, 2004), tragt die NADPH-Oxidase mit der Produktion von O2- einen
entscheidenden Anteil dazu bei (Babior, 2000). Des Weiteren wandern Monozyten in
das Entziindungsgebiet ein und differenzieren sich in Makrophagen. Diese phagozitieren
Zelldebris nekrotischer Kardiomyozyten und produzieren Zytokine, Enzyme und
Wachstumsfaktoren, welche die Wundheilung und Narbenbildung im Verlauf wesentlich

beeinflussen (Weihrauch, Arras, Zimmermann, & Schaper, 1995).

Im Anschluss folgt die fibrotische Phase. Sie beginnt, sobald es zu einem rasanten
Anstieg an Fibroblasten und Kollagen im Infarktareal kommt und wird auch proliferative
Phase genannt. Beim menschlichem Herzen setzt diese am 7. Tag nach dem
Infarktgeschehen ein und dauert ungefahr drei Wochen (Holmes et al., 2005). In dieser
Phase der Wundheilung nimmt die Anzahl der Makrophagen ab und Fibroblasten bilden
den groten Anteil in der Infarktregion. Es entsteht eine ,reife“ Narbe aus Bindegewebe

und Kollagenfasern, die das Narbengewebe vernetzen und damit stabilisieren.

Fibroblasten gehen im Verlauf in die Apoptose, sodass der Zellanteil in der Narbe
geringer wird (Takemura et al., 1998). In dieser Ausreifungsphase kommt es zu einer
Verminderung der Narbendicke. Diese Umbauvorgdnge des Myokards werden als
.Remodeling“ bezeichnet. Dabei kommt es zu kontinuierlichen Umbau- und
Anpassungsprozessen mit Veranderungen der Herzarchitektur und Biomechanik. Neben
der Reduzierung der Wanddicke und Ausbreitung des infarzierten Gebiets, dilatiert der
linke Ventrikel. Die Zunahme des Ventrikelumfangs fuhrt zu einer Steigerung der
systolischen und diastolischen Wandspannung. Zur Kompensation dieser hdheren
Anforderung hypertrophiert das Myokard in den nicht infarzierten Arealen. Die
Hypertrophie hat zur Folge, dass eine systolische Funktionseinschrankung mit einer

weiteren Zunahme der Fullungsdriicke entsteht. Es resultiert eine Progression der



linksventrikularen Dilatation und eine  Steigerung des myokardialen
Sauerstoffverbrauchs. Die Folge ist ein Circulus vitiosus mit stetiger Abnahme der

Leistungsfahigkeit und Lebensqualitat (Renz-Polster & Krautzig, 2013).

1.8 Kardioprotektion - Pra- und Postkonditionierung

Sowohl in der Ischdmie- als auch in der Reperfusionsphase kommt es zu Schaden an
den Kardiomyozyten bis hin zum Zelltod. Um die Ischamietoleranz zu erhéhen und den
Gewebeschaden gering zu halten, wird an Therapieméglichkeiten geforscht. Zu diesen
zahlen die ischamischen und die pharmakologischen Konditionierungen. Bei beiden
Ansatzen unterscheidet der Zeitpunkt der Intervention in Bezug auf das eigentliche
Ischamieereignis zwischen Prakonditionierung und Postkonditionierung. Dabei zielen
alle Konditionierungen auf das Eingreifen in Signaltransduktionswege der
Kardiomyozyten ab, um eine schitzende Wirkung auf ein lang andauerndes

Ischamieereignis zu erlangen.

Weitere Formen der Konditionierungen stellen die heterotopen Konditionierungen dar.
Sie werden auch als Fernkonditionierungen bezeichnet, bei denen in anderen Organen
oder peripheren Gefaligebieten kurze Ischamiephasen erzeugt werden. In diesen
Arealen werden potentiell kardioprotektive Substanzen ausgeschittet, die tber den
Blutweg zum Herzen gelangen (Przyklenk, Darling, Dickson, & Whittaker, 2003).

Bei den ischdmischen Konditionierungen wird vor, beziehungsweise nach, dem
eigentlichen Ischamieereignis, durch kurze repetitive Unterbrechungen der
Koronarperfusion und folgender Reperfusion, ein Reiz gesetzt, welcher das Herz vor
dem schéadigenden Ereignis schitzt. Bereits 1986 konnte Charles E. Murry in einem
Experiment mit Hunden eine Reduzierung der Infarktgrole um 75 % durch
Prakonditionierung nachweisen. Wahrend die Kontrolltiere (n = 5) einer 40-minttigen
Okklusion der Koronararterien ausgesetzt waren, erhielt die Versuchsgruppe (n =7) eine
Prakonditionierung von vier Zyklen aus wechselnder Okklusion und Reperfusion von
jeweils funf Minuten. Neben der Reduzierung der Infarktgré3e wiesen die konditionierten
Tiere auch eine Verminderung der Anzahl von Reperfusionsarrhythmien und der

myokardialen Apoptose auf (Murry, Jennings, & Reimer, 1986).

Wahrend die Prakonditionierung sich nur schwer in den klinischen Alltag integrieren
lasst, bietet die Postkonditionierung eine bessere Umsetzbarkeit. Das Myokard wird
hierbei nach dem Infarkt dem protektiven Stimulus ausgesetzt. Die schiitzende Wirkung

der Postkonditionierung konnte Zhao et. al ebenfalls bei Versuchen an Hunden



nachweisen. Er verglich die Kontrolltiere (n = 10), welche 60 Minuten Ischamie und
anschlieRend drei Stunden Reperfusion erfuhren, mit konditionierten Hunden. Die
prakonditionierten Hunde (n = 9) erhielten vor dem einstiindigen Ischamieereignis eine
Ischdmie von funf Minuten und eine Reperfusion von zehn Minuten. Die
postkonditionierten Hunde (n = 10) machten drei Zyklen aus wechselnder Ischamie und
Reperfusion von je 30 Sekunden durch, ehe auch sie die dreistindige Reperfusion
durchliefen. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass die Postkonditionierung ahnlich
positive Effekte auf das Myokard hatte wie die Prakonditionierung. Sie flhrte zu einer
Reduzierung der Infarktgrof3e und des Gewebeddems und schitzte die endotheliale
Funktion (Zhao et al., 2003).

Die positiven Effekte der ischamischen Konditionierungen sind auf verschiedene
Signaltransduktionswege zuriickzufihren, welche nicht vollends verstanden sind. Dabei
nehmen sie Einfluss auf die Funktion der Mitochondrien, die flr die Energiegewinnung
der Zelle und somit fir das Zelliberleben unverzichtbar sind. Gleichwohl sind die
Mitochondrien an der Regulation der Apoptose und Nekrose beteiligt. Eine
entscheidende Rolle nimmt hierbei die mitochondriale Permeabilitats-Transitions-Pore
(mPTP) ein (Hausenloy, Duchen, & Yellon, 2003). Vorrangig in der frihen
Reperfusionsphase, aber auch wahrend der Ischdmiedauer, erhohen ROS, Calcium und
anorganische Phosphate die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP. Im gedffneten
Zustand ist sie unselektiv durchlassig fir Wasser und andere Molekile. Dadurch kann
das mitochondriale Membranpotential nicht mehr aufrechterhalten werden, was letztlich
zum Versagen der Atmungskette und der Energiegewinnung fuhrt (Hausenloy et al.,
2003).

Ein bekannter Signalweg der Kardioprotektion durch ischamische Prakonditionierung ist
der reperfusion injury salvage kinase (RISK)-pathway (Hausenloy et al., 2003). Er kann
durch Mediatoren wie Adenosin, Bradykinin und Opioide aktiviert werden. Diese binden
an G-Protein-Rezeptoren, welche das Signal intrazellular weiterleiten. Dort werden
parallel verschiedene Kinase-Wege in Gang gesetzt. Zum einen wird mit Hilfe der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) die Proteinkinase B (AKT) (Tsang, Hausenloy,
Mocanu, & Yellon, 2004) und zum anderen die mitogen-aktivierte Kinase (MEK 1/2, auch
extrazellular regulierte Kinase (ERK %2) genannt) aktiviert (Darling et al., 2005). Beide
Signaltransduktionswege vereinen sich bei der p70-ribosomalen-S6-Proteinkinase
(p70ssx) wieder. Diese aktiviert durch Phosphorylierung die Glykogensynthasekinase-3-
B, wodurch die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP verringert wird, was letztlich zur
Kardioprotektion fuhrt (Heusch, Boengler, & Schulz, 2008).



1.9 Fragestellung und methodische Voraussetzungen

Fur die Lebensqualitdt aller Patienten ist es von besonderer Bedeutung, den
Myokardschaden gering zu halten. Dafur missen Signalwege in den Kardiomyozyten
auf molekularbiologischer Ebene erforscht und verstanden werden. Es ist bereits
erforscht, dass die Signalwege durch ischamische Konditionierungen angestof3en

werden und protektive Effekte auf das Myokard haben.

In der hier vorliegenden Arbeit soll der Einfluss der Ischdmiedauer auf die protektive
Wirkung der ischamischen Postkonditionierung untersucht werden. Neben der
Ischamiedauer nehmen verschiedene Faktoren Einfluss auf das Ausmall eines
Myokardschadens in Folge eines Herzinfarktes. Die GefalRokklusion einer
Koronararterie kann an unterschiedlichen Orten erfolgen. Liegt der Verschluss eher
zentral vor, ist das Versorgungsgebiet der Herzkranzarterie und somit das geschadigte
Areal im Falle einer Ischamie groRRer als bei einem peripheren Verschluss. Eine weitere
Beeinflussung kann durch das Vorliegen verschiedener Versorgungstypen sowie
Kollateralarterien entstehen. Auch die Hamodynamik kann Auswirkungen auf die
Auspragung des Myokardschadens nehmen. Insbesondere die Herzfrequenz, welche
Einfluss auf den myokardialen Sauerstoffverbrauch nimmt, ist hierbei entscheidend. Im
experimentellen Langendorff-Modell wird durch die Unterbrechung der Perfusion eine
globale Ischamie simuliert. Dadurch wird der Einfluss der Faktoren beziglich des
AusmalRes des Myokardschadens auf die Bedeutung der Ischdmiedauer reduziert. In
dem Modell lassen sich Ischamiedauer sowie Konditionierungsmanéver beliebig
nachstellen. Zudem ist die Aufzeichnung von Herzparametern mdéglich. Neben nicht-
ischamischen Kontrollherzen, Versuchsherzen mit kiirzerer und Versuchsherzen mit
langerer Ischamiedauer wurden Herzen unterschiedlicher Ischdmiedauer und

zusatzlicher Postkonditionierung auf den Einfluss der Ischamiedauer untersucht.

Nach der Analyse der Herzparameter im Langendorff-Modell wurde die transkriptionelle

Adaption der Versuchsherzen in der Polymerase-Kettenreaktion untersucht. In einem



letzten Schritt wurden anschliel3end die Genexpressionen auf Proteinebene bestatigt.
Dazu wurden folgende Fragestellungen beantwortet:

o Nimmt die Dauer der Ischamie Einfluss auf die protektive Wirkung der
Postkonditionierung?

e Wenn ja, sind positive Effekte, wie nach einer kurzen Ischamie, ebenfalls
nach einer langen Ischamie festzustellen?

e Lassen sich Beeinflussungen des frihen Postinfarkt-Remodelings in
Abhangigkeit von der Ischamiedauer nachweisen?
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Material

2.1 Chemikalien

Albumin Fraktion V (BSA)

Aqua bidest.
Calciumchlorid

Chloroform

Desoxyribonukleotidtriphosphate
(dNTP)
Dithiothreitol (DTT)

Ethanol

Glucose

Isofluran

Isopropanol

iIQ™SYBR® Green Supermix

Kaliumchlorid

Laemmli Puffer (2x)

Magnesiumchlorid

Methanol

MOPS SDS Running Buffer (20x)
M-MLV Reverse Transcriptase

Natriumchlorid

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe
Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,
Karlsruhe

Invitrogen, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe
Baxter, UnterschleiRheim

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe
Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe
Novex, Carlsbad, USA
Invitrogen, Darmstadt

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe



Natriumdihydrogenphosphat

Natriumhydrogencarbonat

NuPAGE Antioxidant
NuPAGE Transfer Buffer (20x)

Oligonukleotide (Oligo dt)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Physiologische Kochsalzlésung

Primer
RNAsiIin® Plus RNase Inhibitor
RT-Puffer (5x)

Salzsaure

Super Signal® West Pico
Chemiluminescent Substrate
Tris-Buffered Saline (20x) TBS

Tris

TRIzol

Tween® 20

2.2 Ldésungen und Puffer

NaCl
KCL
NaH2PO4 x H20

MgCl2 x 6 H20

12

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,
Karlsruhe

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe

Novex, Carlsbad, USA
Novex, Carlsbad, USA
Roche, Rotkreuz, Schweiz
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe

Invitrogen, Darmstadt
Promega, Dubendorf
Invitrogen, Darmstadt

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe

Thermo Scientific, Schwerte

AppliChem, Darmsadt

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe
Invitrogen, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

140,0 mM
2,7 mM
0,4 mM

1,0 mM



Glucose 50mM

CaClz x 2H20 1,8 mM
NaHCOs 24,0 MM
RT-Puffer (5x) 6,0 ul
Oligo dt 3,0 ul
dNTP 3,0 ul
DTT 1,5l
RNAsin 0,6 ul
M-MLV-RT 0,9 pl
PCR Mix pro Probe:

SYBR Green® Supermix 10,0 pl
Primer 0,6 pl
Aqua bidest. 6,4 ul
Bovines Serumalbumin 5%
TBS 1%
Tween 20 0,1%
Antikorper (x)
Antikdrper Abcam, Cambridge, UK

Calbiochem / Merck, Darmstadt
Novus Biologicals, Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Santa Cruz, Heidelberg
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Tris-HCI (pH7,5) 20,0 mM

NacCl 150,0 mM
Na2EDTA 1,0 mM
EGTA 1,0 mM
Triton 1%
Sodium pyrophosphate 2,5 mM
B-Glycerolphosphate 1,0 mM
NasVOa 1,0 mM
Leupeptin 1,0 pg/mi
Transferpuffer:

Aqua bidest. 375 ml
NuPAGE Transfer Buffer (20x) 25 ml
Methanol 100 ml
NuPAGE Antioxidant 500 ul
Tris/HCI 10 mmol/l
NaCl 150 mmol/I
pH 7,4

2.3 Geréate und Laborbedarf

2.3.1 Langendorff-System

Schlauchpumpe Ismatec Reglo Dig NS-4/8V1.13
Umwalzpumpe MGW Lauda Typ DP8/17
Relaisbox Univ. Relaisbox R2 Elec.

MGW Lauda
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2.3.2

Druckaufnehmer

Thermokammer

Gerate

Allegra 21 Zentrifuge
Allegra 25R Zentrifuge
Chemilumineszenz Gerat
Cyclogene Thermal Cycler
Dri-Block DB-2D
Gefrierschrank (-80°C)
Gefrierschrank (-80°C)

Gefrierschrank (-20°C)

Gefrierschrank (-20°C)
iCycler

Kihlschrank (4°C)

Kuhlraum

Laborwaage Acculab
Microfuge® 18
Minishaker MS1
Minishaker MS2

Precellys 24 lysis & homogenization

15

Combitrans 1-fach Set Mod. Il
J.-L.-Universitat Gief3en Braun
Eigenbau des
Physiologischen Institutes

der J.-L.-Universitat GielRen

Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Peglab Biotechnologie, Erlangen
Techne, Wertheim-Bestenheim
Techne, Wertheim-Bestenheim
Thermo Scientific, Schwerte
Sanyo, Miinchen

Liebherr Comfort,

Ochsenhausen
Bosch, Gerlingen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Liebherr Comfort,

Ochsenhausen

Eigenbau des
Physiologischen Institutes
der J.-L.-Universitat Giel3en
Sartorius, Géttingen
Beckman Coulter

Ika, Staufen

lka, Staufen

Peglab Biotechnologie, Erlangen



2.3.3

Rocking Platform RT 26
Spektrophotometer
NanoDrop® ND-1000
Ultraschall Prozessor UP100H

UV Stratalinker 2400

Laborbedarf
Altromin® Tierfutter
Becherglaser

Cellstar Tube 50ml

Eisbehalter
Entwicklerschalen

Eppendorf-Réhrchen

Filterpapiere

Hamilton Microliterspritze Nr. 710
Kandle

Krokodilklemme

Leinen OP Zwirn Et. Nr. 40
Messzylinder

Nitrilhandschuhe Micro Touch
NUuPAGE 10% Bis-Tris-Gel 10well
Papiertlicher

Pasteurpipetten

PCR Deckelkette flach 8er

PCR Tubes - Multiply® 8er-Kette

16

Biometra, Gottingen

Peglab Biotechnologie, Erlangen

Hielscher, Teltow

Stratagene, Amsterdam,

Niederlande

Altromin, Lage
lImabor, lImenau

Greiner, Kremsmiuinster,

Osterreich
Welabo, Disseldorf
Labcor, Gaithersburg, USA

Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg

Biotec. Fischer, Reiskirchen
Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Braun, Melsungen
Eickemeyer, Tuttlingen
Gruschwitz, Neu-Ulm
Duran, Wertheim

Ansell, Brissel, Belgien
Novex, Carlsbad, USA
Brod, Hanau

Brand, Wertheim

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht



Pipetten Reference 10/100/1000ul

Pipettenspitzen 10/200/1000pl

Plastikeinmalschalchen

Precell Rohrchen

Préaparationsbesteck
Praparationsbesteck
Reaktionsgefalie 0,5/1,5/2,0 mi
Skalpell Feather® Nr. 21
Spritze 5ml

Western Blot Glasplatte
Western Blot Handrolle
Western Blot Schwamm

Whatman Protan

Nitrocellulose Membran

XCell2 Blot Module

XCell SureLock Electrophoresis Cells

Zellkulturschale

Zellstoff

Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

Carl-Roth GmbH&Co0.KG,

Karlsruhe

Peglab Biotechnologie,

Erlangen

Aesculap, Hamburg
Eickenmeyer, Tuttlingen
Sarstedt, Nimbrecht
Osaka, Japan

Braun, Melsungen
Biometra, Géttingen
Novex, Carlsbad, USA
Novex, Carlsbad, USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Novex, Carlsbhad, USA
Novex, Carlsbad, USA

Greiner, Kremsmiunster,

Osterreich

Hartmann, Heidenheim

24 EDV

Bio-Rad iQ5 Version 2.0 Bio-Rad Laboratories, Miinchen

ChemiCapt 5000 Vilber Lourmat, Eberhardzell
Excel Microsoft, Redmond, USA
Mendeley Elsevier, Amsterdam,

Niederlande
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NanoDrop ND-1000 Version 3.5.1

Phylab

QuantityOne
SPSS 20

Word

18

LabVIEW® USA

Eigenprogrammierung des
Physiologischen Institutes der J.-L.-
Universitat Gie3en mittels LabVIEW

von Nat. Instruments
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
IBM, Ehningen

Microsoft, Redmond, USA



3 Methoden

3.1 Versuchsherzen

Fir die Praparation der Versuchsherzen dienten drei bis vier Monate alte Wistar-Ratten
(Janvier Labs, Frankreich) und transgene JDP2-Mause, beziehungsweise deren nicht-
transgene Wurfgeschwister aus der hauseigenen Zichtung des Tierstalls des
Physiologischen Instituts. JDP2-Mause sind doppelt-transgene Mause, die sowohl das
JDP2-Gen als auch einen Transaktivator unter Kontrolle des a-MHC Promoters tragen.
Der Transaktivator wird durch Gabe des Antibiotikums Doxycyclin (Dox) konstitutiv
gehemmt (Tet-Off-System). Das Absetzen des Antibiotikums wiederum aktiviert den
Transaktivator und induziert die JDP2-Expression. Die hier verwendeten
Mausherzproben entstammen einer alteren Versuchsserie mit konstitutiv induzierter
JDP2-Expression (Hill et al., 2013).

Jederzeit hatten die Tiere freien Zugang zu Nahrung (Standardfutter: Altromin ®) sowie
zu Trinkwasser. Die Haltung der Tiere erfolgte nach den internationalen Richtlinien fur
Versuchstierhaltung (EU-Direktive 2010/63/EU) im zentralen Tierstall der JLU.

3.2 Versuche am isoliert perfundierten Herzen

3.2.1 Modell nach Langendorff — Prinzip

Das 1895 von Oscar Langendorff entwickelte Modell ermdglicht die Perfusion eines
Versuchsherzens ohne Koérper- und Lungenkreislauf (Ddring, 1990). Das isolierte Herz
wird in einer Apparatur an der Aorta fixiert und mit einer Langendorff-Losung perfundiert.
Es erhélt alle notwendigen Substanzen, damit es Uber mehrere Stunden weiterschlagen
kann. Charakteristisch fur das Langendorff-Modell ist, dass die N&hrlésung retrograd
Uber die Aorta bis an die geschlossene Aortenklappe flieRt und ab dort die
Coronararterien orthograd perfundiert. Es folgt der physiologische Fluss bis in den Sinus
Coronarius und das rechte Herz. Uber die Pulmonalarterie gelangt die Perfusionslésung
aus dem Herzen. Mit Hilfe dieses Modells lassen sich neben den physiologischen
Untersuchungen auch Pathophysiologien nachstellen, in diesem Fall Ischamien

unterschiedlicher Dauer.
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3.2.2 Versuchsaufbau

Die Versuche wurden unter konstanten Bedingungen durchgefuhrt. Das Herz wurde in
einer Thermokammer mit 37°C an einer Perfusionskantile fixiert. Die gleichbleibende
Temperatur des Raums wurde erreicht, indem dieser von warmem Wasser in einer
zweiten Kammer umspult und aufgeheizt wurde. Durch Sensoren wurden die
Temperatur in beiden Raumen gemessen und jeweils entsprechend reguliert. In einem
Reservoir auf einer Warmeplatte befand sich das Perfusat. Dieses war mit Carbogen,
bestehend aus 95 % Sauerstoff und 5 % Kohlendioxid, angereichert und hatte einen pH-
Wert von 7,4. An einer Rollenpumpe wurde die Flussrate eingestellt, mit der die
Flussigkeit aus dem Reservoir durch einen Wéarmetauscher floss. Dieser sorgte fur die
konstante Temperatur von 37°C. Nach der Erwarmung passierte die Flissigkeit einen
Schlauch, der mit einem Druckaufnehmer zur Messung des Aortendrucks -
gleichbedeutend mit dem Perfusionsdruck - verbunden war. Am Ende des Schlauchs

befand sich die Perfusionskanile, an der das Versuchsherz angebracht war.

RO
Reservoir mit
Rollenpumpe Langendorff Lésung
Warmetauscher
—Pi'_ l
—
Druckaufnehmer
|_1 Aortendruck
Thermokammer
| m— s
/ Druckmessung
Latexballon im

linken Ventrikel

Latexballon

Abbildung 3.2.2-1: Langendorff-Modell, modifiziert aus D6ring, 1990
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3.2.3 Versuchsvorbereitung

Vor jedem Versuch wurden die bendétigten Losungen und Substanzen hergestellt und
die Apparatur luftblasenfrei mit Aqua bidest. durchspult. Es folgte die Kalibrierung der
Druckaufnehmer auf den Umgebungsdruck als Normalnull. Das Versuchsherz konnte

dann an die Anlage angeschlossen werden.

3.2.4 Praparation der Nagetierherzen

Fir die Versuche wurden die Tiere aus der hauseigenen Ziichtung des Tierstalls des
Physiologischen Instituts verwendet. Die Tiere wurden mit Isofluran 4-5 % betaubt und
anschliel3end mittels Genickbruch getétet. Es folgte die ziigige Entnahme von Herz und
Lunge aus dem Thorax. Bei der Resektion war es von Bedeutung, eine ausreichende
Lange der Aorta ascendens zu erhalten, um sie anschlie3end tber die Perfusionskaniile
aufziehen zu kénnen. Um in einem weiteren Arbeitsschritt das Herz von Lunge und
Bindegewebe frei zu préparieren, wurde das Explantat in eine Petrischale mit 4°C kalter
physiologischer Kochsalzlosung platziert. Dies reduzierte den Sauerstoffverbrauch
wahrend der kurzen Ischamiephase. Nach der Isolierung des Herzens wurde es der
vorbereiteten Langendorff-Apparatur hinzugefiigt. Von der Betaubung bis zum

Hinzufligen des Versuchsherzens in das Modell vergingen nur wenige Minuten.

3.2.5 Versuchsdurchfihrung

Das isolierte Herz wurde mit einer Krokodilklemme an der Perfusionskanule fixiert und
anfangs mit einer Flussrate von 2-3 ml/min mit der Langendorff-Losung perfundiert.
Wahrenddessen wurde der linke Ventrikel mit einem Schnitt durch ein Skalpell eroffnet
und ein Latexballon eingebracht. Dieser wurde mit einem Druckaufnehmer verbunden.
Das Herz konnte nun endgultig Uber die Aorta mit einem chirurgischen Faden an der
Kanule fixiert und die Krokodilklemme entfernt werden. Bei konstantem
Stromungswiderstand wurde durch den Perfusionsfluss ein bestimmter Perfusionsdruck
erzeugt. Die Flussrate konnte erhdht werden bis sich ein Perfusionsdruck von 50mmHg
einstellte. Nach Erreichen dieses Wertes wurde der Fluss konstant gehalten und durfte
nicht mehr verandert werden. Durch das Befillen des Latexballons mit Aqua bidest.
wurde der physiologische diastolische Druck von 10-12mmHg eingestellt. Es folgte eine
insgesamt 10-mindtige Stabilisierungsphase, ehe die Ischdmien von unterschiedlicher
Dauer durch Pausieren des Perfusionsflusses gemald Versuchsprotokoll eingestellt

wurden. In jeder Versuchsreihe schloss sich an die Ischdmie eine Reperfusionsphase
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an, in welcher kontinuierlich die Herzparameter aufgezeichnet wurden. Mit Hilfe eines
verbundenen Computers und des Programms ,Phylab“ wurden die Messwerte

aufgezeichnet:

1. HR [Schlage/min] Herzrate

2. P sys [mmHg] Linksventrikulérer systolischer Druck
3. P dias [mmHg] Linksventrikularer diastolischer Druck
4. PP [mmHg] Perfusionsdruck

Aus diesen Parametern wurden weitere berechnet:

5. LVDP [mmHg] Linksventrikular entwickelter Druck
(P sys. — P dias.)

6. RPP [Schlage/min x mmH(g] Kardiovaskulares Produkt (HR x LVDP)

3.2.6 Versuchsprotokoll

Jede Versuchsreihe in der Langendorff-Apparatur begann mit einer Stabilisierungsphase
von finf bzw. zehn Minuten. AnschlieRend folgte die Ischdmiephase von
unterschiedlicher Dauer. Einige Herzen erhielten im Anschluss an diese Phase eine
Postkonditionierung von 3 x 30 Sekunden, mit je 30 Sekunden Perfusion dazwischen.
Die letzte Phase bestand aus einer Reperfusion von 30 bzw. 180 Minuten. Nach jedem
Versuch wurden die rechten und linken Herzhalften voneinander getrennt und die

Herzvorhofe entfernt. AnschlieRend wurden die Proben bei -80°C tiefgefroren.
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Ratten Stab. Ischamie Postk. Reperfusion

Kontrolle 10 180' n=8
Ischémie 15' (10 | [ 15 ] n=8
Ischamie 15'/Postk. | 10' | | 18" | |3x30" | | 180" | n=8
Ischémie 60" (10 | [ 60 ] n=8
Ischamie 60'/ Postk. | 10' | | 60" | |3x30" | | 180' | n=7
Mause Stab.  Ischamie Reperfusion

Wildtyp Kontrolle 30' n=10
Wildtyp Ischamie | 5 | | 48 30 n=9
Transgen Kontrolle 30' n=6
Transgen Ischamie | 5 | | 45’ 30 n=6

Abbildung 3.2.6-1: Ubersicht der Versuchsgruppen

3.3 Quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion

3.3.1 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion

In der Molekularbiologie wird zur Amplifikation einer bestimmten DNA-Sequenz die
Polymerase-Kettenreaktion genutzt. Kary Mullis entwickelte diese Methode, bei der
Fragmente der Nukleinsauren in vitro vervielfaltigt werden kénnen (Mullis et al., 1986).
Um eine Verdoppelung des DNA-Gehaltes zu erreichen, ist demnach ein
Reaktionszyklus aus drei aufeinanderfolgenden Schritten notwendig. Der
Amplifikationszyklus wiederholt sich mehrmals und fiuihrt so zu einer exponentiellen

Vermehrung des DNA-Gehaltes.

Der erste Schritt eines Reaktionszyklus ist die Denaturierung, die bei 95°C stattfindet.
Die DNA-Doppelhelix wird durch Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen in zwei

EinzelstrAnge getrennt. Im zweiten Schritt, der Hybridisierung, heftet sich der
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Oligonucleotid-Primer an das 3’-Ende der Einzelstrange an. Die Primer bestehen dabei
aus etwa 15-25 Basenpaaren und binden an spezifische DNA-Abschnitte. Damit die
Oligonucleotide optimal an die komplementdren DNA-Einzelstrange anlagern kénnen,
ist auf eine Primer spezifische Temperatur zu achten. Der letzte Schritt ist die Elongation.
Eine DNA-Polymerase komplementiert mit freien Nucleotiden die Einzelstrange zu
Doppelstrangen von 5’-3’-Richtung. Damit die DNA-Polymerase effektiv arbeiten kann,
findet dieser Schritt bei 72°C statt. Bei dem ersten Durchgang der PCR entstehen
langere DNA-Doppelstrange als bei den Folgenden, da die Synthese durch die DNA-
Polymerase bis zum Ende des Matrizenstranges erfolgt oder durch eine erneute
Erhdhung der Temperatur fur die ndchste Denaturierungsphase beendet wird. Die nun
doppelt vorliegende Doppelstrang-DNA wird wieder auf 95°C erhitzt, sodass es zu einer
erneuten Aufspaltung und dem Anheften der Primer kommt. Wahrend der
Ursprungsstrang nochmals bis zum Ende des Matrizenstranges synthetisiert wird, endet
bei der im ersten Zyklus entstandenen DNA die Elongation am Beginn des
urspriinglichen Primers. In jedem Zyklus wird die DNA verdoppelt, sodass nach n Zyklen
theoretisch 2n Kopien vorliegen. Aus der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) entwickelte
sich die real-time PCR (RT-PCR), welche in Thermocyclern durchgefiihrt wird. Bei dieser
Methode wird die DNA-Amplifikation in Echtzeit beobachtet und eine Genexpression
kann untersucht werden. In den sich 20-40-fach wiederholenden Zyklen findet jeweils
eine Denaturierung bei 95°C statt. Da die DNA-Polymerase besonders hitzebestandig
sein muss, stammt das verwendete Enzym aus dem thermophilen Bakterium Thermus

aquaticus und wird Tag-Polymerase genannt.

Die Menge der entstandenen DNA-Produkte lasst sich in Form von Fluoreszenzsignalen
messen. Dabei nimmt die Lichtemission proportional zu der entstandenen DNA-Menge
zu. Grundlegend fur die Analyse ist der interkalierende Farbstoff SYBR Green®. Dieser
grunliche Farbstoff hat eine hohe Affinitat zu doppelstrangiger DNA und erlaubt so eine

guantitative Messung der DNA nach jedem Zyklus.

In dieser Arbeit wurde der iQ™SYBR® Green Supermix verwendet, welcher sowohl den
genannten Farbstoff als auch die Tag-Polymerase enthélt. Die rt-PCR findet in drei
aufeinanderfolgenden Phasen statt. In der ersten Phase (Initiationsphase) lauft die
Amplifikation nur schleppend an, da die Reaktionsprodukte noch nicht optimal
zueinander finden. Hierbei wird lediglich die Hintergrund-Fluoreszenz erfasst. Es folgt
die entscheidende, exponentielle Phase, bei der die DNA-Vervielfaltigung optimal
ablauft. Der Ct-Wert fur ,cycle threshold” ist der Schwellenwert, der den Zyklus angibt,
bei dem die Fluoreszenz zum ersten Mal signifikant erhtht gegeniber dem

Hintergrundsignal bestimmt werden kann. In der letzten sogenannten Plateauphase sind
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die Reagenzien, wie Primer oder Nukleotide, zum gro3ten Teil verbraucht und die

Vervielfaltigung verlauft nur noch suboptimal.
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Abbildung 3.3.1-1: Beispiel eines real-time PCR-Verlaufs mit dem ct-Wert

Das in dieser Arbeit verwendete SYBR Green® bindet unspezifisch an die Doppelhelix
und erlaubt daher keine Rickschliisse darauf, welcher Teil der DNA vervielfaltigt wurde.

Ein weiteres Risiko zur Verféalschung der Ergebnisse besteht in der Tatsache, dass der
Farbstoff an Primer binden kann. Aus diesem Grund muss im Anschluss an die DNA-
Amplifikation eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden. Dabei trennt sich durch
eine stetige Erhdhung der Temperatur die Doppelhelix auf und SYBR Green® wird
freigesetzt. Dies fuhrt zu einer Abnahme des Fluoreszenzsignals, welche erfasst werden
soll. Wahrend unspezifische DNA-Abschnitte eine niedrigere Schmelztemperatur haben,
ist diese in dem spezifischen, amplifizierten Bereich hoher und somit eine
Differenzierung méglich. Die Schmelztemperatur wird bestimmt durch die spezifischen
Eigenschaften des DNA-Abschnitts, d.h. der Ldnge und der Zusammensetzung der

Basenpaare.
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Abbildung 3.3.1-2: Beispiel fur den Abfall des Fluoreszenzsignals bei steigender
Temperatur
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Abbildung 3.3.2-3: Beispiel einer Schmelzkurve

3.3.2 RNA-Isolierung aus Herzmuskelgewebe

Um die Genexpressionen der Kardiomyozyten zu analysieren, musste aus den Zellen

zuerst die RNA isoliert werden. Fir die RNA-Extraktion wurden die bei -80°C gefrorenen
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Proben auf Eis zwischengelagert, um Enzymaktivitaten zu inhibieren. Die linken
Ventrikel wurden einzeln und nacheinander in kleinen Plastikschalen mit einem Skalpell
halbiert. Die eine Hélfte wurde erneut tiefgefroren und die andere in ein Precell-Réhrchen
mit Keramikkiigelchen gegeben. Anschlie3end wurde der Halfte in dem Plastikréhrchen
1ml Trizol hinzugefugt, um die Zellen zu lysieren. Bei 5000 rpm wurden die R6hrchen fur
20 Sekunden im Homogenisator Precellys® 24 homogenisiert und danach 200 pl
Choloroform hinzupipettiert. Dieses Gemisch wurde fiir 10 Sekunden gevortext, bis es
eine milchige Farbe annahm. Mit Hilfe der Zentrifuge wurde das Homogenat in 15
Minuten bei 4°C und 12.500 rpm aufgetrennt. In der obersten der drei Schichten befand
sich nun die RNA.

Aus den Eppendorf-Gefa3en, welche zunachst finf Minuten unter UV-Licht im UV-
Stratalinker® bestrahlt wurden, erfolgte dann das Abpipettieren von 500 pul der obersten
Schicht und die Hinzugabe von Isopropanol in gleicher Menge. Dieses 1ml-Gemisch
wurde kurz gevortext und tiber Nacht bei -20°C eingefroren. Der nachste Schritt bestand
aus der 15-minutigen Zentrifugation bei 4°C und 12.500 rpm. AnschlieRend zeigte sich
am Grund der Eppendorf-GefalRe ein weil3es Pellet, welches die RNA enthielt. Die obere
Flussigkeit wurde verworfen und mit 1ml Ethanol 70 % ersetzt. Das Pellet wurde durch
leichtes Vortexen vom Grund geldst und erneut bei bereits oben genannter Einstellung
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und der Inhalt der
Eppendorfgefae mit der enthaltenen RNA fir eine Stunde getrocknet. Im né&chsten
Schritt wurde 50 ul Aqua bidest. hinzugefugt, gevortext und die Eppendorfgefal3e eine

weitere Stunde bei 4°C gelagert.

3.3.3 Bestimmung der RNA-Konzentration mittels NanoDrop®

Um bei der Herstellung von cDNA auf gleiche RNA-Konzentrationen zuriickgreifen zu
kébnnen, mussten zunéchst eben diese gemessen werden. Mit Hilfe des
Spektrophotometers NanoDrop ND-1000® wurden die Konzentrationen der RNA in ng/pl
bestimmt. Dabei wurde das Gerédt mit einer Aqua bidest.-Messung Kkalibriert, um

Messfehler zu minimieren.

Der Sensor des Geréts wurde nach jeder Messung mit einem Tuch gereinigt. Fur eine
Messung wurde 1,5 ul einer Probe luftblasenfrei auf den Sensor pipettiert und die
Konzentration mit Hilfe des Computerprogramms ,NanoDrop ND-1000, Version 3.5.1"
gemessen. Anschliel3end wurde jede Probe schrittweise mit Aqua bidest. auf 800-1000
ng/ul verdiinnt. Nun folgte die Entnahme und Umfillung von 3 pg RNA aus jeder Probe

in neue Eppendorfgefal3e, die jeweils mit Aqua bidest erganzt wurden, bis alle Proben
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15 pl besaBen. Dies entsprach dem dreifachen Ansatz, zudem hatten nach diesem
Schritt alle Proben die gleiche RNA Konzentration.

3.3.4 Synthese von cDNA aus RNA

Fur die Amplifizierung von spezifischen Gensequenzen mittels der Polymerase-
Kettenreaktion musste die hergestellte RNA in komplementére DNA (cDNA) transkribiert
werden. Die mRNA lag dabei als Template vor. Wahrend die Proben 15 Minuten bei
60°C im Thermocycler® denaturierten, wurde ein Reaktionsmix angesetzt. Der dreifache
Ansatz setzte sich wie folgt zusammen und musste mit der Anzahl der Proben

multipliziert werden:

RT-Puffer 6,0 ul
Oligo dt 3,0 ul
dNTP 3,0ul
DTT 1,5l
RNAsin 0,6 ul
M-MLV-RT 0,9 ul

Jeder 15 pl RNA-Probe wurde ein 15 pl Reaktionsmix hinzugefligt, sodass ein 1:1
Verhaltnis vorlag. Dieses Gemisch wurde erneut in den Thermocycler® gegeben, um

anschliel3end die Reverse Transkription fir 60 Minuten bei 37°C zu starten.

Zunachst entstand dabei eine RNA-DNA-Verbindung, ehe der RNA-Strang durch einen
zweiten, komplementdren DNA-Strang ersetzt wurde. Zur Stabilisierung der
synthetisierten Doppelhelix erfolgte eine finfmintige Erhitzung auf 95°C. Fir die gleiche
Dauer wurden in einem letzten Schritt im Thermocycler® die Proben auf 5°C
heruntergekuihlt. Zu der entstandenen cDNA wurden 270 ul Aqua bidest. hinzupipettiert,
sodass 300 pl cDNA in einer Verdinnung von 1:10 vorlagen. Die cDNA lief3 sich nun bei

-20°C in einem Kuhlschrank lagern.
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3.3.5 Vorbereitung der Primer

Um die rt-PCR durchfiihren zu kénnen, mussten die Primer vorbereitet werden. Da die
cDNA in einer Verdinnung von 1:10 vorlag, musste dieses Verhaltnis auch bei dem
Ansetzen der Primer bertucksichtigt werden. Der Primer setzte sich aus einem Forward-
und einem Reverse-Anteil zusammen, die den zu amplifizierenden Bereich flankierten.
Von jedem Anteil wurden 15 pl, sowie 270 pul Aqua bidest. in ein neues Reaktionsgefal

pipettiert.

Verwendete Primer:

HPRT: CCAGCGTCGTGATTAGTG AT Forward Primer
CAAGTCTTT CAG TCC TGT CC Reverse Primer
B2M: GCC GTC GTG CTT GCC ATTC Forward Primer

CTG AGG TGG GTG GAACTG AGA C  Reverse Primer

Mef2c: CAG TTG GGA GAC CGT ACC AC Forward Primer
GTG AGT CCA ATG GGG GAG TG Reverse Primer
Gata4: CTA TGG CCG CCA ACC ACG GG Forward Primer
CGC GGAGTG GGC ACG TAG AC Reverse Primer
BNP;: ATGATTCTGCTCCTGCTTTTCC Forward Primer
TCTGCATCG TGG ATT GTT CTG Reverse Primer
Serca: CGA GTT GAACCT TCC CAC AA Forward Primer

AGG AGA TGA GGT AGC GGATGA A Reverse Primer

Arginase 1: GGA AGC ATC TCT GGC CAC GCC Forward Primer

CACCGGTTG CCC GTG CAG AT Reverse Primer

29



3.3.6 Polymerase-Kettenreaktion im iCycler®

Die rt-PCR, wie unter 3.3.1 beschrieben, wurde im iCycler® der Firma Bio-Rad
durchgefuhrt. Dafiir wurden 3 pl jeder cDNA-Probe zusammen in ein Tube mit 17 pl des
PCR Mix gegeben. Jeder Durchgang wurde in Doppelbestimmung durchgefiihrt und
enthielt zudem zwei Tubes ohne cDNA als Negativkontrolle. Der einfache Ansatz flr
einen PCR-Mix setzte sich wie folgt zusammen und musste mit der Anzahl der Proben

multipliziert werden:

PCR Mix pro Probe:

SYBR Green® 10,0
Primer 0,6 u
Aqua bidest. 6,4 ul

Die Tubes wurden verschlossen in dem iCycler® platziert und die PCR mit Hilfe des
Computerprogramms ,Bio-Rad iQ5“ gestartet. Dabei wurde auf die vorgegebenen
Laufprotokolle zuriickgegriffen. Diese unterschieden sich lediglich in der Temperatur in
der Hybridisierungs-Phase und waren dabei spezifisch auf die verwendeten Primer

zugeschnitten.

Laufprotokoll der RT-PCR:

Phase 1: 1x 180 Sekunden 95°C Initiale
Denaturierung
Phase 2: 45x 30 Sekunden 95°C Denaturierung
30 Sekunden x°C Hybridisierung
30 Sekunden 72°C Amplifikation
Phase 3: 100x 10 Sekunden 50°C - 100°C Schmelzkurve

Spezifische Temperaturen der Primer fir das Annealing:

HPRT: 63°C
B2M: 65°C
Mef2C: 62°C
Gata 4: 66°C
BNP: 58°C
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Serca: 57°C
Arginase 1: 68°C

In der dritten Phase erhdhte sich die Temperatur sukzessive von 50°C auf 100°C zur
Erstellung einer Schmelzkurve. Dabei stieg die Temperatur alle zehn Sekunden um
0,5°C an.

3.3.7 Auswertung der real-time PCR

Fir die Auswertung wurde auf die relative Quantifizierung zurtickgegriffen. Dabei wurde
die Expression der untersuchten Gene auf ein Housekeeping Gen (HKG) bezogen. Als
HKG wird in dieser Arbeit B2M gewahlt. Dieses gilt als Referenzstandard, da die
Expression trotz unterschiedlicher Einfliisse konstant bleibt. Der Expressionsunterschied
(Ratio) wird Uber die AACT-Methode berechnet (Livak & Schmittgen, 2001). Zuerst

subtrahiert man den Ct-Wert des Referenzgens von dem Ct-Wert des Zielgens.
ACt = Ct Zielgen - Ct HKG

AnschlieRend wird von diesem behandelten ACt-Wert der Mittelwert der Kontrollgruppe

subtrahiert.
AACt = ACt Behandlung - ACt Kontrolle
Der relative Expressionsunterschied errechnet sich aus der Formel:

Ratio = 2-aact
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3.4 Proteinnachweis durch die Gelelektrophorese

Fur den Nachweis von Proteinen bedient man sich gelelektrophoretischer Methoden.
Nachdem die Proteine durch Zelllyse gewonnen werden, werden in einem nachsten
Arbeitsschritt die Proteine in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
nach Molekilmasse aufgetrennt. Anschlie3end werden die separierten Proteine mittels
Western Blot von dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran tbertragen. In dem letzten
Schritt werden anhand eines immunologischen Nachweises die Ergebnisse abgebildet

und ausgewertet.

3.4.1 Proteinisolierung aus den Kardiomyozyten

Um Proteine zu isolieren, mussten die Zellen aufgelost werden. Fir 0,1 g Gewebe
wurden 500 pl Zell-Lyse-Puffer benétigt und zusammen in ein Precell-R6hrchen

gegeben.

Tris-HCI 8pH7,5) 20,0 mM

NaCl 150,0 mM

Na2EDTA 1,0 mM

EGTA 1,0 mM

Triton 1,0%

Sodium pyrophosphate 2,5 mM
B-Glycerolphosphate 1,0 mM

NasVOa4 1,0 mM

Leupeptin 1,0 pg/mi

PMSF 1,0 mM (frisch hinzufigen)

Die Rohrchen wurden je zweimal 20 Sekunden bei 6000 rpm zentrifugiert und
anschlieRend zehn Minuten auf Eis gelagert. Mit dem Ultraschallprozessor wurden die
Proben bei einer Einstellung von 0,7 ,Cycle® und 60 % Amplitude fur je 30 Sekunden
beschallt. Im nachsten Schritt wurden die Proben bei 14000xg bei 4°C fur zehn Minuten
zentrifugiert. Von dem Uberstand wurden 10pl in ein Eppendorf-GefaR pipettiert und mit
490ul Agqua bidest. erganzt, sodass ein 1:50-Verhaltnis entstand. Von diesem Gemisch

wurden 100ul in neue Reaktionsgefal3e pipettiert und 50ul Laemmli-Puffer (2x)
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hinzugegeben. Fir finf Minuten wurden die Proben bei 95°C im Dri-Block DB-2D erhitzt
und anschliel3end bei -20°C gelagert.

3.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Methode wurde 1970 von Ulrich Laemmli entwickelt und dient der Auftrennung von
Proteinen (LAEMMLI, 1970). Vor der Gelelektrophorese miissen die Proben mit Natrium-
Dodecyl-Sulfat (SDS) und Mercaptopropandiol vorbehandelt werden. SDS sorgt fiir eine
stark negative Ladung und Uberdeckt so die Eigenladung der Proteine. Durch das
Reduktionsmittel Mercaptopropandiol werden Disulfidbricken aufgetrennt und die
Proteine denaturiert. In dieser Arbeit befinden sich diese beiden Substanzen bereits in
dem Laemmli-Puffer. Das Prinzip der Gelelektrophorese ist, dass denaturierte Proteine
auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen werden und dieses unter elektrische Spannung
gesetzt wird. Aufgrund von chemischen Eigenschaften, wie der Molekilmasse und der
Ladung, beginnen die Proteine auf dem Gel zu wandern. Sie bewegen sich dabei von
der negativ geladenen Kathode zur positiv geladenen Anode. Da aufgrund der
Vorbehandlung die Eigenladung der Proteine Gberdeckt wird und nicht mehr ins Gewicht
fallt, trennen sich die Moleklle aufgrund ihrer Masse auf. Die Gelmatrix wirkt dabei wie
ein Sieb und kleine Molekule wandern schneller und somit in der gleichen Zeit weiter als
grolere. Um bei der Auswertung die einzelnen Proteine identifizieren zu kénnen, wird

ergédnzend ein Referenzprotein mit bekannter Molekiilmasse aufgetragen.

3.4.3 Aufbau und Durchfihrung der SDS-PAGE

Bei der gesamten Durchfiihrung wurden Nitrilhandschuhe getragen, da Acrylamid

toxisch ist. Zu Beginn wurden die bendtigten Laufpuffer hergestellt.
Laufpuffer 1: 50 ml MOPS SDS Running Buffer (20x) mit
950 ml sterilem Wasser
Laufpuffer 2: 200 ml Running Buffer (1x) mit
500 pl NuPAGE Antioxidant

In dieser Arbeit wurde fiir die Gelelektrophorese das NUPAGE System von Novex®
verwendet. In einer Gelkammer wurde ein Klammerrahmen platziert, in welchen spater
die Fertiggele vertikal eingesetzt werden konnten. Dabei musste die Beschriftung nach

aufRen und die Ohrenplatten nach innen zeigen.
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Bei den Fertiggelen handelte es sich um NUPAGE 10 % Bis-Tris Protein Gele. Fir einen
Durchlauf konnten bis zu zwei Gele a 10 ,wells® benutzt werden. Diese wurden vorsichtig
ausgepackt und mit sterilem Wasser abgespilt. Sowohl die Geltaschen als auch die
untere Gel6ffnung wurden mit Laufpuffer 1 gespilt. Anschliel3end konnten die Fertiggele
in den Klammerrahmen gestellt und der Klemmkeil gespannt werden. Zwischen den
Gelen befand sich die innere Kammer, welche mit 180 ml Laufpuffer 2 befillt wurde. Erst
nachdem diese innere Kammer auf ihre Dichtigkeit Gberprift war, konnte in die auf3ere

Kammer 600 ml Laufpuffer 1 gegossen werden.

Die Taschen der Fertiggele wurden mit einer Spritze und Kanile mit Laufpuffer 2 gespllt.
Ehe die Proben nun aufgetragen werden konnten, wurden diese bei 95°C fur funf
Minuten gekocht, in der Microfuge®18 abzentrifugiert und im MS2 Minishaker gemischt.
Mit einer Microliterspritze Hamilton wurden die Proben langsam in die Taschen der Gele
gefullt. Dabei war zu beachten, dass es zu keinem Vermischen der Proben kam. Nun
wurden die Kabel in die an der Kammer vorgesehenen Anschliisse eingesteckt und eine
Spannung von 200 Volt fir 50 Minuten angelegt. Die Molekiile begannen nun auf der

Polyacrylamidmatrix zu wandern.

3.4.4 Ubertragung durch Western Blot

Der Brite Edwin Southern entwickelte 1975 die nach ihm benannte Methode des
Southern Blots. Mit diesem Verfahren kann eine Gensequenz der DNA nachgewiesen
werden. Von ihr abgeleitet ist der Western Blot, bei welchem Proteine nach der
gelelektrophoretischen Auftrennung auf eine Tragermembran Ubertragen werden
(Towhin, Staehelin, & Gordon, 1979). Es gibt drei Méglichkeiten des Proteintransfers. In
dieser Arbeit wurde das Semidry Blotting angewendet, bei dem die negativ geladenen
Proteine durch ein elektrisches Feld Richtung Anode wandern. Die Molekiile wurden von
der SDS-Page auf eine Nitrocellulose Membran geblottet. Dafir musste ein

Transferpuffer (500 ml) hergestellt werden:

Transferpuffer:

Aqua bidest. 375 ml
NuPAGE Transfer Buffer (20x) 25 ml
Methanol 100 ml
NuPAGE Antioxidant 500 ul
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Zudem bendtigte man fur den Blot von zwei Polyacrylamidgelen:
4x Filterpapiere (9 x 7,5 cm)
2x Nitrocellulose Membranen
5x Schwamme

40 ml des Transferpuffers wurden fir die Gele gebraucht. In kleinen Wannen mit je 10
ml wurden die Filterpapiere und die Nitrocellulose eingelegt. Mit dem restlichen
Transferpuffer wurden die Schwamme eingeweicht und mit einer Handrolle luftblasenfrei
ausgedrickt. Nachdem die SDS-Page abgeschlossen wurde, konnten die Fertiggele aus
der Kammer entnommen und an den vorgesehenen Markierungen vorsichtig
aufgespalten werden. Das Gel mit den separierten Proteinen konnte per Hand vorsichtig
abgenommen und in den Transferpuffer eingelegt werden. Anschlieend wurden die
Materialien zu einem Blotsandwich aufgebaut. Um Luftblasen zu vermeiden, wurde
dieser Arbeitsschritt in einer Entwicklerschale mit Pufferlosung ausgefihrt und nach
jeder Schicht per Handrolle abgefahren. Im Gegensatz zu der SDS-Page wanderten die

Proteine wahrend des Western Blots senkrecht entlang des Polyacrylamid Gels.

Die Reihenfolge der Schichten:

I Aroce

Schwédmme (2x)

L 1 Filterpapier
... | Gel

| | Nitrocellulosemembran

[ 1 Filterpapier

L 1 Schwamm
L 1 Filterpapier
I — Gel

| Nitrocellulosemembran

L 1 Filterpapier

Schwdmme (2x)

] fethde

Abbildung 3.4.4-1: Querschnittsschema des Blotsandwichs

Das Blotsandwich wurde Uber einer Schale zusammengedrickt und konnte in die
Klemmkeile gespannt werden. Die innere Blotkammer wurde mit 40 ml Transferpuffer

und die dulRere Kammer mit 600 ml Wasser zum Kuhlen befillt. Anschliel3end wurde fir
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eine Stunde eine Spannung von 30 V angelegt. Nach dieser Zeit waren die Proteine von
den Gelen auf die Membrane transferiert. Der Stromfluss wurde beendet und die
Kammer auseinandergebaut. Die Nitrocellulosemembranen wurden fir eine Minute in
steriles Wasser eingelegt und anschlie3end fur eine Stunde auf dem Schiittler geblockt.
Dazu wurden die Membranen mit Bovine-serum-albumin 5 % (BSA) in Tris-buffered-line

(1x) Uberzogen.

Tris/HCI 10 mmol/l
NacCl 150 mmol/l
pH 7,4

Auf diese Weise wurden freie Bindungsstellen mit Proteinen besetzt, an welche sich die
Antikérper bei der Detektion nicht binden konnten. Zum Abschluss des Blottings wurden
die Membranen mit sterilem Wasser abgewaschen und zwischen zwei neuen

Filterpapieren im Kuhlschrank bei 4°C gelagert.

3.4.5 Nachweis durch Chemilumineszenz

Durch den Western Blot wurden die aufgetrennten Proteine aus der SDS-Page auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen. Zur Detektion und Darstellung der separierten
Proteine auf der Membran diente nach einer Immunmarkierung die Chemilumineszenz.
Die Grundlage ist dabei eine chemische Reaktion von Luminol und einer Peroxidase.
Als Folge dieser Reaktion werden die Molekile in einen elektronisch angeregten
Zustand versetzt und sind dann als Lichtemission in dem Chemilumineszenz-Geréat
detektierbar (Albrecht, Brandl, & Adam, 1990). Die Proteinbanden wurden zunachst
durch die indirekte Methode der Immunmarkierung gekennzeichnet. Die Membranen
wurden fur zwei Stunden mit einem Primarantikdrper auf einem Schiittler bei niedriger
Einstellung und Raumtemperatur inkubiert. Dabei banden die Priméarantikorper
spezifisch an die passenden Antigene auf der Blotmembran an. Pro Membran wurden 5

ml der Antikorper-Lésung bendtigt.
Antikorper Losung: BSAS5 % in 1x TBS + 0,1 % Tween 20 + Antikorper (x)

Die Konzentrationen der unterschiedlichen Antikdrper fir die Ldsungen waren
verschieden und mussten beim Ansetzen der Losung bertcksichtigt werden. Nach der
Inkubation mit der Primarantikérper-Loésung mussten die Membranen dreimal fir zehn

Minuten in 1x TBS + 0,1 % Tween 20 gewaschen werden. Nicht gebundene Antikdrper
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wurden so wieder von der Membran abgeltst. Im néchsten Schritt wurden die
Membranen mit einem Sekundarantikbrper inkubiert. Dieser war mit Horseradish-
peroxidase (HRP) konjungiert und konnte an den Primarantikorper auf der Membran
binden. Diese Inkubation durfte nicht langer als eine Stunde dauern, da die Enzyme

sonst unspezifische Bindungen eingehen.

Anti-Aktin (42kDA) Anti-rabbit 1:1000 Sheep-anti-rabbit 1:2000
(Sigma Aldrich) (Affinity Biologicals)

Anti- (35kDa) Anti-rabbit 1:1000 Sheep-anti-rabbit 1:2000

Arginase 1 (Sigma Aldrich) (Affinity Biologicals)

Anti-Gatad  (48kDa) Anti-rabbit 1:1000 Sheep-anti-rabbit 1:2000
(Novus Biologicals) (Affinity Biologicals)

Anti-Serca  (92kDa) Anti-goat 1:200 Donkey-anti-goat 1:5000
(Santa Cruz) (Jackson Immuno

Research)

Die Sekundarantikdrper, die an keinen Primarantikbrper gebunden hatten, wurden
zweimal zehn Minuten mit 1x TBS mit Tween 20 und einmal ohne Tween 20
ausgewaschen. Das Detektiergerat stand in einem lichtgeschitzten Raum, in welchem
der letzte Schritt durchgefiihrt wurde.

In einer Schale mit ,enhanced chemiluminescence(ECL) - Losung wurden die Blots fur
zwei Minuten inkubiert und konnten anschliel3end mit einer Pinzette auf einer Glasplatte
platziert werden. Diese wurde in das Gerat gegeben, welches mit Hilfe des
Computerprogramms ,ChemiCapt‘ nach Einstellung der Schérfe ein Lichtbild erstellte.
Die Belichtungsdauer wurde dabei von dem Gerat vorgeschlagen und konnte manuell
weiter optimiert werden. Die Bilder wurden im Original und Inverse im ,Tiff-Format®

gespeichert.
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3.4.6 Auswertung der Bilder

Die quantitative Auswertung der Proteine erfolgte mit dem Programm ,Quantity One".
Die Tiff-Bilder wurden aufgerufen und jede Proteinbande wurde durch einen Rahmen
markiert und ins Verhaltnis zum Hintergrund gesetzt. Das Programm generierte das
Volumen in der Intensitédt x mmz. Diese Werte wurden in Excel ibernommen und ins
Verhaltnis zum Referenzprotein Aktin gesetzt. So erhielt man die relativen Proteinwerte,
aus denen der Mittelwert, die Standardabweichung und der Median berechnet werden

konnten.

3.4.7 Statistik

Die relativen Expressionsunterschiede aus der rt-PCR und die relativen Proteinwerte
aus den Western Blot-Versuchen wurden in Excel-Tabellen aufgefiihrt. Daraus wurden
der Mittelwert, die Standardabweichung und der Median berechnet. Zum Vergleich
zweier Gruppen diente ein konventioneller T-Test. Bei einem Vergleich von mehreren
Gruppen wurde mit dem Statistikprogramm ,SPSS 20“ die nichtparametrische ANOVA
nach Kruskal-Wallis mit anschlieendem Post-hoc-Test herangezogen. Ergebnisse mit
p<0,05 wurden als statistisch signifikant anerkannt. Aus Ubersichtsgriinden wurde bei

der Darstellung von Verlaufen auf Standardabweichungen verzichtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen der Herzfunktionen an Rattenherzen in der Langendorff-

Apparatur

Um den Einfluss der Ischdmiedauer und die protektive Wirkung der Postkonditionierung
auf das Myokard zu untersuchen, wurden funktionell verschiedene Herzparameter mit
Hilfe des Langendorff-Modells ausgewertet. Neben der Herzrate, dem linksventrikular
enddiastolischen Druck (LVeDP) wurde der linksventrikular entwickelte Druck (LVDP)
sowie das Frequenz-Druck-Produkt (Herzrate x LVDP) aufgezeichnet bzw. errechnet.
Zudem wurde das Verhaltnis des Herzfeuchtgewichtes zum Korpergewicht ermittelt. Wie
unter Punkt 3.2.6 aufgezeigt, wurden vier Versuchsgruppen mit der nicht-isch&mischen
Kontrollgruppe verglichen. Die Versuchsgruppen unterschieden sich durch
unterschiedliche Ischamiedauern von 15 und 60 Minuten und durch die Abstinenz (I/R)

oder den Erhalt (IPoC) des Postkonditionierungsmanévers.

4.1.1 Untersuchung der Herzrate

4.1.1.1 Herzrate nach 15 Minuten Ischamiedauer

Dargestellt ist der Verlauf der Herzrate wahrend der 180-minitigen Reperfusion nach 15
Minuten Isch@mie. Bei beiden Versuchsgruppen zeigten sich zu keinem Zeitpunkt

signifikante Veranderungen gegenuber der Kontrollgruppe oder im direkten Vergleich.

Herzrate nach 15' Ischamie
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Abbildung 4.1.1.1-1: Darstellung der Mittelwerte der Herzrate wahrend der
180-mindtigen Reperfusion nach einer Ischamiedauer von 15 Minuten. Die

Werte beziehen sich auf die normierte Ausgangsrate in Prozent.
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Nach Beendigung der Reperfusion zeigte die Ischamie-Gruppe ohne
Postkonditionierung eine nahezu unveranderte Herzrate. Die Gruppe mit
Postkonditionierung zeigte eine geringe Senkung der Herzrate. Beide Werte waren im

Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant verandert, p>0,05.

Herzrate nach 15' Ischamie und 180' Reperfusion
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Abbildung 41.1.1-2: Darstellung der Mittelwerte und

Standardabweichungen der Herzrate nach einer Ischdmiedauer von 15
Minuten und 180 Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen sich auf die

normierte Ausgangsrate in Prozent, p>0,05.

4.1.1.2 Herzrate nach 60 Minuten Ischamiedauer

Dargestellt ist der Verlauf der Herzrate in der 180-minttigen Reperfusion nach einer
Ischamiedauer von 60 Minuten. Eine leichte Erhéhung der Herzrate war bei beiden
Versuchsgruppen zu beobachten, jedoch erreichte diese nicht das Signifikanzniveau,
(p>0,05).

160 ¢ Herzrate nach 60' Ischamie
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Abbildung 4.1.1.2-1: Darstellung der Mittelwerte der Herzrate im Verlauf der
180-minitigen Reperfusion nach einer Ischamiedauer von 60 Minuten. Die

Werte beziehen sich auf die normierte Ausgangsrate in Prozent.
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Nach Ende der 180-minitigen Reperfusion waren die Herzraten bei beiden Gruppen mit
einer vorherigen Ischdmie gering erhoht. Die Verdnderungen waren nicht signifikant,
p>0,05.

Herzrate nach 60' Ischamie und 180' Reperfusion
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Abbildung 4.1.1.2-2: Darstellung der Mittelwerte und
Standardabweichungen der Herzrate nach einer Ischamiedauer von 60
Minuten und 180 Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen sich auf die

normierte Ausgangsrate in Prozent, p>0,05.

4.1.2 Untersuchung des linksventrikular enddiastolischen Drucks

4.1.2.1 Linksventrikular enddiastolischer Druck (LVeDP) nach 15 Minuten
Ischamiedauer

Der LVeDP kann als ein MalR fiir den irreversiblen Schaden am Myokard betrachtet
werden. Er ist unter anderem bei Herzinsuffizienz erhoht. Bei der Betrachtung des
LVeDPs wahrend der Reperfusionsphase zeigte sich eine Erhéhung in der I/R-Gruppe.
Die postkonditionierten Versuchsherzen zeigten eine Abnahme des LVeDPs. Beide

Veranderungen waren nicht signifikant, p>0,05.
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LVeDP nach 15' Ischamie
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Abbildung 4.1.2.1-1: Darstellung der Mittelwerte des linksventrikuléar
enddiastolischen Drucks wahrend der 180-minutigen Reperfusion nach
einer Ischamiedauer von 15 Minuten. Die Werte zeigen die Differenzen der

Versuchsgruppen zu den Kontrollherzen in mmHg.

Nach der Stabilisierungsphase bzw. vor der Ischamiephase wurden die enddiastolischen

Drucke aufgezeichnet.

Ende der Stabilisationsphase
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Abbildung 4.1.2.1-2: Darstellung der Mittelwerte und

Standardabweichungen des LVeDP vor der Ischamiedauer von 15 Minuten.

Die Werte sind in mmHg angegeben, p>0,05.
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Nach der kirzeren Ischamiedauer von 15 Minuten mit anschlie@ender 180-Minuten-

Reperfusion war der LVeDP bei der I/R-Gruppe erhtht. Die postkonditionierten

Versuchsherzen zeigten eine minimale Erniedrigung des enddiastolischen Drucks.

Beide Veranderungen waren nicht signifikant, p>0,05.
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Abbildung 4.1.2.1-3: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichung

des LVeDP nach einer Ischamiedauer von 15 Minuten und 180 Minuten

Reperfusion. Die Werte zeigen die Differenzen der Versuchsgruppen zu den

Kontrollherzen in mmHg, p>0,05.

4.1.2.2 Linksventrikular enddiastolischer Druck (LVeDP) nach 60 Minuten

Ischamiedauer

Wahrend der 180-minltigen Reperfusion nach einer Ischamiedauer von 60 Minuten

zeigte sich anfangs ein starker Anstieg des enddiastolischen Drucks. Nach einer

zwischenzeitlichen leichten Erholung nahm der enddiastolische Druck bei beiden

Gruppen stetig zu.
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LVeDP nach 60' Ischamie
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Abbildung 4.1.2.2-1: Darstellung der Mittelwerte des linksventrikular
enddiastolischen Drucks wéahrend der 180-minutigen Reperfusion nach

einer Ischamiedauer von 60 Minuten. Die Werte sind in mmHg angegeben.

Nach der Stabilisierungsphase bzw. vor der Ischamiephase wurden die enddiastolischen

Drucke aufgezeichnet.

Ende der Stabilistationsphase
70

60 F

50 F

40 F

30 F

20 F
0

I/IR 60' IPoC 60'

Pgia (MMHQ)

Abbildung 4.1.2.2-2: Darstellung der Mittelwerte und
Standardabweichungen des LVeDP vor der Ischamiedauer von 60 Minuten.

Die Werte sind in mmHg angegeben, p>0,05.

Bei beiden Gruppen mit einer Ischamiedauer von 60 Minuten war der LVeDP nach der
180-mindtigen Reperfusion deutlich erhoht. Beide Veradnderungen zeigten einen

signifikanten Anstieg, p<0,05.
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Nach 3h Reperfusion
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Abbildung 4.1.2.2-3: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichung
des LVeDP nach einer Ischamiedauer von 60 Minuten und 180 Minuten
Reperfusion. Die Werte sind in mmHg angegeben, *=p<0,05 gegenuber der

praischamischen Werte aus Abbildung 4.1.2.2-2.

4.1.3 Untersuchung des linksventrikular entwickelten Druckanstiegs

4.1.3.1 Der linksventrikuléar entwickelte Druckanstieg (LVDP) nach 15 Minuten

Ischamiedauer

Der LVDP ist ein aussagekraftiger Parameter, um die Erholung des Mykards nach einer
Schadigung durch Ischamie zu beurteilen. Er ist die Differenz aus systolischem und

diastolischem Druck. Dargstellt ist der Verlauf des LVDP wahrend der 180-minttigen

Reperfusion.
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Abbildung 4.1.3.1-1: Darstellung der Mittelwerte des LVDP wahrend der

180-minitigen Reperfusion nach einer Ischdmiedauer von 15 Minuten. Die
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Werte beziehen sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in
Prozent.

Nach einer Ischamiedauer von 15 Minuten und anschlieRender Reperfusion Uber 180
Minuten war der LVDP bei der Gruppe ohne Postkonditionierung (I/R) signifikant
niedriger p<0,05 als bei der Kontrollgruppe. Bei der Gruppe mit Postkonditionierung
(IPoC) kam es im Vergleich zur Kontrollgruppe zu keinem signifikanten Abfall des LVDP,
p>0,05.

LVDP nach 15' Ischamie und 180' Reperfusion
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Abbildung 4.1.3.1-2: Darstellung der Mittelwerte und
Standardabweichungen des LVDP nach einer Ischdmiedauer von 15
Minuten und 180 Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen sich auf den

normierten entwickelten Ausgangsdruck in Prozent, *=p<0,05.

4.1.3.2 Der linksventrikular entwickelte Druckanstieg (LVDP) nach 60 Minuten

Ischamiedauer

Dargestelltist der Verlauf des LVDP wahrend der 180-minltigen Reperfusion nach einer
Ischamiedauer von 60 Minuten. Bei beiden Gruppen mit vorheriger Isch&mie kam es zu
einem Abfall des LVDP.
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LVDP nach 60' Ischamie
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Abbildung 4.1.3.2-1: Darstellung der Mittelwerte des LVDP im Verlauf
wahrend der 180-minutigen Reperfusion nach einer Ischamiedauer von 60
Minuten. Die Werte beziehen sich auf den normierten entwickelten

Ausgangsdruck in Prozent.

Nach 60 Minuten Ischdmie und 180 Minuten Reperfusion kam es zu einem signifikanten

Abfall des LVDP beider Gruppen gegeniber der Kontrollgruppe, p<0,05.

LVDP nach 60' Ischdmie und 180" Reperfusion
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Abbildung 4.1.3.2-2: Darstellung der Mittelwerte und

Standardabweichungen des LVDP nach 60 Minuten Ischamie und 180
Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen sich auf den normierten

entwickelten Ausgangsdruck in Prozent, *=p<0,05.
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4.1.4 Untersuchung des Frequenz-Druck-Produktes

4.1.4.1 Das Frequenz-Druck-Produkt (RPP) nach 15 Minuten Ischdmiedauer

Das Frequenz-Druck-Produkt ist das Produkt aus der Herzrate pro Minute und dem
linksventrikular entwickelten Druck in mmHg. Es ist indirekt ein verlassliches Maf3 fur
den Energie- bzw. Sauerstoffverbrauch des Myokards. Dargestellt ist der Verlauf des

RPP in der 180-minitigen Reperfusion nach 15 Minuten Ischamie.

Frequenz-Druck-Produkt nach 15' Ischdmie
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Abbildung 4.1.4.1-1: Darstellung der Mittelwerte des RPP im Verlauf
wahrend der 180-minutigen Reperfusion nach einer Ischdmiedauer von 15
Minuten. Die Werte beziehen sich auf das normierte entwickelte

Ausgangsprodukt in Prozent.

Nach Ende der 180 Minuten Reperfusion war das RPP bei den Versuchsherzen mit 15
Minuten Ischamie ohne Postkonditionierung signifikant erniedrigt, p<0,05. Die Herzen
mit Postkonditionierung konnten sich soweit erholen, dass kein signifikanter Unterschied

zu den Kontrollherzen vorhanden war, p>0,05.
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RPP nach 15' Ischamie und 180' Reperfusion
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Abbildung 4.1.4.1-2: Darstellung der Mittelwerte und
Standardabweichungen des RPP nach einer Ischamiedauer von 15 Minuten
und 180 Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen sich auf das normierte

entwickelte Ausgangsprodukt in Prozent, *=p<0,05.

4.1.4.2 Das Frequenz-Druck-Produkt (RPP) nach 60 Minuten Ischamiedauer

Das Frequenz-Druck-Produkt war im Verlauf der 180 Minuten Reperfusion sowohl bei

den Versuchsherzen mit als auch ohne Postkonditionierung erniedrigt.
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Abbildung 4.1.4.2-1: Darstellung der Mittelwerte des RPP im Verlauf
wahrend der 180-minutigen Reperfusion nach einer Ischdmiedauer von 60
Minuten. Die Werte beziehen sich auf das normierte entwickelte

Ausgangsprodukt in Prozent.
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Nach 180 Minuten Reperfusion waren die RPP bei beiden Reihen der Versuchsherzen
im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt, p<0,05. Es zeigte sich keine

Besserung durch Postkonditionierung.

RPP nach 60" Ischamie und 180" Reperfusion
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Abbildung 4.1.4.2-2: Darstellung der Mittelwerte und
Standardabweichungen des RPP nach einer Ischamiedauer von 60 Minuten
und 180 Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen sich auf das normierte

entwickelte Ausgangsprodukt in Prozent, *=p<0,05 gegenuber Ktr.

4.1.5 Untersuchung des Verhdltnisses von Herzgewicht zu Koérpergewicht
(HW/BW)

Um die Odem-Bildung als Parameter eines endothelialen Schrankenversagens zu
beurteilen, wurden die Herzen gewogen und in das Verhaltnis zum Korpergewicht
gesetzt. Die Quotienten sind in dem nachfolgenden Diagramm dargestellt. Die Herzen
mit der Ischamiedauer von 15 Minuten und 180 Minuten Reperfusion zeigten keine
signifikanten Veranderungen, (p>0,05). Bei den Versuchsherzen mit einer
Ischamiedauer von 60 Minuten zeigte sich eine signifikante Erh6hung des HW/BW-

Quotienten.
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Abbildung 4.1.5-1: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichung
von dem Quotienten aus Herzgewicht und Kérpergewicht nach der 180-

mindtigen Reperfusion. Die Werte sind in mg/g angegeben, *=p<0,05.

4.2 Beschreibung der transkriptionellen Adaption mittels Polymerase-

Kettenreaktion zur quantitativen Erfassung der Anderungen

Nach  den Herzfunktionen  wurde  die  Genexpression  verschiedener
Transkriptionsfaktoren und Enzyme untersucht. Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion
lie@ sich nachweisen, dass ein bestimmtes Protein postischamisch auf
Transkriptionsebene verandert wurde. Im Einzelnen wurden die Expressionen von
Mef2C (Myocyte-specific enhancer factor 2c¢), Gata4 (Transkription Faktor Gata4), BNP
(brian natriuretic peptide), Serca2a (Sarcoplasmatic/endoplasmatic reticulum calcium
ATPase) und Arginase 1 untersucht. Alle diese Faktoren kénnen das Remodeling des

Myokards nach einer Ischamie beeinflussen.
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4.2.1 Expression von Mef2C
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Abbildung 4.2.1-1: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
der Mef2c — Expression nach 180 Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen
sich auf die normierte Expression der Kontrollgruppe in Prozent. ANOVA:
*=p<0,05 versus Kontrolle.

Bei Betrachtung der Expression von Mef2c zeigte sich bei beiden Ischamie-Gruppen mit
Postkonditionierung (IPoC) eine signifikante Erhéhung gegeniber der Kontrollgruppe,
p<0,05. Die Ischamiegruppen ohne Postkonditionierung (I/R) zeigten bei einer kiirzeren
Ischamiephase von 15 Minuten eine reduzierte und bei einer langeren Phase von 60

Minuten eine leicht erhthte Expression von Mef2c. Beide Veranderungen waren jedoch
nicht signifikant.
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4.2.2 Expression von Gata4
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Abbildung 4.2.2-1: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
der Gata4-Expression nach 180 Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen
sich auf die normierte Expression der Kontrollgruppe in Prozent. ANOVA:
*=p<0,05 versus Kitr.

Die Untersuchung von Gata4 zeigte bei den postkonditionierten Ischamie-Gruppen
(IPoC) jeweils eine signfikant erniedrigte Expression gegenuber der Kontrollgruppe. Die
Expressionen von Gata4 waren bei beiden Ischamiegruppen ohne Postkonditionierung

dagegen leicht erhoht, wiesen aber keine signifikanten Veranderungen auf.
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4.2.3 Expression von BNP
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Abbildung 4.2.3-1: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
der BNP-Expression nach 180 Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen
sich auf die normierte Expression der Kontrollgruppe in Prozent. ANOVA:

*=p<0,05 versus Kitr.

Wahrend die Expressionen von BNP bei den Ischamiegruppen ohne
Postkonditionierung (I/R) leicht erniedrigt waren, zeigten sich Erhéhungen bei den
postkonditionierten Gruppen (IPoC). Eine signifikante Erhdéhung gegenilber der
Kontrollgruppe war jedoch nur bei der IPoC-Gruppe, welche einer 15-minttigen
Ischamie ausgesetzt war, mit p<0,05 erkennbar. Die BNP-Expression der IPoC 60’-

Versuchsherzen war nur leicht erhéht, p>0,05.
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4.2.4 Expression von Serca2a
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Abbildung 4.2.4-1: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
der Serca2a-Expression nach 180 Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen
sich auf die normierte Expression der Kontrollgruppe in Prozent. ANOVA:
*=p<0,05 versus Kitr.

Bei der Veranschaulichung der Serca2a-Expressionen zeigten sich signifikante
Veranderungen bei beiden Gruppen mit den kiirzeren Ischamiedauern von 15 Minuten.
Wahrend die Gruppe ohne Postkonditionierung signifikant erniedrigt war, war die mit
Postkonditionierung signifikant erhéht. Die beiden Gruppen mit Ischamiedauern von 60
Minuten waren ohne Signifikanzen veréndert. Aber auch hier zeigte sich die Expression
der I/R-Gruppe erniedrigt und die der IPoC-Gruppe erhoht.
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4.2.5 Expression von Arginase 1
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Abbildung 4.2.5-1: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
der Arginase 1-Expression nach 180 Minuten Reperfusion. Die Werte
beziehen sich auf die normierte Expression der Kontrollgruppe in Prozent.
ANOVA: *=p<0,05 versus Kitr.

Betrachtet man die Expressionen von Arginase 1, zeigten sich Erh6hungen bei den
Gruppen ohne Postkonditionierungen. Die Expression stieg dabei mit zunehmender,
vorheriger Ischamiedauer, auch wenn diese nicht signifikant war. Bei den
postkonditionierten Gruppen zeigte sich bei der IPoC 15-Gruppe eine signifikante
Erniedrigung der Arginase 1-Expression. Es kam zu einer Steigerung bei den IPoC 60’-

Versuchsherzen, welche jedoch immer noch unter der der Kontrollgruppe lag.

4.3 Western Blot

Um die Ergebnisse zur transkriptionellen Regulation auf Proteinebene zu bekraftigen,
wurden im Anschluss Western Blots durchgefiuhrt. Im Einzelnen wurden Gata4, Serca2a
und Arginase 1 untersucht. Wahrend der Reperfusionsdauer von 180 Minuten nahm die
Expression des Transkriptionsfaktors Gata4 in allen Gruppen ab. Die Versuche mit den
Antikérpern von Serca2a und Arginase 1 zeigten zwar eine héhere Konzentration an

Proteinen, allerdings lief3en sich auch hier keine validen Daten erheben.
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4.3.1 Proteinnachweis von Gata4
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Abbildung 4.3.1-1: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
der Gata4-Expression nach 180 Minuten Reperfusion im Western Blot. Die
Werte beziehen sich auf die normierte Expression der Kontrollgruppe in
Prozent. ANOVA: *=p<0,05 versus Kir.

Alle vier Versuchsgruppen zeigten im Vergleich zur Kontrolle eine deutliche

Erniedrigung.

4.3.2 Proteinnachweis von Serca2a
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Abbildung 4.3.2-1: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen

der Serca2a-Expression nach 180 Minuten Reperfusion im Western Blot.
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Die Werte beziehen sich auf die normierte Expression der Kontrollgruppe
in Prozent. ANOVA: p>0,05 versus Ktr.

Die vier Versuchsgruppen zeigten &hnliche Proteinkonzentrationen wie die

Kontrollgruppe. Signifikante Unterschiede waren nicht vorhanden.

4.3.3 Proteinnachweis von Arginase 1
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Abbildung 4.3.3.-1: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
der Arginase 1-Expression nach 180 Minuten Reperfusion im Western Blot.
Die Werte beziehen sich auf die normierte Expression der Kontrollgruppe
in Prozent. ANOVA: p>0,05 versus Kitr.

Die Ergebnisse aus den Arginase 1 Western Blots lieBen keine signifikant erniedrigten

oder erhdohten Proteinnachweise erkennen.
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4.4 Untersuchungen der Herzfunktionen an Mauseherzen in der Langendorff-
Apparatur

Unter Punkt 3.1 ist beschrieben, dass neben Rattenherzen auch Mé&auseherzen
untersucht wurden. Neben den transgenen JDP2-Méausen (TG) dienten deren nicht-
transgene Wurfgeschwister (WT) fur die Versuche im Langendorff-Modell. Ein
Unterschied zu den Versuchen mit Rattenherzen besteht darin, dass andere Zeiten fir
die Ischdmie und die Reperfusion gewéhlt wurden. Der Grund ist die geringere
Belastbarkeit der Mauseherzen gegentber einer Ischamie. Neben den Kontrollreihen
ohne Ischamie (Nx) wurde bei den Versuchsreihen (I/R) eine IschAmiedauer von 45
Minuten und eine Reperfusionszeit von 30 Minuten gewdahlt. Ein weiterer Unterschied
war die Einstellung der Herzfrequenzen auf kontinuierliche 600 Schlage pro Minute mit
einem externen Schrittmacher. Aufgezeichnet wurde der systolische und diastolische
Druck. Daraus liel3 sich der ventrikular entwickelte Druck (systolischer Druck -
diastolischer Druck) berechnen.

4.4.1 Untersuchung des systolischen Drucks

Aufgezeichnet ist der systolische Druck wéahrend der 30-minitigen Reperfusion nach
einer Isch&miedauer von 45 Minuten bei den Versuchsherzen der nicht-transgenen
Méause (WT — I/R). Es zeigten sich zu keinem Zeitpunkt der Reperfusion signifikante
Unterschiede zu den Kontrollgruppen (WT - Nx).
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Abbildung 4.4.1-1. Darstellung der Mittelwerte des linksventrikular
systolischen Drucks bei den Wildtyp-Mausen wahrend der 30-minttigen
Reperfusion nach einer Ischdmiedauer von 45 Minuten. Die Werte beziehen

sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in Prozent.
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Nach Beendigung der 30-miniitigen Reperfusion zeigte sich bei den transgenen Mausen
kein signifikanter Unterschied zwischen der Versuchsreihe mit und der ohne Ischamie,
p>0,05.

Wildtyp - Systolischer Druck nach

45' Ischdmie und 30" Reperfusion
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Abbildung 4.4.1-2: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
des systolischen Drucks bei den Wildtyp-Mausen nach einer
Ischamiedauer von 45 Minuten und 30 Minuten Reperfusion. Die Werte

beziehen sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in Prozent,
p>0,05.

Die transgenen Mause mit der JDP2-Expression zeigten in den ersten Minuten der
Reperfusion einen signifikanten Abfall des systolischen Druckes, p<0,05, mit
anschlieRender Erholung. Erst ab der funften Minute war der Unterschied nicht mehr
signifikant und Uberstieg nach 15 Minuten den Druck der Versuchsherzen ohne Ischamie

(Nx). Nach 30 Minuten Reperfusion bewegte sich der systolische Druck der I/R-Reihe
auf das Niveau der Nx-Versuchsgruppe.
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Abbildung 4.4.1-3. Darstellung der Mittelwerte des linksventrikular
systolischen Drucks bei den transgenen Mausen wahrend der 30-min(tigen
Reperfusion nach einer Isch&miedauer von 45 Minuten. Die Werte beziehen

sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in Prozent.

Nach Beendigung der Reperfusion war bei den transgenen Mausen der systolische
Druck der Gruppe mit Ischamie ahnlich hoch wie der der Kontrollgruppe. Es zeigte sich
kein signifikanter Unterschied, p>0,05.

Transgen - Systolischer Druck nach
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Abbildung 4.4.1-4: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
des systolischen Drucks bei den transgenen M&ausen nach einer
Ischamiedauer von 45 Minuten und 30 Minuten Reperfusion. Die Werte

beziehen sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in Prozent,
p>0,05.
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4.4.2 Untersuchung des diastolischen Drucks

Im Gegensatz zum systolischen Druck war bei den nicht-transgenen Mausen (WT) der
diastolische Druck bei der Gruppe mit Ischamie (I/R) wahrend der kompletten
Reperfusion signifikant erhoht, p<0,05. Ab der vierten Minute senkte sich der
diastolische Druck der I/R-Gruppe.

Wildtyp - Diastolischer Druck
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Abbildung 4.4.2-1. Darstellung der Mittelwerte des linksventrikular
diastolischen Drucks bei den Wildtyp-Mausen wahrend der 30-min(tigen
Reperfusion nach einer Ischdmiedauer von 45 Minuten. Die Werte beziehen

sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in Prozent.

In den letzten 26 Minuten der Reperfusion senkte sich der enddiastolische Druck der
WT-Mause, mit der Tendenz, sich an das Druckniveau der Gruppe ohne Ischamie (NXx)
anzugleichen. Bei Versuchsende war der diastolische Druck der I/R-Gruppe signifikant
erhoht, *=p<0,05.
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Wildtyp - Diastolischer Druck nach
45' Ischamie und 30" Reperfusion
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Abbildung 4.4.2-2: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
des diastolischen Drucks bei den Wildtyp-Mausen nach einer
Ischamiedauer von 45 Minuten und 30 Minuten Reperfusion. Die Werte

beziehen sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in Prozent,
*=p<0,05.

Bei den Versuchsherzen der transgenen Mause war der enddiastolische Druck wahrend
der Reperfusion ebenfalls erhéht. Signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe zeigten

sich jedoch nur in den ersten funf Minuten. Der diastolische Druck der I/R-Gruppe glich
sich dem der Nx-Gruppe an.
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Abbildung 4.4.2-3: Darstellung der Mittelwerte des linksventrikul&r

diastolischen Drucks bei den transgenen Mausen wahrend der 30-
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minltigen Reperfusion nach einer Ischamiedauer von 45 Minuten. Die

Werte beziehen sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in
Prozent.

Am Ende der Reperfusion war der diastolische Druck der I/R-Gruppe leicht erhéht,
jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant, p>0,05.
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Abbildung 4.4.2-4: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
des diastolischen Drucks bei den transgenen Mausen nach einer
Ischamiedauer von 45 Minuten und 30 Minuten Reperfusion. Die Werte

beziehen sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in Prozent,
p>0,05.

4.4.3 Untersuchung des ventrikuldr entwickelten Druckanstiegs

Der linksventrikular entwickelte Druck (LVDP) der I/R-Gruppe war wahrend der
gesamten 30 Minuten Reperfusion bei den nicht-transgenen M&ausen erniedrigt. Nach
zehn Minuten Reperfusion zeigte sich dieser sogar signifikant erniedrigt, p<0,05. Der
LVDP wies bei den letzten beiden Messpunkten eine Erholung auf und war im Vergleich
zu den Nx-Versuchsherzen nicht mehr signifikant erniedrigt.
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Abbildung 4.4.3-1. Darstellung der Mittelwerte des linksventrikular
entwickelten Druckanstiegs bei den Wildtyp-Mausen wahrend der 30-
minutigen Reperfusion nach einer Ischdmiedauer von 45 Minuten. Die
Werte beziehen sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in
Prozent.

Nach Beendigung der Reperfusion zeigte sich bei der Ischamie-Gruppe ein erniedrigter

LVDP. Die Veranderung war im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant, p>0,05.

Wildtyp - Linksventrikular entwickelter Druck nach
45' Ischamie und 30" Reperfusion
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Abbildung 4.4.3-2: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
des entwickelten Druckanstiegs bei den Wildtyp-Mausen nach einer

Ischamiedauer von 45 Minuten und 30 Minuten Reperfusion. Die Werte
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beziehen sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in Prozent,
p>0,05.

Bei den transgenen JDP2-Mausen fiel der LVDP wéhrend der Reperfusion auf unter 15
%. Die Erholung setzte nach zwei Minuten ein und war in den ersten finf Minuten
signifikant erniedrigt, p<0,05. Nach 15 Minuten Reperfusion Uberstieg der LVDP der I/R-
Gruppe den der Nx-Gruppe, fiel nach 30 Minuten aber wieder unter den der

Kontrollgruppe.
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Abbildung 4.4.3-3: Darstellung der Mittelwerte des linksventrikul&r
entwickelten Druckanstiegs bei den transgenen Mausen wahrend der 30-
minltigen Reperfusion nach einer Ischdmiedauer von 45 Minuten. Die
Werte beziehen sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in
Prozent.

Nach Ende der 30 Minuten Reperfusion war bei den transgenen Versuchsherzen der

LVDP der I/R-Gruppe leicht erniedrigt. Diese Veranderung war nicht signifikant, p>0,05.
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Transgen - Linksventrikular entwickelter Druck
nach 45' Ischamie und 30' Reperfusion
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Abbildung 4.4.3-4. Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
des entwickelten Druckanstiegs bei den transgenen Mausen nach einer
Ischamiedauer von 45 Minuten und 30 Minuten Reperfusion. Die Werte
beziehen sich auf den normierten entwickelten Ausgangsdruck in Prozent,
p>0,05.

4.5 Veranderung des Transkriptionsmusters

Die Versuchsherzen der Mause aus dem Langendorff-Modell wurden anschlieRend
mittels rt-PCR auf die Genexpression von Arginase 1, Gata4 und Mef2c untersucht. Die
beiden Versuchsgruppen, nicht-transgene (WT) und transgene (TG) JDP2-Méause,

wurden mit einer jeweiligen Kontrolle verglichen, die keiner Ischamie ausgesetzt war.

4.5.1 Expression von Arginase 1
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Abbildung 4.5.1-1: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen

der Arginase 1-Expression bei den Wildtyp-Mausen nach einer Ischamie-
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dauer von 45 Minuten und 30 Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen sich

auf die normierte Expression der Kontrollgruppe in Prozent, *=p<0,05.

Bei den nicht-transgenen Mausen (WT) zeigte sich eine signifikant (p<0,05) erhdhte
Arginase 1-Expression der Ischamie-Gruppe (I/R) gegeniber der Kontrollgruppe (NXx).

Im Vergleich dazu war bei den transgenen JDP2-Mausen (TG) die Arginase 1-
Expression leicht erniedrigt, p>0,05.
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Abbildung 4.5.1-2: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
der Arginase 1-Expression bei den transgenen Mausen nach einer
Ischdmiedauer von 45 Minuten und 30 Minuten Reperfusion. Die Werte

beziehen sich auf die normierte Expression der Kontrollgruppe in Prozent,
p>0,05.

45.2 Expression von Gata4
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Abbildung 4.5.2-1: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen

der Gata4-Expression bei den Wildtyp-Mausen nach einer Ischamiedauer
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von 45 Minuten und 30 Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen sich auf

die normierte Expression der Kontrollgruppe in Prozent, p>0,05.

Bei der Betrachtung der Expression von Gata4 war bei den Wildtyp-Versuchsherzen mit
IschAmiephase eine Erhohung erkennbar. Im Gegensatz dazu war die Gata4-

Expression bei den transgenen Mausen signifikant erniedrigt.

Gata4 (x-Fach)
|_\

TG - Nx TG-1/IR

Abbildung 4.5.2-2: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
der Gata4-Expression bei den transgenen Mausen nach einer
Ischamiedauer von 45 Minuten und 30 Minuten Reperfusion. Die Werte
beziehen sich auf die normierte Expression der Kontrollgruppe in Prozent,
*=p<0,05.

45.3 Expression von Mef2c
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Abbildung 4.5.3-1: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
der Mef2c-Expression bei den Wildtyp-Mausen nach einer Ischdmiedauer

69



von 45 Minuten und 30 Minuten Reperfusion. Die Werte beziehen sich auf

die normierte Expression der Kontrollgruppe in Prozent, *=p<0,05.

Bei den Wildtyp-Mausen zeigte sich bei der I/R-Gruppe ein signifikant (p<0,05) erhdhter
Unterschied der Mef2c-Expression gegenuber der Kontrollgruppe. Bei den transgenen

JDP2-Mausen war die Expression des gleichen Transkriptionsfaktors erniedrigt, p>0,05.

Mef2C (x-Fach)

TG - Nx TG-1/IR

Abbildung 4.5.3-2: Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichungen
der Mef2c-Expression bei den transgenen Mausen nach einer
Ischamiedauer von 45 Minuten und 30 Minuten Reperfusion. Die Werte

beziehen sich auf die normierte Expression der Kontrollgruppe in Prozent,
p>0,05.
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5 Diskussion

5.1 Hauptbefunde

Die Postkonditionierung stellt ein bekanntes und wirksames Manéver dar, um den
Myokardschaden nach einem stattgefundenen Ischamieereignis positiv zu beeinflussen.
Diese Arbeit verfolgt das Ziel, den Einfluss der Ischdmiedauer auf die schitzende

Wirkung der Postkonditionierung zu untersuchen.

Die Beurteilung der Herzfunktionen basieren auf den Messungen im Langendorff-Modell.
Verschiedene Herzparameter wurden bei der nicht-ischamischen Kontrollgruppe (Ktr),
den Versuchsgruppen mit kurzer und langer Ischamiedauer (I/R) sowie Gruppen mit den
jeweils gleichen Ischdmiedauern und zusatzlicher Postkonditionierung (IPoC) ermittelt.
Im Anschluss lieBen sich Beeinflussungen des friilhen Postinfarkt-Remodelings auf

transkriptioneller Ebene in der real-time Polymerase-Kettenreaktion detektieren.
Hauptbefunde:

Es wird bewiesen, dass die Dauer der Ischdmie Einfluss auf die protektive Wirkung der
Postkonditionierung nimmt. Bei kurzen Ischamiedauern von 15 Minuten zeigen sich
Erholungen der Herzfunktionen wahrend der dreistindigen Reperfusionsphase bei den
konditionierten Versuchsherzen. Im Gegensatz dazu kdnnen keine positiven Effekte der
Postkonditionierung bei den Gruppen mit einer langen Ischamiedauer von 60 Minuten

nachgewiesen werden.

Der LVDP, welcher als Malf3 fur die kardiale Erholung angesehen werden kann, war bei
der Gruppe mit kurzer Ischamiedauer ohne Postkonditionierung signifikant erniedrigt,
wahrend die konditionierte Gruppe mit der gleichen Ischamiedauer einen nahezu
unveranderten LVDP wie die Kontrollgruppe entwickeln konnte (Abbildung 4.1.3.1-2).
Das Frequenz-Druck-Produkt (RPP), welches das kardiale Arbeitsvermégen und den
Energiebedarf wiederspiegelt, war bei den ischamischen Versuchsherzen ebenfalls
signifikant erniedrigt. Die postkonditionierten Versuchsherzen zeigten dagegen einen
nahezu unverandert gleichen RPP-Wert (Abbildung 4.1.4.1-2). Auch bei der Betrachtung
des LVeDP, welcher als Mal3 fur den irreversiblen Myokardschaden dient, war bei den
Versuchsherzen mit kurzer Ischdmiedauer ein Unterschied festzustellen. Die nicht-
konditionierte Versuchsgruppe zeigte eine Erhéhung des LVeDP. Diese war zwar nicht
signifikant, aber im Gegensatz dazu entwickelte die konditionierte Gruppe einen
ahnlichen diastolischen Druck wie die nicht-ischamische Kontrollgruppe (Abbildung
4.1.2.1-3). All diese Ergebnisse bekraftigen die These der kardioprotektiven Wirkung der
Postkonditionierung (Zhao et al., 2003).
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Im Gegensatz dazu konnte sich der positive Einfluss der Postkonditionierung bei den
Gruppen mit einer langen Ischamiephase von 60 Minuten in den Herzfunktionen nicht
behaupten. Die Ergebnisse zeigen, dass der Myokardschaden nach 60 Minuten so
ausgepragt sein muss, dass positive Effekte auf die Erholung des Herzmuskels
ausbleiben. Der LVDP (Abbildung 4.1.3.2-2) und das RPP (Abbildung 4.1.4.2-2) waren
sowohl bei den konditionierten als auch nicht konditionierten Versuchsherzen signifikant
erniedrigt. Passend dazu war der LVeDP jeweils signifikant erhtht (Abbildung 4.1.2.2-
3). Die Herzrate veranderte sich unabh&ngig von der Ischdmiedauer oder dem Einfluss
der Postkonditionierung nicht (Abbildung 4.1.1.1-2 und Abbildung 4.1.1.2-2). Das
Verhaltnis von Herzgewicht zu Kérpergewicht, als Zeichen der Odembildung, zeigte
indes signifikante Erhéhungen bei den Versuchsgruppen mit einer langen
Ischamiedauer, im Gegensatz zu denen mit einer kurzen (Abbildung 4.1.5-1). Die

Postkonditionierung hatte dabei keine Auswirkungen.

Im Anschluss an die Messungen im Langendorff-Modell wurden in dieser Arbeit
Beeinflussungen des Expressionsverhalten von verschiedenen Transkriptionsfaktoren

und Enzymen mit Hilfe der real-time Polymerase-Kettenreaktion detektiert.

5.2 Beeinflussung des Expressionsverhaltens von Mef2c

Mef2c ist ein Transkriptionsfaktor, der dafir bekannt ist, eine entscheidende Rolle bei
der Kardiogenese einzunehmen. Er gehdrt zur Familie der MADS-
Transkriptionsfaktoren, welche nach ihren erstentdeckten Komponenten MCM1 (Hefe),

Agamous und Deficiens (Pflanzen) und Serum respose-Gen (Mensch) benannt wurden.

Saugetiere exprimieren vier Versionen Mef2a, Mef2b, Mef2c und Mef2d. Der N-
Terminus der Mef2-Proteine ist mit der MADS-Domane stark konserviert und besteht
aus 57 Aminosauren. Der C-terminale Bereich unterscheidet sich dagegen bei den vier
Mef2-Mitgliedern und besteht aus 29 Aminosauren (Black & Olson, 1998). Zusammen
haben der MADS- und Mef2-Komplex eine grol3e Bedeutung bei der Bindung an AT-
reichen Zielsequenzen der DNA. Mef2 wird dabei sowohl in embryologischen als auch
in erwachsenen Geweben exprimiert und kommt in verschiedenen Zelltypen vor. Mef2c
als ein Mitglied der Mef2-Familie wird wahrend der Kardiogenese bereits in den

Vorlauferzellen des Herzschlauchs exprimiert und nimmt dort eine wichtige Rolle ein.

Lin et al. konnten 1997 an Knockout-Mausen zeigen, dass die Schleifendrehung des
anterioren Aortenbereiches ohne Mef2c-Expression ausbleibt. Dieses ,looping“ ist die

Grundlage fur die Entwicklung des rechten Ventrikels. Die Deletion von Mef2c aus dem
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Erbgut der Mause fuhrt somit zum Absterben des Embryos nach wenigen Tagen
aufgrund der letalen Herzentwicklung (Lin, 1997). In der Literatur wird, neben der Rolle
in der friihen Entwicklung, auch ein Einfluss von Mef2c in der Zellregulierung von adulten
Geweben fur mdglich gehalten. Dies impliziert den Einfluss der Mef2-Proteine bei der
Apoptose, der Proliferation, der Differenzierung und dem Zelliberleben. Der
Transkriptionsfaktor ist bei Regulierungen der Expressionen einer Reihe von kardialen
Struktur- und kontraktilen Proteinen beteiligt (Potthoff & Olson, 2007).

In Rahmen der Versuche zu dieser Arbeit konnte ein verandertes Expressionsverhalten
von Mef2c bei den verschiedenen Versuchsgruppen detektiert werden (Abbildung 4.2.1-
1). Eine vermehrte Expression fand sich dabei bei den Gruppen, welche eine
Postkonditionierung erhielten. Die Dauer der vorangegangenen Ischamie hatte dabei
keine Auswirkungen auf das Expressionsverhalten. Die Mef2c-Expressionen waren
sowohl nach einer kurzen als auch nach einer langen Ischdmiedauer bei den Herzen mit
Postkonditionierung jeweils signifikant erhoht. Eine Hochregulierung der Mef2c-

Expression bei den nicht konditionierten Versuchsherzen blieb dagegen aus.

In der Literatur findet sich nur wenig Uber das Expressionsverhalten von Mef2. Cripps et
al. beschrieben jedoch einen positiven Feedback-Mechanismus der Mef2-Expression an
Taufliegen. Demnach fuhrt die Aktivitat von Mef2 zu einer vermehrten Mef2-Expression
(Cripps, Lovato, & Olson, 2004). Fiur diese Aktivierung sind zwei Signalwege bekannt.
Die extracellular-signal regulated kinase 5 (ERKS5) ist eine mitogen-activated protein-
Kinase (MAP), die durch die Phosphorylierung der transkriptionsaktivierenden Doméane
von Mef2 deren Aktivitat steigert (Yang, Ornatsky, McDermott, Cruz, & Prody, 1998).
ERK5 besitzt neben einer ahnlichen Struktur auch vergleichbare funktionelle
Eigenschaften wie ERK1/2 (Nishimoto & Nishida, 2006). ERK1/2 gilt als ein Signalweg
der Postkonditionierung (Vinten-Johansen et al., 2005) und kdnnte daher eine mogliche
Erklarung fur die vermehrte Aktivitdt und somit Expression von Mef2c darstellen. Dartber
hinaus kann ERKS5 als ein weiterer Signalweg der Postkonditionierung in Frage kommen.
Neben dem ERKS5-Signalweg zur Aktivierung von Mef2 ist zudem eine Calcium-
abhangige Aktivierung von Mef2 beschrieben. Calcium-abhangige Kinasen, wie die
Proteinkinase D und die Calcium-Calmodulin-abhangige Proteinkinase (CaMKs),
phosphorylieren Histon-Deacetyllasen der Klasse 1l (HDAC), wodurch deren
Dissoziation von Mef2 gefordert wird, sodass der Transkriptionsfaktor wieder an seine
Zielgene binden kann. Wenn Mef2 durch eine hohe Calciumkonzentration aktiviert und
somit die Expression gefordert werden soll, stellt sich die Frage, warum das
Expressionsverhalten nicht bei den ischdmischen Versuchsgruppen ohne
Postkonditionierung erhoht ist, da in diesen Zellen hohe Calciumkonzentrationen zu
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erwarten sind. Uber die Rolle von Mef2c wahrend des Remodelings ist bisher wenig
bekannt. Es ist aber durchaus mdglich, dass Mef2c das friihe Postinfarkt-Remodeling

beeinflussen kann.

5.3 Beeinflussung des Expressionsverhaltens von Gata4

Die Transkriptionsfaktoren der Gata-Familie zahlen zu den Zinkfingerproteinen, welche
charakteristisch ein Zinkion in der Polypeptidkette enthalten und sich so an DNA oder
RNA spezifisch binden kénnen. Die Gata-Familie erkennt die DNA-Sequenz ,GATA® und
kann durch Bindung an die passenden Promoter diese aktivieren. Gata4, welches auf
Chromosom 8p23.1-p22 lokalisiert ist, ist ein Mitglied der Gata-Familie und greift durch
Aktivierung der Transkription von bestimmten Genbereichen regulatorisch in biologische

Funktionen ein.

Erstmalig entdeckt wurde es als ein wichtiger Regulator fir die Kardiogenese (Kelley,
Blumberg, Zon, & Evans, 1993). Es ist beteiligt an der Anlage des Herzschlauchs sowie
der Reifung und Septierung des Herzens (Bruneau, 2002). Sowohl in den Vorhdfen als
auch in den Kammern konnte die Expression von Gata4 bei der Herzentwicklung
nachgewiesen werden. In adulten Kardiomyozyten wird Gata4 ebenfalls exprimiert und
ist an der Aktivierung weiterer Promoter beteiligt. Dadurch kann der Transkriptionsfaktor

auch bei Belastungen oder Stress regulatorisch in die Zellantwort eingreifen.

Ein beschriebener Effekt ist die Beteiligung an der Entwicklung der Herzhypertrophie.
An Gata4-transgenen Mausen konnte ein signifikantes Herzwachstum nachgewiesen
werden, was eine Assoziation von Gata4 mit dem Prozess der Hypertrophie vermuten
lasst (Liang et al., 2001). Gata4 ist zudem an der Regulierung von antiapoptotischen
Signalwegen beteiligt. Kobayashi et al. zeigten, dass Gata4 die Genexpression des
antiapoptotischen Regulatorproteins Bcl-2 positiv beeinflusst (Kobayashi, 2006). Des
Weiteren ist der Transkriptionsfaktor ebenfalls an dem Calcineurin/Endothelin-1

vermittelten antiapoptotischen Signalweg beteiligt (Kakita et al., 2001).

Da Gata4 auf Belastungen mit einer verénderten Aktivitat reagiert und zudem Einfluss
auf das Zelluberleben nimmt, war auch ein verandertes Expressionsverhalten in dieser
Arbeit zu erwarten. Die Ergebnisse zeigen, dass die postkonditionierten
Versuchsherzen, unabhangig von der Dauer der Ischamie, signifikant verminderte
Expressionen von Gata4 aufweisen (Abbildung 4.2.2-1). Die Gruppen, welche lediglich
die IschAmie und Reperfusion durchliefen, zeigten kein erniedrigtes, sondern ein

ahnliches Expressionsverhalten wie die Kontrollgruppe.
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Die Gata4-Expression konnte dadurch erklart werden, dass durch die
Postkonditionierung eine verminderte Expression resultiert, die der Hypertrophie-
Entwicklung und der Apoptose entgegenwirken konnte. Allerdings stehen diese Daten
im Widerspruch zu einer Arbeit von Suzuki et al, die ein vermindertes
Expressionsverhalten von Gatad4 bei Rattenherzen zeigten, welche eine 30-minltige
Ischamie und anschlieBend zwei Stunden Reperfusion durchliefen. Im gleichen Versuch
erhielt eine weitere Versuchsgruppe eine Prakonditionierung. Vier Zyklen von
wechselnder 5-mindtiger Ischamie, gefolgt von 10-minttiger Reperfusion, flihrte zu einer
vermehrten Expression von Gata4 (Suzuki, Nagase, Day, & Das, 2004). Eine mégliche
Erklarung konnte sein, dass der Signalweg zur Aktivierung von Gatad bei der
Préakonditionierung ein anderer ist als bei der Postkonditionierung. Bei einem weiteren
Versuch von Suzuki et al. fuhrte die Anwesenheit von NO zu einer verminderten Gata-
Aktivitat und Gata4-Expression (Suzuki et al., 2004). Dies kénnte ein Hinweis sein, dass
durch die Postkonditionierung NO entsteht, welcher zu einer verminderten Gata4-

Expression bei den postkonditionierten Herzen fuhren kann.

5.4 Beeinflussung des Expressionsverhaltens von BNP

Das B-Typ Natriuretische Peptid (BNP) wurde erstmals 1988 von Sudoh et al. im Gehirn
von Schweinen entdeckt und tragt daher auch den Namen ,brian natriuretic peptid®
(Sudoh, Kangawa, Minamino, & Matsuo, 1988). Es besitzt eine dhnliche Struktur wie das
Atriale Natriuretische Peptid (ANP), auf welches de Bold bereits 1981 in einem Extrakt
aus Herzvorhofgewebe von Ratten aufmerksam wurde und wenig spéter auch

extrahieren konnte (de Bold, Borenstein, Veress, & Sonnenberg, 1981).

Wahrend ANP vorrangig in den Herzvorhofen gebildet wird, findet die Synthese von BNP
hauptséachlich in den Kardiomyozyten des Ventrikelmyokards statt (Yasue et al., 1994).
Der starkste Stimulus fur die BNP-Synthese ist die Dehnung des Myokards und dessen
Kardiomyozyten. Daneben fihrt auch eine neurohumorale Aktivierung und Hypoxie zu
einer Stimulation der Sekretion von BNP (Hall, 2005). Das Peptid fuhrt zu einer Reihe
von biologischen Effekten, die die Herzarbeit erleichtern. Neben der Forderung der
Diurese durch Anregung der Natriurese, wirkt BNP durch Relaxation der
GefalBmuskulatur  vasodilatierend. BNP bindet an dem A-Rezeptor der
membranstandigen Guanylatzyklase und aktiviert so die Bildung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP), was zu einer Abnahme der intrazellularen
Calciumkonzentration fuhrt (Kuhn, 2004). Konsekutiv fiihrt dies zur Relaxation der

glatten GefalBmuskulatur und somit zur Senkung der Herzvorlast und -nachlast.
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In einer Arbeit von Burley und Baxter konnte gezeigt werden, dass BNP eine schiitzende
Wirkung gegen den Reperfusionsschaden nach einer Ischamie induzieren kann. Durch
die Beteiligung an der Offnung des ATP-abhangigen Kaliumkanals und an der
endogenen Aktivierung von NO-Synthasen ist BNP maf3geblich in die Kardioprotektion
involviert (Burley & Baxter, 2007). Breivik et al. konnten bereits eine vermehrte BNP-
Expression bei postkonditionierten Herzen gegeniber ischamischen Kontrollen
feststellen (Breivik et al., 2015).

Den Ergebnissen ist zu entnehmen, dass es auch in der hier vorliegenden Studie zu
einer vermehrten BNP-Expression bei den konditionierten Versuchsherzen kam
(Abbildung 4.2.3-1). Bei der IPoC-Gruppe mit den kurzen Ischamiedauern zeigte sich
ein signifikant vermehrtes Expressionsverhalten. Dieses war zwar auch bei den
konditionierten Herzen mit der langen Ischamiedauer erhdht, allerdings nicht signifikant.
Im Langendorff-Modell erfuhr die IPoC-Gruppe mit kurzer Ischdmiedauer als einzige
eine signifikante Erholung nach der Ischdmiebelastung. Somit korrelieren die positiven
Effekte der Postkonditionierung mit der BNP-Expression und zeigen, dass die Dauer der

Ischamie Einfluss auf die protektive Wirkung der Postkonditionierung nimmit.

5.5 Beeinflussung des Expressionsverhaltens von Serca2a

Die sarkoendoplasmatische Retikulum Caz2+-ATPase (Serca) ist fir den intakten
Calciumhaushalt und somit flr eine normale Zellfunktion der Kardiomyozyten
unverzichtbar. Es sind drei Isoformen, Sercal bis -3, bekannt, welche auf drei
unterschiedlichen Genen codiert werden. Durch verschiedenartiges ,, Splicing” entstehen

insgesamt mehr als zehn Subtypen, deren Vorkommen gewebespezifisch ist.

In den Herzmuskelzellen wird primar die Isoform Serca2a exprimiert (Stammers et al.,
2015). Serca2a befindet sich in der Membran des sarkoendoplasmatischen Retikulums
(SR), welches in der Zelle wichtige Funktionen wie die Calcium-Freisetzung,
-Wiederaufnahme und -Speicherung erflllt. Flr die Relaxation nach der Kontraktion ist
das Absenken der intrazellularen Calciumkonzentration eine Grundvorausetzung. Unter
Energieverbrauch von ATP pumpt Serca2a die Caz+-lonen aktiv gegen einen
Konzentrationsgradienten zuriick in das SR und ist so an der Regulierung der
Calciumkonzentrationen sowie an dem Kontraktions- und Relaxations-Zyklus der Zelle

beteiligt.

In der vorliegenden Studie konnte eine vermehrte Expression der kardioprotektiven

Serca2a bei den postkonditionierten Versuchsherzen detektiert werden (Abbildung
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4.2.4-1). Allerdings wiesen nur die konditionierten Herzen mit einer kurzen
Ischamiedauer eine signifikant vermehrte Expression auf. Diese Gruppe zeigte auch als
einzige im Langendorff-Modell eine Erholung des LVDP. Bei der gleichen Ischamiedauer
ohne Postkonditionierung zeigte sich dagegen eine verminderte Serca2a-Expression
und keine Erholung des LVDPs. Diese Ergebnisse sprechen, wie in der Literatur
beschrieben, fir eine verbesserte Kontraktilitdt der Kardiomyozyten bei erhohter

Serca2a-Expression.

In einer Studie am isolierten Herzen untersuchten Baker et al. die Effekte von Serca2a
auf die Kontraktilitat. An transgenen Mausen mit einer Uberexpression von Serca2a
konnte eine erhdhte Kontraktionsleistung nachgewiesen werden. Dabei zeichneten sich
die transgenen Mause durch einen erhdhten entwickelten Kontraktionsdruck und eine
verbesserte Relaxation aufgrund eines erhdhten Calciumtransports aus (Baker et al.,
1998). Ein verbesserter Calciumtransport durch eine Serca2a-Uberexpression fiihrte
auch bei Del Monte et al. in einem Ischamie-/Reperfusions-Versuch zu einer
verbesserten kontraktilen Funktion und reduzierte zudem das Auftreten von Arrhythmien
(del Monte et al., 2004).

Der positive Effekt der Postkonditionierung in dieser Studie kann durch einen
verbesserten Calciumtransport mit konsekutiv verbesserter Kontraktilitat erklart werden.
Durch eine Angleichung an normale Calciumkonzentrationen im Zytosol kdnnte zudem
der Reperfusionsschaden durch erhohte Calciumkonzentrationen mit Folge einer
Hyperkontraktur minimiert werden (Piper, Abdallah, & Schéfer, 2004). Nach langen
Ischamiedauern blieb der schiitzende Effekt allerdings aus. Sowohl bei der IPoC- als
auch bei der I/R-Versuchsgruppe trat nach 60 Minuten Ischamie keine Erholung des
LVDPs auf. Zwar war auch hier bei der konditionierten Gruppe eine vermehrte Serca2a-
Expression zu erkennen, diese war jedoch nicht signifikant. Zu der schiitzenden Wirkung
der Postkonditionierung kann, den Ergebnissen nach, eine vermehrte Serca2a-
Expression beitragen, welche allerdings von der Ischamiedauer abhdngig und nur bei

der kurzen Ischamiedauer wirksam ist.

5.6 Beeinflussung des Expressionsverhaltens von Arginase 1

Das Enzym Arginase 1 katalysiert im Harnstoffzyklus die Spaltung der Aminoséaure L-
Arginin zu Harnstoff und Ornithin. Dabei konkurriert es mit Stickstoffmonoxid (NO)-
Synthasen um das proteinogene Substrat (Schliter, Schulz, & Schreckenberg, 2015).
NO-Synthasen kommen in verschiedenen Zellarten vor und bilden den

vasodilatatierenden Botenstoff NO (Durante, Johnson, & Johnson, 2007).
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Bereits 1980 forschten Furchgott et al. an dem ,endothelium derived relaxation factor*
(EDRF) (Furchgott & Zawadzki, 1980), welcher sieben Jahre spater als NO identifiziert
werden konnte (Ignarro, Buga, Wood, Byrns, & Chaudhuri, 1987). Die endotheliale NO-
Synthase (eNOS) stellt eine von drei Isoformen dar. In den Endothelzellen der Gefalie
bildet sie NO und bewirkt Gber den Signalweg von cGMP eine Relaxation der
GefalRmuskelzellen, wodurch es zur Vasodilatation kommt. NO greift so regulatorisch
auf den GefaRRtonus und Blutdruck ein. Neben der herzentlastenden Senkung der Vorlast
und Nachlast verbessert NO auch die Blutversorgung des Myokards durch Dilatation der
KoronargefalRe. NO besitzt zudem weitere kardioprotektive Eigenschaften. Zu diesen
gehdren die Inhibition der Thrombozytenaggregation und Leukozytenadhasion sowie die
Pravention von unkontrollierter Proliferation an glatten GefaBmuskelzellen (Naseem,
2005). Aufgrund der Konkurrenzsituation um Arginin ist Arginase 1 an der Regulierung
der NO-Produktion beteiligt. Eine vermehrte Arginase 1-Aktivitat fihrt demnach zu einer
verminderten Verfugbarkeit der Aminosaure fir NO-Synthasen. Sowohl die schwéchere
Wirkung des NO/cGMP-Signalwegs als auch der induzierte Polyamin-Metabolismus

fihren zu einer schlechteren Erholung der Herzfunktionen (Schluter et al., 2015).

In einer Studie an Mausen suchten Harpster et al. nach transkriptionellen Anpassungen
in einem Ischdmieversuch. Dabei konnten sie eine Erh6hung der Arginase 1-Expression
zu einem friihen Zeitpunkt beobachten (Harpster et al., 2006). Dieses Ergebnis liel3 sich
auch in der vorliegenden Studie nachweisen (Abbildung 4.2.5-1). Bei den
Versuchsgruppen mit Ischamie kam es zu einem gesteigerten Expressionsverhalten
gegenuber der Kontrollgruppe. Zwar waren die Ergebnisse nicht signifikant, dennoch
zeigte sich eine Erh6hung, die sich mit zunehmender Ischamiedauer steigerte. Die
Arginase 1-Expression der postkonditionierten Herzen zeigte dagegen nach der kurzen

Ischamiedauer eine signifikante Erniedrigung.

Diese transkriptionellen Adaptionen passen auch, neben den Ergebnissen im
Langendorff-Modell, bei der sich eine Erholung der Herzfunktionen durch
Postkonditionierung nach kurzen Ischamiedauern einstellte, zu den bisherigen
Erkenntnissen in der Literatur. Jung et al. zeigten an Ratten, welche 30 Minuten Ischamie
und zwei Stunden Reperfusion ausgesetzt waren, dass eine Inhibition der Arginase
kardioprotektiv wirkt. Sie begriindeten dies durch die Verschiebung des Arginin-
Verbrauchs zugunsten von NO-Synthasen (Jung, Gonon, Sjoquist, Lundberg, & Pernow,
2010). Des Weiteren passen diese Ergebnisse zu einer alteren Versuchsreihe mit
Mausen mit einer JDP2-Uberexpression. Diese fiihrt zu einer Inhibition des
Transkriptionsfaktors Aktivator Protein-1 (AP1) (Hill et al., 2013), welcher an der
Regulierung der Arginase-Expression beteiligtist (Zhu et al., 2010). In der Versuchsreihe
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durchliefen sowohl Wildtyp-Méause (WT) als auch transgene JDP2-Mause (TG) 45
Minuten Ischamie und anschlieBend 30 Minuten Reperfusion. Wahrend es bei den
Wildtypmausen zu einer signifikant vermehrten Expression von Arginase 1 kam
(Abbildung 4.5.1-1), zeigten die transgenen Mause Kkein veréndertes
Expressionsverhalten der Arginase 1 (Abbildung 4.5.1-2). Diese Anpassungen spiegeln
sich auch im Langendorff-Modell wieder. Darin zeigten die WT-Mause nach der
Reperfusion einen erhodhten Pdia (Abbildung 4.4.2-2), welcher als Maf3 fir den
irreversiblen Schaden am Myokard betrachtet werden kann. Bei den TG-M&usen waren
weder der Pdia (Abbildung 4.4.2-4) noch die Arginase 1-Expression erhoht. Bedingt durch
die JDP2-Uberexpression wurden die Kardiomyozyten vor Hypertrophie und Apoptose

geschutzt.

Eine neue Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass die Postkonditionierung zu einer
verminderten Arginase 1-Expression fuhrt, was die Produktivitdt der NO-Synthasen
steigert. Allerdings zeigte sich dieser Effekt nur nach kurzen Ischamiedauern und blieb

nach langen Ischamiedauern trotz Postkonditionierung aus.
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6 Zusammenfassung

Ziel bei ischamischen Herzereignissen ist es, den Myokardschaden gering zu halten, um
die Leistungsfahigkeit des Herzens und somit die Lebensqualitdt der Patienten zu
erhalten. Ein wirksames Verfahren ist die ischamische Postkonditionierung des Herzens.
In der vorgelegten Arbeit wurde untersucht, ob die Dauer der Isch&mie Einfluss auf die
protektive Wirkung der Postkonditionierung hat. Im Langendorff-Modell konnte an
Rattenherzen gezeigt werden, dass bei Ischamiedauern von 15 Minuten und
anschliel3ender Reperfusion von drei Stunden die Postkonditionierung eine schitzende
Wirkung auf die Kardiomyozyten besitzt. Gezeigt werden konnte dies durch
Untersuchungen der Herzfunktionen wie dem LVDP, dem RPP und dem LVeDP. Die
positiven Effekte der Konditionierung konnten bei Ischamiedauern von 60 Minuten nicht

mehr nachgewiesen werden.

Neben den Herzfunktionen wurde auch das Expressionsverhalten untersucht. Bei den
Versuchsherzen mit 15-minutiger Ischamiedauer und Postkonditionierung, bei denen
sich eine Erholung zeigte, kam es zu einem erhdhten Expressionsverhalten von BNP
und Serca2a sowie einem verminderten von Arginase 1. Diese Veradnderungen der
Genexpression konnten bei den Versuchsherzen mit 60-minutiger Ischamiedauer und
Postkonditionierung nicht gezeigt werden. Diese Herzen wiesen auch keine Erholung
der Herzfunktionen auf. Unabhangig von der Ischdmiedauer zeigte sich bei den
Versuchsherzen mit Postkonditionierung ein erhdhtes Expressionsverhalten von Mef2c

und ein vermindertes bei Gata4, jeweils gegentiber den Herzen ohne Konditionierung.
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7 Summary

The aim of ischemic cardiac events is to keep the myocardial damage low in order to
preserve the capability of the heart and with that the patient’s quality of life. An effective
method for that is the ischemic post conditioning of the heart. With the presented work it
was investigated whether the period of the ischemia has an influence on the protective
effect of the post conditioning. In the Langendorff model with hearts of rats it could be
demonstrated that the period of ischemia of 15 minutes duration plus following
reperfusion of three hours, post conditioning provides a saving effect for the
cardiomyocytes. This could be demonstrated through investigations of the heart
functions as LVDP, the RPP und the LVeDP. These positive effects of the conditioning

could not be proved on ischemia of 60 minutes duration.

In addition to the heart functions also the expression behaviour was investigated. At the
heart experiments with 15 minute ischemic duration and post conditioning — in which a
recovery could be noticed — we could see an increased expression behaviour of BNP
and Serca2a as well as a decreased one of Arginase 1. These changes of gene
expression could not be shown at heart experiments with 60 minutes duration ischemia
and post conditioning. These hearts did not show any recovery of the heart functions.
Regardless of the duration of the ischemia, an increased expression behaviour of Mef2c
and a reduced one at Gata4 could be shown on those heart functions with post

conditioning compared to hearts without conditioning.
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8 Verzeichnis der Abklrzungen
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