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1 Einleitung

1.1 Fragestellung

Kardiovaskuldre Erkrankungen gelten in westlichen Nationen heutzutage als eine der
haufigsten Todesursachen. Aus diesem Grund kommt der Forschung zu diesem Thema ein
hoher Stellenwert zu. Das Interesse richtet sich dabei besonders auf den Verlauf von
Myokardinfarkten und die dadurch entstehenden Schaden flr das Herz und den gesamten
Organismus. Der Herzinfarkt zeichnet sich durch eine Unterbrechung der Blutzufuhr und
dadurch bedingten Sauerstoff- und Energiemangel des Herzgewebes aus. In der klinischen
Humanmedizin kann durch interventionelle Verfahren ein kurzzeitiger GeféaRverschluss
rekanalisiert und damit eine Reperfusion des zuvor ischamischen Gewebes erreicht werden.
Es wurde gezeigt, dass im Moment der Reperfusion, in dem die Zellen wieder mit Sauerstoff
und Glukose versorgt werden, zusatzliche Schaden entstehen kdnnen (Maxwell und Lip
1997). Zur Erklarung dieses Reperfusionsschadens existieren in der wissenschaftlichen
Literatur zwei unterschiedliche Hypothesen. Nach der einen Theorie kommt es wéhrend der
Reperfusion zu einer fortgesetzten Zellschadigung, die schon wahrend der Ischdmie begonnen
hat. Dabei wird der Standpunkt vertreten, dass ein eigenstandiger Reperfusionsschaden, der
eine irreversible Schadigung der Zellen zur Folge hat, nicht existiert (Matsumura et al. 1998).
Die andere Hypothese besagt, dass durch metabolische Verdnderungen wahrend der
Reperfusion irreversible zelluldre Schaden entstehen, die wahrend der vorangegangenen
Ischdmie noch nicht vorhanden waren und deshalb als eigenstandige Reperfusionsschaden

angesehen werden missen (Hearse 1977, Vanden Hoek et al. 2003).

Die Schaden der Myokardzellen nehmen nach der Hypothese eines eigenstandigen
Reperfusionsschadens erst in der Phase der Reperfusion ihr volles Ausmal? in Form von
Zellkontraktur und Nekrose an. Als Ausloser des Geschehens werden die pH-Wert-Anderung
zu Beginn der Reperfusion, die Wiederversorgung mit Sauerstoff und Energie und auflerdem
die Normalisierung der extrazellularen Osmolalitdt gesehen. Im Zusammenspiel bewirken
diese Faktoren intrazellulare Ca®*-Uberladung, Zellkontraktur und -schwellung, die zusatzlich
zu den Schéden der Ischamie entstehen (Piper et al. 1998). Diese Schaden flihren bei
Kardiomyozyten zu einer Zellnekrose mit dem besonderen morphologischen Merkmal von
s0g. contraction bands, in der Myofibrillen teilweise extrem kontrahiert und teilweise zerstort



sind (Piper et al. 1998, Yellon und Hausenloy 2007). Es ist bekannt, dass sich durch
Applikation verschiedener Substanzen mit Beginn der Reperfusion eine schiitzende Wirkung
auf das Myokard gegen Zellschaden und Nekrose erzielen lasst (Hausenloy und Yellon 2004),

was die Theorie der eigenstdndigen Reperfusionsschaden bestétigt.

Da Kardiomyozyten den Hauptbestandteil des Herzens darstellen, richteten sich Studien
bisher Uberwiegend auf diesen Zelltyp. In Herzmuskelzellen findet in der Ischdmie ein
intrazellularer Ca®*-Anstieg statt. Dieser Anstieg verstarkt sich zusétzlich im Verlauf der
Reperfusion (Allshire et al. 1987). In vaskularen glatten Muskelzellen (VSMC) wurde nach
Ischamie-/Reperfusionsexperimenten  (I/R) ebenfalls ein intrazellularer Ca®*-Anstieg
beobachtet (Dignan et al. 1992, Szadujkis-Szadurska et al. 2010). Daruber hinaus wurde
festgestellt, dass es auch in Endothelzellen des Herzens wie in Kardiomyozyten mit Beginn
der Ischamiephase zu einem Anstieg des zytosolischen Ca®* kommt, der sich in der
Reperfusion noch verstarkt (Ladilov et al. 2000, Peters und Piper 2007). Ein anhaltender
zytosolischer Ca®*-Anstieg wird allgemein als wichtiger Faktor hinsichtlich der Aktivierung
von strukturschadigenden Mechanismen in der Zelle betrachtet (Curry 1992, Furchgott und
Vanhouette 1993). In Endothelzellen I6st ein zytosolischer Ca®*-Anstieg durch Aktivierung
des kontraktilen Apparates z. B. die Bildung von interzelluldren Liicken aus (Noll et al. 1995,
Schafer et al. 2003). Eine Zunahme der Permeabilitat fihrt daraufhin in betroffenen Organen
zu schadlicher Odembildung (Watanabe et al. 1991, Garcia-Dorado et al. 1992). Ein typischer
Verlauf der Ca®*-Kinetik von koronaren mikrovaskularen Endothelzellen in I/R-Experimenten
istin Abb. 1.2. (S. 5) dargestellt.

Die Erkenntnis, dass Endothelzellen eine eigene Rolle bei der Entstehung von Organschaden
unter I/R-Bedingungen spielen, hat dazu gefuhrt, dass sich die Forschung auch auf diesen
Zelltyp ausgeweitet hat. GroBes Interesse richtet sich dabei auf den zytosolischen Ca?*-
Anstieg der Endothelzellen wahrend Ischdmie und Reperfusion. Die Ursache des Ca®'-
Anstieges in Endothelzellen wéhrend der Ischdmiephase ist initial eine IPs-gesteuerte
Freisetzung von Ca?* aus intrazellularen Speichern, die den folgenden Ca?*-Einstrom aus dem
Extrazellularraum triggert (Schafer et al. 2001). Der intrazellulare Ca®*-Anstieg wird dabei
zunachst urséchlich durch Energiemangel und anschliefend hauptsachlich durch den
niedrigen pH-Wert wahrend der Ischdmie bewirkt (Noll et al. 1995, Ladilov et al. 2000,
Schéfer et al. 2001).



Besonderes Interesse richtet sich nun allerdings auf die postischdmische Reperfusion, in der
sich der zytosolische Ca?*-Anstieg noch verstarkt, was vermutlich eine Ursache fiir den
eigentlichen Reperfusionsschaden darstellt. Auch in der Reperfusion wird in Endothelzellen
eine initiale Ausschiittung von Ca®** aus dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) Uber
Inositoltrisphosphat-gesteuerte Kanale beschrieben. Daraufhin strémt Ca®* von extrazellular
uber sog. store-operated channels (SOC) in die Endothelzellen (Peters und Piper 2007). Die
Phospholipase C (PLC) wird dabei als initialer Trigger der intrazellularen Ca®*-Ausschiittung
gesehen (Peters und Piper 2007). Die aktivierte PLC bewirkt die Hydrolyse von
Phosphatidylinositol-Bisphosphat (PIP,), wobei die Botenstoffe Diacylglycerol (DAG) und
Inositol-Trisphosphat (IP3) entstehen. IP; bindet an Rezeptoren des ER und l6st somit die
initiale Ca®*-Ausschiittung in das Zytosol aus (Ferris und Snyder 1992). Im Gegensatz zur
Ischamie spielt der pH-Wert fir die intrazellulare Ca®*-Ausschiittung der Endothelzellen in
der Reperfusion nur eine untergeordnete Rolle (Ladilov et al. 2000). Bisher war noch nicht
hinreichend geklart, weshalb die PLC in Endothelzellen wahrend der Reperfusion aktiviert
wird. Aus der Literatur ist allerdings bekannt, dass die PLC durch ROS (reaktive
Sauerstoffspezies) aktiviert werden kann (Lum und Roebuck 2001, Hong et al. 2006, Sato et
al. 2009). Es wurde obendrein gezeigt, dass in der Reperfusion tatsachlich Radikale generiert
werden (Hashimoto et al. 1994). Daher besteht die Mdoglichkeit, dass reaktive
Sauerstoffspezies, die in der Reperfusion in den Endothelzellen entstehen, durch Aktivierung
der PLC Einfluss auf die zellularen Signalwege haben und somit ein Ausléser fur den
intrazellularen Ca®*-Anstieg sind. Als zellulare Quellen fiir Radikalentstehung werden
hauptséchlich die Atmungskette der Mitochondrien, die NADPH-Oxidase und die Xanthin-
Oxidase diskutiert (Arroyo et al. 1990, Hashimoto 1994, Hohler et al. 2000, Sohn et al. 2003).

Ziel dieser Arbeit war es deshalb zu untersuchen:

- ob ROS in der postischamischen Reperfusion koronarer mikrovaskularer

Endothelzellen generiert werden,

- ob es einen Hinweis auf den Entstehungsort von ROS innerhalb der Endothelzelle
gibt,



- wie sich das mitochondriale Membranpotential und der ATP-Gehalt der
Endothelzellen im Verlauf der Reperfusion verhalten, um den Einfluss entstandener

Sauerstoffradikale auf wichtige zelluldre Funktionen zu untersuchen,
- ob es eine Beteiligung von Radikalen an der PLCy-Aktivierung in der Reperfusion
gibt und ob die Entstehung von ROS zu einer intrazelluldren Ca**-Uberladung der

Endothelzellen fihrt,

- ob es eine Beteiligung von src-Kinasen an der PLCy-Aktivierung und der

intrazellularen Ca**-Ausschiittung gibt und

- ob sich durch Hemmung der Radikalentstehung ein Effekt auf die interzelluldre

Lickenbildung in der Reperfusion erzielen lasst.

Endothelzelle

/ PIP, \
PLCy
Hydrolyse l <
2. ‘\
1.

Ursache
der PLCy-
Aktivierung?

N

SOC

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Signalweges, der innerhalb einer
Endothelzelle wahrend der Reperfusion zur intrazelluldaren Ca**-Uberladung fihrt: 1.
Aktivierung der PLCy. 2. Die aktivierte PLCy bewirkt die Hydrolyse von PIP; zu IP;. 3. IP3
bindet an IPs-Rezeptoren (IPs-R) des Endoplasmatischen Retikulums (ER). 4. Aus dem ER
strémt Ca®* ins Zytosol. 5. Es folgt der Ca**-Einstrom vom Extrazellularraum durch SOC
(store operated channels) in die Zelle.
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Abbildung 1.2: Ca**-Messung mit dem Farbstoff Fura-2. Anstieg des Fura-2-Signals wéhrend
5 min Normoxie und 40 min simulierter Ischdmie. AnschlieRend zusatzliche intrazellulare
Ca**-Zunahme im Verlauf 40 min simulierter Reperfusion (Diagramm modifiziert nach Peters
und Piper 2007).

1.2 Beschreibung des Modelles zur Erzeugung der partiellen Ischamie

und Reperfusion

Bei einem Verschluss oder einer Einengung eines GefaRes wird das Gewebe nicht mehr
ausreichend mit Sauerstoff und N&hrstoffen versorgt, was zu Substratmangel fuhrt. AuRerdem
kommt es aufgrund der anaeroben Verhaltnisse zu einer Anhdaufung von Laktat und dadurch
zu einer Verschiebung des pH-Wertes in den sauren Bereich (Gores et al. 1989, Fujiiwara et
al. 1992, Gourdin et al. 2009). Endothelzellen reagieren auf den Mangel an Energie und

Sauerstoff im Vergleich zu Kardiomyozyten eher unempfindlich und koénnen ihren ATP-



Spiegel Uber einen langeren Zeitraum stabil halten (Culic et al. 1997). Die Freisetzung von
Protonen und Laktat der empfindlicheren Kardiomyozyten in der N&he der Endothelzellen
fihrt jedoch dazu, dass auch bei Endothelzellen eine schnelle Verschiebung des zytosolischen
pH-Wertes stattfindet (Ladilov et al. 2000).

In der Forschung gibt es verschiedene Modelle, um das Ischamie-/Reperfusionsgeschehen zu
simulieren. Um eine Ischdmie in-vivo zu erzeugen, wird bei einem Versuchstier unter
Narkose eine tempordre Ligatur des GefalRes durchgefuhrt. Dabei wirkt sich die
Unterbrechung des Blutflusses innerhalb eines Organes auf den ganzen Organismus aus und
erzeugt so eine sehr realistische Reaktion des Korpers auf einen kinstlichen Eingriff. Eine In-
vitro-Methode zur Untersuchung am isolierten Organ ist die Langendorff-Perfusion, bei der
das komplette Herz entnommen wird und durch Unterbrechung der Perfusion eine Ischamie
erzeugt werden kann, auf die eine Reperfusion folgt. Dabei beeinflusst das Zusammenspiel
verschiedener Zelltypen wie Kardiomyozyten, glatter Muskelzellen und Endothelzellen die
Reaktion des Organs, wie es auch am intakten Koronarsystem zu erwarten wére. Bei der In-
vitro-Methode der vorliegenden Arbeit werden die zu untersuchenden Zellen aus dem Organ
isoliert und an diesen gewonnenen Primérzellen und deren Passagen in der Zellkultur
Ischdmie- und Reperfusionsexperimente durchgefuhrt. Dabei ist der Vorteil, dass die so
erzielten Ergebnisse ausschlie3lich dem entsprechenden Zelltyp zugesprochen werden kdnnen
und so zelltypspezifische Mechanismen identifiziert und analysiert werden kdnnen.

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen an frisch isolierten Kkultivierten koronaren
mikrovaskuléren Endothelzellen durchgefiihrt, die aus Rattenherzen gewonnen wurden. Diese
Zellen bieten im Vergleich zu Zelllinien den Vorteil, weitgehend mit den Eigenschaften des
urspriinglichen Gewebes Ubereinzustimmen. Endothelzellen sind bisher im Ischdmie-/Reper-
fusionsgeschehen des Herzens wenig untersucht, obwohl das Endothel das erste Organ des
Korpers ist, das mit den schadigenden Einflissen in Kontakt kommt (Suval et al. 1987). Um
fur Endothelzellen eine dem Myokardinfarkt vergleichbare Situation zu simulieren, wurden
die Zellen in ein luftdichtes System verbracht. Anstelle von Blut wurde durch die Kammer ein
Puffer geleitet. Zundchst wies der Puffer einen normalen Sauerstoffgehalt auf. Um in der
Zellkammer die Bedingungen einer partiellen Ischdmie zu erzeugen, wurde ein Wechsel des
Perfusionsmediums eingeleitet, um Substratmangel zu simulieren. Dabei wurde ein glukose-
und sauerstofffreier Puffer mit saurem pH-Wert verwendet.

Die anschlieende Reperfusion wurde in dieser Arbeit simuliert, indem am Ende der
Ischdmiephase ein anderes Perfusionsmedium zu den Endothelzellen geleitet wurde. Dieser



Puffer wies einen physiologischen Sauerstoffgehalt und einen physiologischen pH-Wert von

7,4 auf und war wieder mit einem Energiesubstrat in Form von Glukose angereichert.

1.3 Pathophysiologie der Endothelzellen unter Ischamie-/

Reperfusionsbedingungen

1.3.1 Funktionelle Vielfalt des Endothels

Die innere Auskleidung aller Blutgefale und des Herzens besteht aus einer Schicht
Endothelzellen. Dieser diinne Monolayer hat in einem Menschen schatzungsweise insgesamt
eine Masse von 1,5-3,5 kg (Just et al. 1994, Bassenge 1996). Die Endothelzellen kénnen
abhéngig von ihrer Lokalisation im Organismus unterschiedlich dichte Barrieren ausbilden.
Das wird durch die Art und Anzahl der Zell-Zell-Verbindungen zwischen den Endothelzellen
bestimmt. Furchgott und Zawadski zeigten 1980, dass Endothelzellen neben der
Barrierefunktion eine erhebliche Rolle bei der Regulation des GefaRtonus spielen. Die
Verénderungen des Vasotonus haben dabei direkten Einfluss auf den Blutdruck und werden
wiederum von diesem bestimmt. Neben der Regulation des Blutdruckes kontrolliert das
Endothel auch die Gerinnung und Koagulation und unterstiitzt das Gleichgewicht der
Hémostase (Staubesand 1994). Eine weitere Aufgabe des Endothels ist die Steuerung der
Adhéasion und Emigration der Leukozyten bei einer Entziindungsreaktion (Jaffe 1985, Cotran
1987). Aulerdem sind Endothelzellen an der Angiogenese beteiligt (Jaffe 1985). Aufgrund
seiner vielféltigen Funktionen wird das vaskuldre Endothel, auch wenn es nur als hauchzarter
Monolayer in den Blutgefalen und Organen vorkommt, mittlerweile als eigenstandiges, sehr

aktives Organ betrachtet.

1.3.2 Rolle der Mitochondrien im endothelialen Stoffwechsel

Im Gegensatz zu Kardiomyozyten, die unter aeroben Verhaltnissen ihren Energiebedarf zum
Groliteil durch Metabolisierung von Laktat und Fettsdauren decken, stellt die glykolytische
ATP-Produktion die Hauptenergiequelle (75-99 %) der koronaren Endothelzellen bei der
Umwandlung von Glukose zu Pyruvat dar (Spahr et al. 1989, Krutzfeldt et al. 1990, Culic et
al. 1997). AulRerdem besitzt der Hexose-Monophosphatweg der Endothelzellen (EC) mit 1 %
eine grofle Kapazitat (Kritzfeldt et al. 1990, Culic et al. 1997). Der weitere aerobe



Energiestoffwechsel der Endothelzellen findet durch oxidative Phosphorylierung innerhalb
der mitochondrialen Atmungskette statt.

Die Atmungskette ist aus funf Enzymkomplexen aufgebaut: der NADH-Ubiquinon-
Oxidoreduktase (Komplex 1), der Succinat-Ubiquinon-Oxidoreduktase (Komplex II), der
Cytochrom-c-Reduktase (Komplex III), der Cytochrom-c-Oxidase (Komplex V) und der
ATP-Synthase (Komplex V). VVon den energiereichen Molekilen NADH und FADH, die bei
der Glykolyse, der Fettsaureoxidation und im Citratzyklus entstehen, werden Elektronen tber
die ersten vier Komplexe der Atmungskette auf molekularen Sauerstoff Ubertragen, wobei
von den Komplexen I, 11l und IV gleichzeitig Protonen durch die Membran geleitet werden.
Die FiFo-ATPase (ATP-Synthase) kann das dabei erzeugte Membranpotential zur ATP-
Produktion nutzen und stellt den eigentlich energielieferenden Prozess fur die Zelle dar
(Mitchel 1961, Wikstrom 1984, Hatefi 1985, Saraste 1999, Berg et al. 2007).

Inhibitoren der Atmungskette

Die mitochondriale Atmungskette kann an den einzelnen Komplexen durch spezielle
Inhibitoren blockiert werden. Die folgende Auflistung schliel3t nur die Substanzen ein, die in

dieser Studie eingesetzt wurden.

Inhibitoren von Komplex I:

Rotenon: Hemmung der Protonen- und Elektronenubertragung der NADH-Q-Reduktase.
Dabei wird der Elektronenfluss tiber den Komplex Il nicht beeintrachtigt (Lehninger, Nelson,
Cox 1994, Li et al. 2003).

Diphenyleneiodonium-Chlorid (DPI): Hemmung von Komplex | durch irreversible
Inhibition der NO-Synthase (Lambert et al. 2008).

Inhibitor von Komplex II:

Thenoyl Trifluoroaceton (TTFA): blockiert die Ubertragung von Wasserstoff auf Ubichinon
des Q-Zyklus vor Komplex Il der Atmungskette (Ingledew und Ohnishi 1977, Indo et al
2007, Liu et al. 2010).

Inhibitor von Komplex Il1:

Antimycin A: Hemmung der Ubertragung des Elektrons von Cytochrom b auf Ubichinon am
Qi-Zentrum (dem Ubichinon-Reduktionszentrum auf der Matrixseite) in Komplex Il
(Chandel et al 2000, Turrens 2003, Indo et al. 2007, Liu et al. 2010).



Inhibitor von Komplex V:

Oligomycin: Spezifische Inhibition der FiFo-ATPase durch Bindung an deren Fo-Einheit.
Dies bewirkt eine Blockade des Protonenflusses durch die innere Mitochondrienmembran, der
fiir die Umwandlung von ADP zu ATP bendtigt wird (Lehninger, Nelson, Cox 1994, Grover
et al. 2004a, Kyoi et al. 2006).

ATP-Synthase

Intermembranraum Q-Zyklus
Innere h
Mitochondrien- —_—
membran V
Matrix DPI —]

Rotenon

T

AntimycinA T

A
TTFA

Oligomycin

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der inneren Mitochondrienmembran mit den Komplexen
der Atmungskette und deren Inhibitoren.

Insgesamt flihren Inhibitoren der Atmungskette dazu, dass einerseits die Energiegewinnung
der Zelle, parallel dazu aber auch die Entstehung von Radikalen innerhalb der Atmungskette
in unterschiedlichem Ausmal beeinflusst werden.

Rotenon, DPI und TTFA fuhren zwar zum Erliegen des Elektronenflusses innerhalb der
Komplexe | oder Il, jedoch kann die Energiegewinnung der oxidativen Phosphorylierung in
eingeschranktem Mal3e noch fortgesetzt werden (Saraste 1999, Berg et al. 2002). Der Grund
dafur ist, dass Komplex I und Il nicht direkt hintereinander geschaltet sind, sondern beide
eigenstandig den Elektronentransfer weiterfihren konnen. Dies ist madglich, da sowohl
Komplex | als auch Komplex Il Wasserstoffatome in den Q-Zyklus einbringen, die dann
durch Ubichinol in der Atmungskette weitergefiihrt werden (Lehninger, Nelson, Cox 1994,
Berg et al. 2002, Cecchini 2003). Komplex Il ist ein Teil des Citratzyklus und gleichzeitig in
die Elektronentransportkette der mitochondrialen Atmungskette als membranstandiges Protein
eingebunden. Im Gegensatz zu den anderen Komplexen der Atmungskette durchspannt

Komplex Il nicht die innere Mitochindrienmembran und kann deshalb nicht als



Protonenpumpe fungieren. Zunachst katalysiert die Succinat-Dehydrogenase die Oxidation
von Succinat zu Fumarat, wobei Succinat aus dem Citratzyklus stammt. Die dabei anfallenden
Elektronen reduzieren Ubichinon zu Ubichinol, welches als Elektronentibertrdger von
Komplex Il auf Komplex 111 dient (Lehninger, Nelson, Cox 1994, Cecchini 2003).

Die Blockade von Komplex Il mit Antimycin A hat den Effekt, dass sie einerseits zu
gehemmtem Sauerstoffverbrauch an Komplex IV und zur Blockade der ATP-Synthese fiihrt,
andererseits aber auch eine Anhdufung der bis dahin gebildeten Reaktionsprodukte wie z. B.
Ubisemiquinon bewirkt. Angehéduftes Ubisemiquinon wird dabei seinerseits als
Radikalproduzent diskutiert (Turrens 2003).

Oligomycin bewirkt als Inhibitior der ATP-Synthase durch Bindung an deren Fo-Einheit einen
stark verlangsamten Abbau des Protonengradienten durch den H'-Kanal des Enzymes und
fiihrt damit fast zum kompletten Erliegen des Elektronenflusses der Atmungskette (Lehninger,
Nelson, Cox 1994a, Berg et al. 2002).

Die Bindungsstelle fir molekularen Sauerstoff des Komplexes 1V kann durch Cyanid, Azid
und CO inhibiert werden. Dadurch kommt es zur Anhdufung von Elektronen aus den
vorangegangenen Komplexen der Atmungskette, da diese nicht auf molekularen Sauerstoff

ubertragen werden kénnen (Berg et al. 2002).
1.3.3 Zellulare Ca?*-Homdostase von Endothelzellen

Der intrazellulare Ca®*-Gehalt wird von der Zelle in engen Grenzen innerhalb 50-600 nM
reguliert (Bootman et al. 2001). Verantwortlich hierfiir sind verschiedene Kanéle auf der
Zelloberflache wie auch im Zellinneren. In der Zellmembran der Endothelzellen regulieren
verschiedene Ca?*-Transporter den Einstrom von Ca®*. Hier sind einerseits mechanisch
aktivierbare und andererseits speichergesteuerte (SOC) Ca?*-Kanale zu erwahnen. Auch
spannungsabhangige Kanéle werden bei Endothelzellen beschrieben, diesen kommt aber im
Vergleich zu Zellen der glatten Muskulatur hier eine untergeordnete Bedeutung zu (Tran et al.
2000). AuBerdem werden unselektive Kationenkanale beschrieben. Intrazellular sind die Ca®'-
Kandle des Endoplasmatischen Retikulums fiir Endothelzellen von groRer Bedeutung, da
diese groere Mengen Ca** ins Zytosol ausschiitten kénnen (Tran et al. 2000). Fir den Ca?*-
Ausstrom aus dem endothelialen Zytosol spielen Ca®*-Pumpen auf der Plasmamembran und
der Oberflache des Endoplasmatischen Retikulums, der Na*/Ca®*-Austauscher in der
Zellmembran und der Ca?*-Transporter der Mitochondrien eine wichtige Rolle. Im
Zellinneren der Endothelzellen sind als Ca®*-Speicher sowohl das Endoplasmatische

10



Retikulum als auch die Mitochondrien involviert (Laskey et al. 1992, Bootman et al. 2001,
Malli et al. 2005). Die verschiedenen Ca®* -regulierenden Kanale stabilisieren bei ruhenden
Zellen einen zytosolischen Ca®*-Gehalt von ca. 100 nM (Bootman et al. 2001). Nach der
Literatur liegt der zytosolische Ca®*-Spiegel unstimulierter Endothelzellen der Rattenaorta bei
etwa 100 nM. Als Reaktion auf ATP wird in diesem Zelltyp von einem Ca**-Anstieg auf ca.
800 nM berichtet (Usachev et al. 1995). Auch bei Stimulation anderer Art, wie Depolarisation
der Plasmamembran, mechanischer Verformung, hormoneller Aktivierung und
Sauerstoffmangel, wird ein Ca®*-Anstieg bis zu 1 pPM beschrieben (Laskey et al. 1992,
Bootman et al. 2001).

Die physiologischen Aufgaben des intrazelluldren Ca®* sind sehr vielfaltig. Ca?* vermittelt die
Gen-Transkription, die Aktivierung des kontraktilen Apparates sowie die Zellproliferation
und Ubertragt viele weitere physiologische Signale. VVon groRer Bedeutung ist Ca®* fiir die
Zelle aber auch bei der Reaktion auf zellschadigende Einfliisse. Zytosolischer Ca**-Anstieg
setzt Veranderungen des Zytoskeletts, Schwellung der Mitochondrien, Strangbriiche der DNA
und Genexpression in Gang. Die Fahigkeit der Zelle, die Schéden zu reparieren, entscheidet
dann, ob es sich um eine reversible Veranderung handelt oder ob die Zelle in Nekrose oder
Apoptose geht (Bootman et al. 2001, Borutaite 1999, Trump und Berezesky 1995).

1.4 Entstehung und Wirkung von Radikalen in Endothelzellen

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die wéhrend der Reperfusion vermehrt entstehen, werden
entweder als direkte Ursache der Zellschadigung (Lum und Roebuck 2001) oder indirekt als
Stimulus des schadigenden intrazellularen Ca?*-Anstieges (Dreher und Junod 1995)
diskutiert. Es gibt mittlerweile die Erkenntnis, dass die Radikalentstehung in Endothelzellen
bei ischamie-/reperfusionsbedingten Organschéden beteiligt ist (Schinetti et al. 1989).

Die wichtigsten vorkommenden Radikalspezies sind dabei das Sauerstoffradikal Superoxid-
Anion Oy, das Hydroxylradikal (*OH) und das aufgrund seiner Reaktionsfreudigkeit zu den
reaktiven Sauerstoffspezies gehdrende H,O, (Rodney et al. 2000). Das Superoxid-Anion O,
ist sehr instabil und wird schon kurz nach seiner Entstehung entweder spontan oder
enzymatisch in H,O, umgewandelt. H,O, wiederum ist stabiler und kann im Gegensatz zu O,
aus dem Mitochondrium diffundieren. H,O, selbst ist nur zu einem geringeren Teil fur
Oxidationsschéden verantwortlich, kann jedoch (ber eine Reaktion vom Fenton-Typ
metallionenkatalysiert reaktive Hydroxyl-Radikale («OH) generieren und dadurch indirekt
DNA-Schaden verursachen (Li und Jackson 2002). AulRerdem entstehen in Endothelzellen
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u. a. noch die reaktiven Sauerstoffspezies Nitritoxid (NO) und Peroxynitrit (ONOQO") (Li und
Shah 2004).

Unter physiologischen Bedingungen werden 1-2 % des Sauerstoffes, der in der Atmungskette
der Mitochondrien reduziert wird, zu O,'umgewandelt. Dabei werden die Komplexe | und Il
als Hauptort fiir physiologische Radikalentstehung diskutiert (Kowaltowski und Vercesi
1999). Als Quellen der Radikalproduktion werden aufler der Atmungskette auch der
mitochondriale Zitratzyklus, die Xanthin-Oxidase in Endothelzellen der humanen
Nabelschnurvene (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) (Hashimoto et al. 1994)
und die NADPH-Oxidase in arteriellen Endothelzellen der Schweinelunge (Hohler et al.
2000) beschrieben. Die Auswirkungen, die reaktive Sauerstoffspezies auf die Gefal-
funktionen haben, héngen stark von deren Konzentration ab. Reaktive Sauerstoffspezies
erfillen im Organismus in physiologischen Konzentrationen vielféltige Aufgaben, wie z. B.
die Signaliibertragung. Sie beeinflussen aulRerdem das Wachstum der glatten Muskelzellen,
der Gefalle und der Fibroblasten (Lum und Roebuck 2001, Griendling und FitzGerald 2003).
Die Radikalbildung wird deshalb durch zelleigene Antioxidantien im Gleichgewicht gehalten.
Die zellularen Antioxidantien werden in nichtenzymatische und enzymatische Radikalfanger
unterteilt. Die nichtenzymatischen Antioxidantien der Endothelzellen sind Harnséure,
Askorbinsdure (Vitamin C), a-Tocopherol (Vitamin E) und Glutathion. Die wichtigsten
enzymatischen Radikalfanger sind die Superoxid-Dismutase (SOD), die sowohl im Zytosol
als auch in der Mitochondrienmatrix in unterschiedlichen Formen vorliegt und O, zu H,0,
umwandelt (Slot et al. 1986), aullerdem die zelleigene Katalase und die Glutathion-Peroxidase
(Li und Shah 2004), die H,O, aulerhalb der Mitochondrien zu Wasser abbauen (Mattiasson
2004).

Wahrend verschiedener pathologischer Prozesse, wie z.B. bei Entzindungsgeschehen,
Scherstress, Zellverformung (Lum und Roebuck 2001, Griendling und FitzGerald 2003) und
in den ersten Minuten der postischamischen Reperfusion (Hashimoto et al. 1994, Zweier et al.
1988), werden diese Radikale vermehrt gebildet und kdnnen vermutlich von den zelleigenen
Radikalfangern nicht mehr unter Kontrolle gehalten werden. Oxidativer Stress findet in dem
Moment statt, in dem die ROS-Entstehung die zellul&re antioxidative Kapazitat Ubersteigt
(Dreher und Junod 1995). Folgen des entstandenen Radikalliberschusses sind u.a. DNA-
Schéden, verminderte Proteinsynthese und Apoptose (Jornot et al. 1991, Lum und Roebuck
2001, Griendling und FitzGerald 2003).
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Neben den zelleigenen Radikalfangern existieren einige kinstlich erzeugte Substanzen, die
eine &hnliche Wirkung aufweisen wie ihre natlrlichen Vorbilder. MitoQ z. B. stellt eine
kiinstliche Form des zelleigenen Ubichinons dar, das durch eine kovalente Bindung mit einem
lipophilen Kation die Féhigkeit erlangt, in die innere Mitochondrienmembran vorzudringen.
Dort wird es von der Atmungskette von Ubichinon zu der reaktiven Form Ubichinol reduziert,
welches als Elektronentbertrager von Komplex | bzw. Il auf 1l funktioniert, aber auch
effektiv als Antioxidanz die Lipidperoxidation und Schadigung des Mitochondriums
verhindert und von der Atmungskette danach wieder Kkatalytisch in die reaktive Form
umgewandelt wird (Kelso et al. 2001). Ein anderer kunstlich erzeugter Radikalféanger, der in
dieser Studie eingesetzt wurde, ist Trolox. Es ist die synthetische, wasserl6sliche Form des
lipophilen Vitamin E, das durch Unterbindung der Lipidperoxidationskette die Bildung von
Lipidradikalen an der Zellmembran hemmt (Wongmekiat et al. 2007). Des Weiteren wurde
N,-Mercaptopropionylglycin (MPG) verwendet, ein synthetisches Analogon von Glutathion,
welches hauptsachlich H,0, abféangt (Horwitz et al. 1994, Abdo et al. 2003), und N-Acetyl-L-
Cystein (NAC), das als SH-Quelle die GSH-Synthese stimuliert, zusétzlich die Glutathion-S-
Transferase-Aktivitat fordert und so direkt das Radikalaufkommen reduziert (Wongmekiat et
al. 2007, Abdo et al. 2003, Kelly 1998).
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2 Material und Methoden

2.1 MATERIAL

2.1.1 Losungen fur die Zellpraparation und Zellkultur

Powell-Medium Hepes-gepuffert:

NaCl MW: 58,44 g/mol,  110,0 mmol/l 6,43 g/l
KCI MW: 74,55 g/mol, 2,6 mmol/l 0,19 g/l
KH,PO, MW: 136,09 g/mol, 1,2 mmol/l 0,16 g/l
MgSQO, MW: 246,48 g/mol, 1,2 mmol/l 0,30 g/l
HEPES MW: 238,3g/mol, 25 mmol/l 59,58 g/l
Glucose MW:198,17 g/mol  11,0mol/Il 2,00 g/l

Titration auf pH 7,4 mit NaOH
Begasung: kontinuierlich mit 100 % Sauerstoff

Ca?*-Stammlésung:
CaCl, (100,0 mM)

Collagenasepuffer:
Powell-Medium 50 ml
Collagenase 25 mg
Ca’*-Stammlésung 12,5 pl

Ansatz Medium 199:

M199® 9,8 g/l
Aqua dest. 101
HEPES 36 g/l
NaHCO3 15¢

Einstellung auf pH 7,4 mit NaOH

Kultivierungsmedium:
Medium199°/CO,

NCS 10 % (vol/vol)
FBS 10 % (vol/vol)
Penicillin-Streptomycin (1.-2.Tag) (250 IE/ml Penicillin; 250 pg/ml Streptomycin)

Penicillin-Streptomycin (ab dem 3. Tag) (100 IE/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin)
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Modifizierte HEPES-gepufferte Tyrode-Lésung ohne Ca**

NaCl MW: 58,44 g/mol, 125,0 mmol/l 7,30 g/I
KCI MW: 74,55 g/mol, 2,6 mmol/l 0,19 g/l
MgSO4*6 H,O MW: 203,31,48 g/mol 1,2 mmol/l 0,24 g/l
KH2PO4 MW: 130,09 g/mol, 1,2 mmol/l 0,16 g/l
HEPES MW: 238,3 g/mol, 25 mmol/l 5,96 g/l

Titration auf pH 7,4 mit NaOH

2.1.2 Loésungen fur die Fluoreszenzmessungen

Perfusionsmedien

HEPES- gepufferte Tyrode Losung: Normoxiemedium

KH,PO,4 MW: 136,09 g/mol, 1,2 mmol/I 0,82 g/l
MgSO4*7H,0 MW: 246,48 g/mol, 1,2 mmol/l 1,48 g/l
KCI MW: 74,55 g/mol, 2,27 mmol/I 0,85 g/l
NaCl MW: 58,44 g/mol, 139,53 mmol/Il 40,77 g/l
HEPES MW: 238,3 g/mol, 25 mmol/l 29,78 g/l

Titration des pH-Wertes bei 30°C auf pH 7,4 mit NaOH
Kurz vor Versuchsbeginn Zugabe von CaCl; (1.3 mmol/l)

HEPES-gepufferte Tyrode Losung: Anoxiemedium

KH,PO, MW: 136,09 g/mol, 1,2 mmol/I 0,82 g/l
MgSO4*7H,0 MW: 246,48 g/mol, 1,2 mmol/l 1,48 g/l

KCI MW: 74,55 g/mol, 2,27 mmol/I 0,85 g/l

NaCl MW: 58,44 g/mol, 148,69 mmol/I 43,45 g/l

HEPES MW: 238,3 g/mol, 25 mmol/l 29,78 g/l
Titration des pH-Wertes bei 30°C auf pH 6,4 mit NaOH. Im Anschluss Zugabe von:
Resazurin MW: 147,0 g/mol,  1,5umol/Il 50ul/l
DL-Cystein MW:121,2g/mol 0,83mmol/Il 200mg/I

Begasung mit N,

Das Medium wurde nach der von Allshire (1987) beschriebenen Methode autoklaviert und in
luftdichten Gefallen aufbewahrt.

Kurz vor Versuchsbeginn Zugabe von CaCl; (1.3 mmol/l)

Der Redox-Indikator Resazurin hatte in den Versuchen die Aufgabe, einerseits geringe
Restmengen an Sauerstoff zu binden, und andererseits durch die Farb&nderung zu
signalisieren, falls noch zu viel Sauerstoff im Anoxiemedium vorhanden war. So konnte
davon ausgegangen werden, dass ein farbloses Medium weniger als 21,9 pPa Sauerstoff-
partialdruck aufwies, da erst ab dieser Sauerstoffmenge das farblose, reduzierte Dihydro-
resurufin zu Resurufin oxidiert und dadurch eine pinke Verfarbung erkennbar wurde (Allshire
1987).
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Beladungsmedium:

Normoxiemedium mit Zusatz von 2 % FBS/NCS

Reperfusionsmedium:

Normoxiemedium mit Zusatz von Glucose (2,5 mmol/l)

Kalibrierungsldsunag:

KCI (125 mM)
HEPES (25 mM)
NaCl (10 mM)
MgSO4 (1 mM)
lonomycin (5 uM)

Zusatz von EGTA (5 mM)
oder CaCl, (3 mM)

Titration des pH-Wertes bei 30°C auf 6,4 oder 7,4

2.1.3. Losungen fur die Molekularbiologie

PBS:

NaCl MW: 58,44 g/mol,
KCI MW: 74,55 g/mol
Na,HPO4

KH,PO,

pH 6,8-7,3

Lysispuffer:

Stammpuffer:

Dulbecco’s PBS w/o Ca & Mg
1 % Nonidet P-40 (10 %ig)
Kurz vor Gebrauch ansetzen:
Stammpuffer

PMSF (1 mM)

Pepstatin (1 pg/ml)
Beta-Glycerolphosphat (40 mM)
Sigma Phosphatase Cocktail 2
Benzonase

(1,37 M)
(27 mM)
(80 mM)
(18 mM)

9 ml
1ml

139,2 ul
1,5ul
0,3 ul

6 ul
3ul

10 pl
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TBST:

NaCl (150 mM)
Tris/HCI (10 mM)
0,1 % Tween-20
pH-Wert 7,5

Natriumphosphatpuffer (0,1 M)
NaH,PO,4* 2 H,O (156,01 M) 3,39 g
Na,HPO, * 2 H,0 (178 M) 21,7 g
pH 7,44

Agqua bidest. ad 1000ml

Strippuffer

Glycin 15¢

SDS 19

Tween-20 10 ml

Einstellen des pH-Wertes auf 2,2
Aqua bidest. ad 1000 ml
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2.1.4 Tiere fur die Zellgewinnung

Fur die Gewinnung der koronaren mikrovaskularen Endothelzellen wurden ménnliche Ratten
des Auszuchtstammes Han:Wistar aus institutseigener Zucht mit einem Gewicht zwischen
200 und 300 g und einem Alter von ca. 3 Monaten eingesetzt. Die Ratten wurden unter
konventionellen Bedingungen gehalten und erhielten ad libitum Zucht-/ oder Haltungsfutter
(Nr. 1314 der Firma Altromin) und Wasser.

2.1.5 Isolation und Kultivierung kardialer Endothelzellen der Ratte

Praparation und Kultivierung der koronaren mikrovaskuldaren Endothelzellen

Die Préparation der koronaren mikrovaskularen Endothelzellen erfolgte in Anlehnung an ein
Protokoll von Piper und Mitarbeitern (Piper et al. 1990).

Die Ratten wurden mit Ether oder CO, mit einer Flussrate von 6 I/Typ 11l Kafig betdubt und
umgehend durch zervikale Dislokation get6tet. Danach wurde der Thorax erdffnet und das
Geschlinge herausgelost, indem der Osophagus sowie die Trachea und die Aorta durchtrennt
wurden. Die Organe wurden unverziglich in kalte 0,9 % NaCl-Lésung gelegt. Das Herz
wurde aus dem umliegenden Gewebe freiprapariert, der Aortenbogen wurde kaudal des
Truncus brachiocephalicus abgetrennt und an der Aorta an einer Langendorff-Apparatur
befestigt. Dann wurde das Herz mit ca. 20 ml O,-begastes Powell-Medium bei 37°C
perfundiert, um das verbliebene Blut aus den Koronargefaen zu entfernen. AnschlieRend
erfolgte eine rezirkulierende Perfusion mit Collagenasepuffer mit einer Flussgeschwindigkeit
von 2-3 ml/min. Das Medium wurde dabei konstant auf 37°C erwérmt. Nach 30 min wurde
das Herz von der Langendorff Apparatur entfernt und distal der Vorhdfe abgetrennt. Das
abgetrennte Gewebe wurde daraufhin mit einem Gewebehacker in Stiicke von ca. 0,3 x 0,3
mm Grol3e zerkleinert. Im Anschluss daran wurde das Gewebe fir finf Minuten bei 37°C in
Collagenasepuffer inkubiert.

Um die Endothelzellen aus ihrem Zusammenhalt zu l6sen, wurden sie mit einer 5 ml Pipette
auf und ab pipettiert. Die verbliebenen Zellaggregate wurden getrennt, indem die Suspension
durch einen Nylonfilter mit einer PorengréRe von 0,2 mm filtriert wurde. Das Filtrat wurde in
zwei 50 ml fassende PlastikgefaRe tberfuhrt und fir 3 min bei 25 x g zentrifugiert.

Der Uberstand tiber dem Pellet aus Herzmuskelzellen wurde mit 10 mg Trypsin (250 mg/l)

und 25 pl der Ca?*-Stammlésung versetzt und weitere zweimal zentrifugiert. Danach wurde
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die Zellsuspension in einer Dichte von 10° Zellen pro 10 cm beschichteten Zellkulturschale
fur Primérzellen ausplattiert und im CO,-Brutschrank fiir 4 h inkubiert. Anschliel3end wurden
die Zellen in den Zellkulturschalen mit modifizierter Tyrode-Lésung ohne Ca®* gewaschen
und mit 30 ml des 37°C warmen Kultivierungsmediums Uberschichtet und im Brutschrank
aufbewahrt.

Alle zwei Tage erfolgte ein Mediumwechsel nach vorherigem Spilen mit 37°C warmem
M199, um abgestorbene Zellen und Verunreinigungen zu entfernen. Nach ca. einer Woche
waren die Zellen konfluent und konnten fiir den Einsatz in den Ischdmie-

/Reperfusionsexperimenten vorbereitet werden.
Vorbereitung der Endothelzellen fiir Ischamie-/Reperfusionsexperimente

Der konfluent gewachsene Endothelzellmonolayer wurde 3 x mit calziumfreier modifizierter
Tyrode-L6sung gespiilt, um neben nicht angehafteten Zellen auch das Ca®* zu entfernen,
welches Enzyme inhibieren kann. Dann wurde der Monolayer fiir eine Minute mit 3 ml 37°C
warmem Trypsin-EDTA (0,05 %) Uberschichtet und anschliefend mit einer 1-ml-Pipette
vorsichtig auf und ab pipettiert um die Endothelzellen voneinander zu trennen. Die
Suspension wurde mit 5 ml warmem M199-Medium vermischt, um die enzymatische
Wirkung des Trypsins auf die Endothelzellen zu stoppen. Die Zellen wurden in 3-cm-
Zellkulturschalen mit darin befindlichen sterilen Deckglaschen nach Zellzahlung mit der
Neubauer-Zahlkammer in unterschiedlicher Zelldichte (100 000, 120 000, 150 000
Zellen/Deckglaschen) in Kultivierungsmedium ausgesdt und im Brutschrank (5% CO,)
aufbewahrt. Nach zwei bis drei Tagen waren die Endothelzellen zu ca. 70-80 % konfluent

und konnten in Imagingversuchen eingesetzt werden.
Reinheit der Zellkultur

Um die Reinheit der Kultur zu bestatigen, wurden in der Arbeitsgruppe in regelmaRigen
Abstdnden immunhistochemische Férbungen nach dem Protokoll von Peters et al. (2005)
durchgefiihrt. Es handelte sich dabei um fluoreszenzoptische Messungen, einerseits zur
Bestimmung der zelluldren Aufnahme von acetyliertem low density lipoprotein (Dil-Ac-LDL)
und andererseits zur Visualisierung des endothelialen F-Actins. Zusétzlich wurde der Von-
Willebrand-Faktor (VWF) nach Markierung mit fluoreszierendem Antikérper nachgewiesen,
der als Marker fir Endothelzellen dient. Bei fluoreszenzoptischen Messungen des a-smooth-
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muscle-Actins glatter Muskelzellen konnte dartiber hinaus sichergestellt werden, dass sich in
der Zellkultur nur ein geringer Anteil von glatten Muskelzellen befindet.

Durch die angewandte Methode der Zellpraparation wurden Endothelzellen nach Entfernung
grolRerer Blutgefale aus verschiedenen Lokalisationen des Herzens herangezogen. Die so
gewonnenen Endothelzellen entsprechen deshalb einer reprasentativen Mischung. Da sich
jedoch die absolute Mehrzahl der Endothelzellen in den Kapillaren der Herzmuskulatur
befindet, stellen die auf diese Weise isolierten Zellen hauptsachlich mikrovaskulére
Endothelzellen dar (Piper et al.1990, Kaul und Yayaweera 1997). Diese Theorie konnte durch

die Messung des Von-Willebrand-Faktors bestétigt werden.

2.1.6. Konzentrationsangaben verschiedener Substanzen

Inhibitoren und andere Substanzen

Endkonzentration

Antimycin A

3-Methylbutansaure 3-((3-(formylamino)- 2-
hydroxybenzoyl)amino)-8-hexyl- 2,6-dimethyl-4,9-
dioxo- 1,5-dioxonan-7-yl ester

2-5 pg/ml

Apocynin
4-Hydroxy-3-methoxyacetophenon

250-500 pmol/I

Atractyloside 20 pmol/I
Atractylat

CaCl, 3 mmol/I
2-DG 10 mmol/I
2-Deoxy-D-Glucose

DPI 10 pmol/l
Diphenyleneiodonium -Chlorid

DTPP 1 pmol/I
Decyl TPP Bromid

EGTA 5 mmol/I
Ethylenglykol-bis (-aminoethylether-)tetraacetat

Oligomycin A 10 pmol/I
PP1 1 pmol/I
4-Amino-5-(methylphenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo-(3,4-

d)pyrimidin

PP2 1 umol/l
4-Amino-5-(4-chlorophenyl)-7-(t-butyl)pyrazolo][ 3,4-

d]pyrimidin

PP3 1 pmol/Il

4-Amino-7-phenylpyrazol[3,4-d]pyrimidin
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Rotenon
2R-(6a,12a)-1,2-Dihydro- 2-isopropenyl-8,9-
dimethoxychromano[3,4-b] furo[2,3-h]chroman-6-on

5 pmol/I

SU 6656
2,3-Dihydro-N,N-dimethyl-2-ox0-3-[(4,5,6,7-tetrahydro-
1H-indol-2-yl)methylen]-1H-indol-5-sulfonamid

10 pmol/l

t-BHP
tert-Butylhydroperoxid
1,1-Dimethylethylhydroperoxid

Verschiedene Konzentrationen

TTFA
Thenoyl Trifluoroaceton
4,4,4-Trifluoro-1-(2-thienyl)-1,3-butanedione

20-40 pmol/I

Radikalfanger

Endkonzentration

MPG 100 pM
N-MPG: N-(2-mercaptopropionyl)glycin

MitoQ® 1 pmol/l
Mitoquinon

NAC 25 umol/l
N-Acetyl-L-Cystein

Trolox 250-500 pmol/l

6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylsaure

Farbstoffe Endkonzentration
Fura-2 AM 2-4 uM
Fura-2-acetoxymethylester; 1-(2-(5-Carboxyoxazol-2-
yl)-6-aminobenzofuran-5-oxy)-2-(-2"-amino-5"-
methylphenoxy)-ethan- N, N, N",N"-tetraacetat

H,DCFDA 2 UM
2°,7"-Dichlorodihydrofloureszein diacetat

JC-1 1uM
5,5,6,6 -tetrachloro-1,1",3,3 -
tetraethylbenzimidazolcarbocyenin iodid

Mag-Fura-2 AM 2 UM

Mag-Fura-2-acetoxymethylester; 2-[5-[2-

[ (acetyloxy)methoxy]-2-oxoethoxy]-6-[bis[2-
[ (acetyloxy)methoxy]-2-oxoethyl]Jamino]-2-
benzofuranyl]-(acetyloxy)methylester
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Antikdrper Endkonzentration
Anti-Kaninchen-1gG HRP-gekoppelt 1:2000

sc-81 PLCy1 Antikorper 1:1000

Tyr783 Phospho-PLCy1 1:500

Alle Substanzen wurden entsprechend den Herstellerangaben gelagert und fir den
experimentellen Einsatz weiterverarbeitet. 2-Deoxyglucose und NAC wurden in Aqua dest.
gelost. Die Antikorper wurden in TBST-Puffer verdiinnt. Bei allen anderen Chemikalien

wurde DMSO als Lésungsmittel eingesetzt.
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2.2 METHODEN

2.2.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an koronarendothelialen
Monolayern

Simulierung von Ischamie und Reperfusion

In einem Versuchsablauf sollten im luftdichten System fiir koronarendotheliale Monolayer
Bedingungen geschaffen werden, die partiell einem Herzinfarkt und der dabei auftretenden
Ischdmie entsprechen. Um &hnliche Verhaltnisse zu gewéhrleisten, wurde wahrend der Phase
der Ischdmie Anoxiemedium (modifizierte Tyrode-Losung s. 2.1.2) eingeleitet, das sowohl
fast keinen Sauerstoff als auch keine Glukose enthielt und zuséatzlich einen sauren pH-Wert
von 6,4 aufwies.

Zur partiellen Simulation einer Reperfusion wurde in dieser Arbeit im Anschluss an die
Ischdmiephase Reperfusionsmedium (modifizierte Tyrode-Lésung s. 2.1.2) zu den
Endothelzellen geleitet, das einen normalen Sauerstoffgehalt (Raumluft) aufwies und
zusétzlich mit 2,5 mmol/l Glukose angereichert war. Der pH-Wert dieses Mediums entsprach

dem physiologischen Wert von 7,4.

2.2.1.1 Versuchsaufbau

Um verschiedene fluoreszenzoptische Messungen wéhrend simulierter Ischamie und
Reperfusion durchzufuhren, wurden die koronaren mikrovaskuldren Endothelzellen der Ratte,
die auf einem 25-mm-Deckglaschen zu ca. 70 % konfluent gewachsen waren, mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen beladen und dann in eine speziell angefertigte gasdichte
Edelstahlkammer verbracht (Foto 1, S. 25). Durch zwei Gummidichtungen und feste
Verschraubung wurde sichergestellt, dass nachtraglich keine Luft in das System gelangen
konnte (Abb. 2.1). Die Kammer wurde auf beiden Seiten durch gasdichte Edelstahlkapillaren
mit den Behdltnissen fir die Anoxie- und Normoxiemedien und mit einer Rollerpumpe
verbunden. Das Anoxiemedium wurde mit 100 % Stickstoff begast, wéhrend das
Normoxiemedium mit normaler Raumluft in Kontakt stand. Zwischen den beiden
unterschiedlichen Medien konnte durch einen Dreiwegehahn Kkontinuierlich ohne
Unterbrechung des Flussigkeitsflusses umgeschaltet werden. Die Medien wurden durch die

Rollerpumpe mit einer Geschwindigkeit von 0,5 ml/min durch die Kammer geleitet und dabei
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durch eine in den Objekttisch integrierte Heizung temperiert (Abb. 2.2). Das Sichtfeld des
inversen Mikroskops wurde bei jedem Versuch so justiert, dass sowohl intakte Endothelzellen
als auch ein Kleiner zellfreier Bereich als Hintergrund fiur die folgenden Berechnungen
erkennbar waren.

In diesem System wurden Messungen zur Bestimmung der Calziumhomdostase, der Radikal-
entstehung, des zellularen ATP-Gehaltes, des mitochondrialen Membranpotentials und der
interzelluldren Lickenbildung durchgefinhrt.

Obere Halfte der Zellkammer
(mit Gewinde)

Messingplatte mit
eingefraster O Deckglas

Perfusionsleitung

\ @ Gummidichtung
/ erfusions
/L::::::::{‘@}::::::::\J\ ] ﬁ(a[];illare

~
l I | |

/
Edelstahlring mit © Gummidichtung

zwei Offnungen fur
das Perfusions-
medium Q Deckglas

Untere Halfte der Zellkammer (mit
Gewinde)

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Zellkammeraufbaues
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Foto 1: Zellkammer auf dem beheizten Objekttisch
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaues




2.2.1.2 Versuchsablauf

Der Versuchsablauf wird in Abb. 2.3. schematisch dargestellt. Die Fluoreszenzmessung
begann nach dem Einbau der Zellen mit einer 10-minitigen Equilibrierungsphase mit
HEPES-gepufferter Tyrode-Lésung (Normoxiemedium s. 2.1.2) unter normoxen,
glukosefreien Bedingungen und einem pH-Wert von 7,4. Anschlielend wurde fir den
Zeitraum von 40 min eine stickstoffbegaste, anoxische HEPES-gepufferte Tyrodeldsung
(Anoxiemedium s. 2.1.2) ohne Glukose und mit einem pH-Wert von 6,4 durch die Kammer
geleitet. Danach folgte eine 40-minitige Reoxygenationsphase, in der das Normoxiemedium
der ersten 10 min zusétzlich mit 2,5 mM Glukose versehen wurde. In diesem Versuchsteil
wurden dem Reperfusionsmedium verschiedene Substanzen zugesetzt, deren Wirkungen auf

die Endothelzellen in der Reperfusionsphase getestet werden sollten.

10 Min 40 Min 40 Min

I R

pH 6,4 . pH 7,4 + Glukose
N . Keine Glukose .
Anoxie Normoxie + Testsubstanz

Abb. 2.3: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes. N: Normoxie (pH-Wert 7,4, ohne

Glukose), I: Ischamie, R: Reperfusion

2.2.2 Fluoreszenzmikroskopische Messungen

2.2.2.1 Bestimmung des intrazellularen Ca”**-Gehaltes

Die ca. 70 % konfluent gewachsenen Endothelzellen wurden fir 60 min bei 30°C mit 24 pM
Fura-2 AM in HEPES-gepufferter Tyrode-Ldsung mit 2 % FBS/NCS (Beladungsmedium s.
2.1.2) beladen. In dieser Zeit gelangt der Farbstoff als Acetoxymethylester in die Zelle. Das
von zelluldren Esterasen gespaltene Fura-2 kann durch die so entstandene Ladungsanderung
die Zellmembran nicht mehr passieren und verbleibt dadurch innerhalb der Zelle.
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Die Ca®*-Messungen wurden mit einem inversen Olympus Mikroskop durchgefiihrt und mit
Hilfe eines TILLvisION-Systems ausgewertet. Abb. 2.4 zeigt Bilder der durchgefiihrten Ca?*-

Messungen mit dem Farbstoff Fura-2 AM an koronaren mikrovaskularen Endothelzellen.

Das von einer UV-Lampe entsendete Anregungslicht wurde mit einem Polychromator VI dem
Anregungsspektrum des Fluoreszenzfarbstoffes entsprechend eingestellt. Bei Fura-2 betrugen
die anregenden Wellenlangen 340, 357 und 380 nm. Das Anregungslicht wurde alle 12 sec
mit Hilfe eines Glasfaserkabels auf einen dichroiden Spiegel geleitet, der den Lichtstrahl auf
die Messkammer lenkte. Das Emissionsmaximum lag bei ca. 510 nm. Das Licht, das nach
Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes emittiert wurde, gelangte tGber den dichroiden Spiegel
zu einer Kamera, die mit einem Computer verbunden war. Im Computer wurden die
durchgefiihrten Messungen gespeichert. Fiir die Ca®*-Bestimmung wurde der Quotient aus der
gemessenen Fluoreszenz nach Anregung mit 340 nm und 380 nm gebildet. Mit dem
Quotienten der gemessenen Emissionsintensititen konnte im Anschluss die Berechnung der
intrazellularen Ca**-Konzentration erfolgen.

Die Quotienten wurden in den Diagrammen als relative Einheiten (r.E.) dargestellt und zu
einem festgelegten préanoxischen Zeitpunkt bei Versuchsbeginn auf einen Wert von 1,2

normiert.

Bei Messungen des Fluoreszenzspektrums mit hoher und niedriger Ca**-Konzentration wurde
zusétzlich eine Wellenlange ermittelt, bei der keine Veranderung des Signals auftrat. In
diesem System erwies sich die Anregung bei einer Wellenlinge von 357 nm Ca?*-unabhangig
und wurde zur anschlieRenden planimetrischen Berechnung der interzelluléren Liickenbildung

herangezogen.
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>500 nM Cai™*

<100 nM Cai"*

Versuchsbeginn Ende der Ischamie Ende der Reperfusion

Abb. 2.4: Darstellung der fehlfarbenkodierten Bilder zur Ca®*'-Messung mit dem Farbstoff
Fura-2 AM nach 10-minitiger Normoxie, am Ende der 40-mindtigen Ischamie und nach 40-
minutiger Reperfusion. Weiler Balken = 10 um bei 40-facher Vergrof3erung

Berechnung der intrazellularen Ca**-Konzentration
Formel nach Grynkiewicz et al. 1985
[Ca®*i= Kd X B X (R - Rin) / (Rmax - R)

Kd:  Affinitat von Fura-2 zu freien zytosolischen Calziumionen.

- Kd variiert bei unterschiedlichen experimentellen Bedingungen und ist pH-Wert
abhangig.

- In-vitro-Kd-Wert nach Grynkiewicz et al. 1985 fir Fura-2: 224 nmol/I.

- Der Kd-Wert wurde in intakten Zellen wie von Schéfer 2003 beschrieben festgelegt.

- (In-vivo-Kd-Wert berechnet von Ladilov et al. 2000 fir Fura-2:

bei einem pH-Wert von 7,2: 309 + 8 nmol/l
bei einem pH-Wert von 6,5: 357 £ 7 nmol/l).

B: Quotient aus der Emissionsintensitat des Rmi,-Wertes und aus der Emissionsintensitét

des Rmax-Wertes, jeweils bei einer Wellenldange von 380 nm.
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Die Kalibrierung wurde nach dem Protokoll von Li et al. 1987 modifiziert. Die Endothel-
zellen wurden dabei mit Kalibrierungslosung (s. 2.1.2), deren pH-Wert auf 6,4 bzw. 7,4

titriert war, perfundiert.

Rmax: Maximaler Quotient

Bestimmung: Zusatz von CaCl; (3 mM) zum Perfusionsmedium.

Rmin:  Minimaler Quotient

Bestimmung: Zusatz von EGTA (5 mM) zum Perfusionsmedium.

2.2.2.2 Bestimmung der Radikalentstehung

Die Generierung von Radikalen wurde durch fluoreszenzoptische Messungen mit dem
Farbstoff H,DCFDA bestimmt, der sensitiv auf H,O; reagiert.

Die reduzierte Membran-permeable Form H,DCFDA ist nicht fluoreszierend und diffundiert
in die Endothelzellen. In den Zellen spalten Esterasen die Acetat-Gruppe ab und der Farbstoff
H,DCF kann dadurch nicht mehr aus der Zelle gelangen. Radikale oxidieren H,DCF zu dem
fluoreszierenden und dadurch messbaren Produkt DCF.

Die Endothelzellen wurden fur 30 min bei 30°C in HEPES-gepufferter Tyrode-Ldsung mit
2 % FBS/NCS (Beladungsmedium s. 2.1.2) mit 2 uM H,DCFDA beladen und im Anschluss
in das Ischamie-/Reperfusionssystem verbracht, in dem die fluoreszenzoptischen Messungen
der Radikalentstehung durchgefihrt wurden. In  Abb. 25 sind Bilder der
Fluoreszenzmikroskopischen Messungen mit dem Farbstoff H,DCFDA an koronaren
mikrovaskuldren Endothelzellen dargestellt. Der Farbstoff H,DCFDA wurde in den
Versuchen mit der Wellenldnge 475 nm angeregt. Das Emissionsmaximum lag bei 530 nm.
Die DCF-Messwerte wurden in den Diagrammen in Quotienten aus F (Fluoreszenzintensitét)
und Fo (Hintergrundfluoreszenz), d. h. einer relativen Zunahme der DCF-Fluoreszenz in
Prozent im Vergleich zum Hintergrund, dargestellt.

Um Messungen von DCF-Fluoreszenzsignalen durch Autooxidation des Farbstoffes bei
Lichteinfall zu vermeiden, wurde das Belichtungsprogramm vor Versuchsbeginn optimiert.
Dafiir wurden gefarbte Zellen unter normoxen Bedingungen 80 min lang demselben
Belichtungsprogramm ausgesetzt, wie es auch bei den Ischdmie-Reperfusionsversuchen der
Fall ist. Bei diesen Messungen konnte kein spontaner Anstieg des Signals festgestellt werden
(Abb. 2.6).
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Versuchsbeginn Ende der Reperfusion

Abb. 2.5: Fluoreszenzoptische Bilder zur DCF-Messung nach 10 min Normoxie und nach 40
min Reperfusion. WeilRer Balken = 10 um bei 40-facher VergrofRerung
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Abb.2.6: DCF-Fluoreszenz nach Hintergrundkorrektur (Zunahme in %, bezogen auf die
Ausgangsfluoreszenz) im Verlauf der 40-miniitigen Ischamie und Reperfusion —&—, im
Vergleich zu Messungen der gefarbten Zellen mit gleichem Belichtungsprogramm bei 80-
minitiger Normoxie —C—. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM eines einzelnen Experiments
(n = 16 Endothelzellen).

2.2.2.3 Messung des mitochondrialen Membranpotentials

Die Endothelzellen wurden fur 10 min bei 30°C mit 1 uM JC-1 in HEPES-gepufferter
Tyrode-Losung (2.1.2) ohne FBS/NCS beladen.

Das mitochondriale Membranpotential wurde durch fluoreszenzoptische Messungen mit dem
kationischen, lipophilen Farbstoff JC-1 durchgefuhrt. JC-1 ist ein 2-Emissionen-Farbstoff, der
von den Mitochondrien aufgenommen wird und innerhalb der Mitochondrienmatrix
akkumuliert. JC-1 liegt bei steigender Konzentration und stark negativem Membranpotential
als Polymer (J-Aggregat) vor, das bei einem Exzitationsspektrum von 490 nm mit einem
Emissionsmaximum von ca. 590 nm rot fluoresziert. Die J-Aggregate des JC-1 sind relativ
instabil. Durch Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials zerfallen sie in
Monomere, die bei einem Anregungsspektrum von 490 nm mit einem Emissionsmaximum
von ca. 527 nm grun fluoreszieren. Die Monomere diffundieren aus den Mitochondrien in das
Zytosol. Dies fuhrt zur Abnahme der roten Fluoreszenz. Der Quotient zwischen den rot-
fluoreszierenden J-Aggregaten und den grun-fluoreszierenden JC-1 Monomeren fihrt
unabhéngig von der Mitochondrienform oder -grof3e auf deren Membranpotential zuriick.

Die gemessenen Quotienten aus J-Aggregaten und JC1-Monomeren (590 nm/527 nm) wurden

in den Diagrammen als relative Einheiten (r.E.) dargestellt.
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2.2.2.4 Bestimmung des intrazellularen ATP-Spiegels

Die koronaren mikrovaskuldren Endothelzellen wurden fur 30 min bei 30°C mit 2 uM Mag-
Fura-2 in HEPES-gepufferter Tyrodeldsung mit 2 % FBS/NCS (Beladungsmedium s. 2.1.2)
gefarbt.

Der intrazelluldare ATP-Gehalt wurde fluoreszenzoptisch indirekt durch den Farbstoff Mag-
Fura-2 AM gemessen. Wie bei Fura-2 passiert der Farbstoff die Zellmembran. In der Zelle
werden die lipophilen Gruppen von unspezifischen Esterasen abgespalten, so dass Mag-Fura
die Zelle nur noch sehr langsam verlassen kann. Mag-Fura bindet an freies Mg?* innerhalb der
Zelle. Mg** welches in Bindung mit ATP vorliegt, wird in diesem Fall nicht gemessen. Bei
ATP-Abbau steigt der Spiegel des ungebundenen Mg®** und dadurch auch das
fluoreszenzoptische Signal an. Die Messungen wurden auf gleiche Weise wie die Ca*'-
Bestimmungen durchgefiihrt. Die anregenden Wellenldngen betrugen dabei ebenfalls 340 und
380 nm. Auch die Ergebnisse der Mag-Fura-2-Messungen wurden als Quotient aus den
Emissionen der Exzitationswellenlangen 340 und 380 nm in relativen Einheiten (r.E.)
dargestellt. In den Diagrammen wurde eine endanoxische Normierung des Quotienten auf
1,10 durchgefihrt.

2.2.2.5 Bestimmung der interzellularen Licken

Um die Ausdehnung der interzellularen Licken zu bestimmen, wurde bei einer
Fluoreszenzwellenlange gemessen, deren Signal von der intrazellularen Ca?*-Konzentration
unabhangig ist. Die Wellenlange, bei der das Signal trotz hoherer oder niedrigerer Ca?*-
Konzentration stabil blieb, betrug bei den Messungen 357 nm. Die aufgezeichneten Bilder
wurden durch Binarisierung in Areale ohne Zellen (ohne Fluoreszenzsignal = 0) und Bereiche
mit Zellen (mit Fluoreszenzsignal = 1) eingeteilt. In einem Programm wurde nun die Summe
aller 0-Pixel im kompletten Verlauf der gespeicherten Bilder addiert. Mit den gewonnenen
Daten kann nun die prozentuale Zunahme der zellfreien Areale (= 0) im Verhaltnis zur
Zellflache berechnet werden. Zur weiteren Auswertung wurde die Anzahl der O-Pixel
wahrend der 10-miniitigen Normoxie (pH 7,4) auf 0 % und die endanoxische Anzahl auf
100 % gesetzt. Die Anderung der interzellularen Liickenbildung im Verlauf der Reperfusion

bezog sich prozentual auf die Anderung wihrend der Anoxie.
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2.2.3 Western Blot

2.2.3.1 Zellkultur und Stimulation

Endothelzellen wurden wie auch fiur die optischen Messungen beschrieben, trypsinisiert und
in 10-cm-Schalen auf Deckgldschen mit einem Durchmesser von 42 mm ausplattiert und nach
2-3 Tagen bei ca. 70 % Konfluenz fur die Versuche eingesetzt. Kammeraufbau und Protokoll
fir die Ischamie-/Reperfusionsversuche entsprachen dem der optischen Messung. Fur die
Stimulation unter normoxen Bedingungen mit t-BHP (H,0,) wurde das Kulturmedium durch
HEPES-gepufferte Tyrode-Losung (Normoxiemedium s. 2.1.2) ersetzt und die Endothelzellen
wurden fir 45 min im Warmeschrank inkubiert, bevor fir 20 min mit aufsteigenden
Konzentrationen t-BHP (10 uM, 30 uM, 50 uM 100 uM und 200 uM) stimuliert wurde. Bei
den Reperfusionsexperimenten wurden die Zellen wie bei den Fluoreszenzmessungen

behandelt und entsprechende Inhibitoren wurden mit Beginn der Reperfusion gegeben.

2.2.3.2 Lyse der Endothelzellen

Endothelzellen wurden nach entsprechender Inkubationszeit mit kalter PBS-Ldsung einmalig
gewaschen und anschlielend auf Eis mit 150 ul Lysispuffer und 10 pl Benzonase®
(Endkonzentration 50 IE/ml) zwecks Verdau der Nukleinsdauren versetzt. Die Zellen wurden
mit einem Zellschaber vom Boden abgeldst und zusétzlich im Douncer bei 4°C mechanisch
aufgeschlossen. Das Lysat wurde in ein Reaktionsgefal Gberfthrt und bei 1000 x g fiir 2 min
bei 4°C zentrifugiert, um Zellkerne und nicht aufgeschlossene Zellen zu entfernen. Der
Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal uiberfiihrt und das Lysat konnte bis zur weiteren

Verarbeitung bei -80°C eingefroren werden.
2.2.3.3 Proteinbestimmung
Die Proteinkonzentration wurde nach Lowry (Lowry et al. 1951) bestimmt. Zur

Quantifizierung des Proteingehalts diente als Standard BSA, gel6st in destilliertem Wasser in
folgenden Konzentrationen: 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 und 1,2 mg/ml (s. Anhang).
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2.2.3.4 Immunprazipitation

Vorbereitung der Dynabeads®

Dynabeads® Protein A wurden in der gewiinschten Menge in ein ReaktionsgefaR tberfihrt
und mehrmals fir 2-3 min in den Magneten (DynaMag™-2) gestellt und mit 0,5 ml eiskaltem
0,1-M-Natriumphosphatpuffer (pH 7,4) gewaschen. Alle Waschschritte wurden auf Eis
durchgefiihrt. Nach erneutem Entfernen des Uberstandes wurden dann auf 6 pl Beads 4-5 pg
PLCyl Antikorper (sc-81, s. Anhang) in eiskaltem 0,1-M-Natriumphosphatpuffer in einem
Volumen von ca. 150 pl hinzugegeben. Dynabeads® und Antikdrperldsung wurden bei 4°C
fir 60-90 min unter langsamer Rotation inkubiert. Dann wurde zum Blockieren noch freier
Bindungsstellen gleiches VVolumen der Blockldsung hinzugeben (6 % Magermilchpulver in
0,1-M-Natriumphosphatpuffer mit 0,1 % Tween-20) und fur 60 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliefen wurde das Reaktionsgefal wieder fur 2-3 min in den Magneten
gestellt und der Uberstand entfernt. Die mit Antikorpern beladenen Beads wurden 3-5 x mit
1 ml 0,1-M-Natriumphosphatpuffer mit 0,1 % Tween-20 gewaschen. Dann wurde ca 100 pl
PBS (pH 7,4) hinzugegeben und die Beads konnten dann sofort weiter verwendet oder bei

4°C zwischengelagert werden.

Immunprézipitation

Zur Vorreinigung wurde das Lysat mit ungebundenen Dynabeads® (20 pl beads auf 200 pl
Lysat) versetzt und 30-60 min rotierend bei 4°C inkubiert. Der Uberstand wurde in der
Immunprézipitation eingesetzt.

Zur Immunprazipitation wurden entsprechend vorbereitete und mit AntikOrpern beladene
Beads jeweils mit 200 pg Lysat fur 90 min bei 4°C unter leichter Rotation inkubiert. Das
Gesamtvolumen wurde jeweils auf 500 pl mit 0,1-M-Natriumphosphatpuffer eingestellt, dem
Sigma Phosphatase Cocktail 2 und 1 pg/ml Pepstatin zugesetzt waren. Zur Trennung der
ungebundenen von den gebundenen Proteinen wurde der Ansatz wieder fir 2-3 min in
Magneten gestellt und der Uberstand entfernt. Zur Kontrolle der erfolgreichen und
vollstandigen Immunprézipitation wurde der Uberstand bei 4°C aufbewahrt, um direkt aufs
Gel aufgetragen bzw. bis zur weiteren Verarbeitung bei -70°C gelagert zu werden.

Dann wurde der Dynabeads®-Lysat-Komplex auf Eis 3-5 x gewaschen mit je 1 ml eiskaltem
0,1-M-Natriumphosphatpuffer mit 0,1 % Tween 20 und abschlieBend mit 1 ml eiskaltem
PBS versetzt.
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Das Endprodukt (Dynabeads®-Antikorper-Protein-Komplex) wurde in 80 pl NUPAGE® LDS
Sample Buffer entsprechend den Herstellerangaben aufgenommen und bei 70°C fir 10 min
denaturiert (gleichzeitig Trennung der Dynabeads® vom Antigen-Antikérperkomplex), um
dann die Auftrennung der Proteine mit NuPAGE® Novex Bis-Tris Gelen im Xcell

SureLock™ Mini-Cell System durchzuftuhren.
2.2.3.5 Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit kommerziell erhéltlichen Gradientengelen
(NUPAGE® Bis-Tris 4-12 %, 1.5 mm, 10 Well) und XCell SureLock™ Mini-Cell nach dem
vom Hersteller angegebenen Protokoll. Alle Losungen und Puffer wurden nach dem vom
Hersteller angegebenen Protokollen angesetzt. 2025 ul der entsprechenden Probe wurden
zusammen mit je 2 Proteinstandards pro Gel (SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard,
MagicMark™ XP Western Protein Standard) aufgetragen und bei 200 V fur 60-90 min
aufgetrennt. Zum Proteinnachweis erfolgte nach der Gelelektrophorese das Blotten des Gels
zum Transfer der Proteine auf einen PVDF-Membran (Invitrolon™ PVDF). Dies erfolgte
ebenfalls mit einem kommerziell erhaltlichen System (XCell 1II™ Blot Module) mit
zugehorigem Netzteil (PowerEase® 500 Power Supply) nach dem vom Hersteller
angegebenen Protokoll. Der Proteintransfer erfolgte bei 30 V fiir 70 min bei Raumtemperatur.

2.2.3.6 Western-Blot-Analyse

Reversible Proteinfarbung mit Ponceau S

Zur Kontrolle des vollstandigen Proteintransfers auf die Membran wurde eine reversible
Farbung mit Ponceau S (Kohn und Riches 1978) durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren wurden
die Membranen in einer 0,2 %igen Ponceau-S-Losung 5 sec lang gefarbt, was zu einer
unspezifischen Rotfarbung der transferierten Proteine fiihrte. AnschlieBend wurde der
Membranhintergrund durch Schwenken in Aqua bidest. entfarbt, um die Proteinbanden fir die
Dokumentation gut sichtbar zu machen. Die Einfarbung der Proteine konnte anschlielRend

durch Waschen in TBST-Puffer wieder vollstandig riickgangig gemacht werden.

Immunologischer Nachweis von phosphorylierter und nicht phosphorvylierter PLCyl1

Die entsprechenden Proteine konnten nach erfolgreichem Proteintransfer durch den Einsatz
spezifischer Antikorper nachgewiesen werden.
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Um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen wurden die Membranen zunéchst 60 min bei
Raumtemperatur in 5 %iger Milchpulverlosung in TBST-Puffer inkubiert. Nach 3 x Waschen
in TBST-Puffer wurden die Membranen uber Nacht bei 4°C mit phosphoPLCy1 (PLCyl in
phosphorylierter Form, Tyr783, 1:500-Verdinnung sc-81) bzw. PLCyl Antikorper
(gesamtPLCyl, sc-81, 1:1000-Verdiinnung) in 5 % BSA in TBST-Puffer bei leichter Rotation
inkubiert. Dann wurden die Membranen 4 x fur 5 Min in TBST-Puffer gewaschen, um
uberschussige Antikorper zu entfernen.

Um die Antigen-Antikdrperbindung zu detektieren, wurden die Membranen anschlieRend mit
den Horse raddish peroxidase (HRP) gekoppelten Zweitantikérpern (Anti-Kanichen-1gG
(HRP-gekoppelt) 1:2000) in 5% Milchpulver in TBST-Puffer fir 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurden die Membranen 4 x fir 5 min in TBST-Puffer gewaschen.
Zur Visualisierung der phosphoPLCyl bzw. gesamtPLCyl wurden die Membranen kurz in
ECL-Reagenz (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate) geschwenkt, wodurch
die chemilumineszierende Peroxidasereaktion in Gang gesetzt wurde. Die dadurch
entstehende Chemilumineszenz wurde mittels Digitalkamera aufgenommen und anschlieRend
mit Hilfe des Softwareprogramms QuantityOne® quantifiziert.

Zur Bestimmung des gesamtPLCyl Gehaltes wurden der primére und der sekundare
Antikdrper mittels ,,Stripping* entfernt. Der Erfolg des Stripping zeigte sich durch Inkubation
mit dem sekundédren Antikorper, wobei keine Chemilumineszenz mehr detektiert werden
konnte. Zur Antikdrperentfernung wurde die Membran zweimal 5 min im Strippuffer und
dann zweimal fur 10 min in PBS und anschlielRend fur 5 min in TBST-Puffer gewaschen. Die
Rehydration der PVDF-Membran (Invitrolon™ PVDF) erfolgte fiir ca. 30 sec in Methanol,
gefolgt von 5 min Inkubation in TBST. Dann konnte, wie oben beschrieben, wieder das

Blocken der Membran und die weitere Antikdrperinkubation erfolgen.
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2.2.4 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + SEM aus mehreren Experimenten (n > 3) von
mindestens drei verschiedenen Zellpraparationen dargestellt. Dabei wurde bei jedem
einzelnen Experiment der Mittelwert aller auswertbaren Zellen flr die weiteren Berechnungen
herangezogen. Die Daten wurden durch eine ANOVA (One-Way Analysis of Variance) mit
nachfolgendem Tukey- oder Bonferroni-Test analysiert. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von

p < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Alle Datenanalysen wurden mit dem

Statistikprogramm Sigmastat erstellt.

Um Kinetiken fir fluoreszenzoptische Messungen verschiedener Farbstoffe Uber den
gesamten Versuchszeitraum von 80 min besser darstellen zu kdnnen, wurden einzelne
Versuche ausgewahlt, die einen typischen Verlauf aufwiesen. Die Diagramme der Kinetiken
entstehen deshalb jeweils aus den Mittelwerten aller ausgewerteten Zellen einzelner

Versuche.
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3 Ergebnisse

3.1 Zytosolisches Ca** wéhrend simulierter Ischamie und Reperfusion

Die in dieser Arbeit verwendeten koronaren mikrovaskularen Endothelzellen zeigten unter
Ischdmie- und Reperfusionsbedingungen einen charakteristischen Verlauf der Fura-2-
Fluoreszenz und damit im zytosolischen Ca®*, wie er auch in vorherigen Arbeiten der
Arbeitsgruppe beschrieben wurde. In den ersten 10-15 min der Ischdmiephase kam es zu
einem schnellen Anstieg des intrazellularen Ca**-Spiegels. Im Anschluss an diesen initialen
Ca®*-Anstieg stieg das zytosolische Ca?* im weiteren Verlauf der simulierten Ischamie
langsam kontinuierlich an. Dabei lag der endischdmische Wert nach 40 min signifikant Uber
dem Wert zu Beginn der Ischdmie (Fura-2 Quotient: Beginn Ischamie 1,01 £ 0,02 vs. Ende
Ischdmie 1,27 £ 0,01; n = 12 Zellen, p < 0,05). Mit dem Einsetzen der Reperfusion, in der die
Zellen wieder Sauerstoff und Glukose erhielten, verstarkte sich der intrazelluldre Ca*'-
Anstieg erneut und lag nach 40 min signifikant Gber dem endischdmischen Wert (Fura-2
Quotient: 40 Min Ischamie 1,27 + 0,01 vs. 40 min Ischamie + Reperfusion 1,47 £ 0,03; n =12
Zellen, p < 0,05). Eine typische Ca?*-Kinetik ist in Abbildung 1 dargestellt.

In den folgenden Untersuchungen sollte die Ursache fiir diesen intrazelluldren Ca®*-Anstieg in
der Reperfusion gefunden werden. Ziel war es, die Rolle von Radikalen bei der Entstehung
dieses zusatzlichen intrazelluldren Ca**-Anstiegs in der Reperfusion zu charakterisieren und
eine mogliche Beteiligung der Radikale bei der Aktivierung der Phospholipase C (PLC) zu

analysieren.
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Abb. 1: Reprasentative Kinetik des Fura-2 Quotienten, dargestellt als relative Einheiten [r.E.]
—QO—, und der DCF-Fluoreszenz nach Hintergrundkorrektur (AF/FO) —&— (Zunahme in %,
bezogen auf die Ausgangsfluoreszenz). Unter Kontrollbedingungen: wéhrend 20 min
Normoxie, 40 min simulierter Ischamie und 40 min simulierter Reperfusion. Dargestellt ist
jeweils der Mittelwert + SEM von 16 Endothelzellen in einem einzelnen reprasentativen
Experiment (n = 16 Endothelzellen, 1 Experiment).

3.2 Radikalentstehung wahrend simulierter Ischamie und

Reperfusion

Bei diesen Experimenten sollte die Frage geklart werden, ob unter den Bedingungen der
simulierten Reperfusion, bei der die Endothelzellen also wieder Sauerstoff und Energie
erhalten, gleichzeitig ein vermehrter Anstieg der Radikalproduktion registriert werden kann.
Als fluoreszenzoptischer Indikator wurde daftir der Farbstoff H,DCFDA eingesetzt.

Wie Abbildung 1 zeigt, stieg die Radikalbildung der Endothelzellen wahrend simulierter
Ischédmie kontinuierlich an (in diesem Experiment: DCF-Fluoreszenzzunahme (AF/FO) in %:
Normoxie 4 £ 1 vs. End-Ischdmie 85+ 1; n =16 Zellen, p <0,05). Wahrend der simulierten

Reperfusion kam es bereits in den ersten Minuten zu einem schnellen und deutlichen Anstieg
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der DCF-Fluoreszenz. Danach verlangsamte sich der Anstieg, nahm aber bis zum Ende des
Versuches weiterhin zu (in diesem Experiment: DCF-Fluoreszenzzunahme (AF/FO) in %:
End-lIschdmie 85+ 1 vs. Ischdmie + Reperfusion 368 £ 46; n=16 Zellen, p<0,05). In
Abbildung 2 wird der Verlauf der DCF-Fluoreszenzzunahme als Mittelwert + SEM aller
Kontrollversuche dargestellt. Die deutliche Zunahme des Fluoreszenzsignals in der
Reperfusionsphase konnte durch die Zugabe des Radikalfangers Trolox, ein Vitamin-E-
Analogon, mit Beginn der Reperfusion auf nahezu endischamische Werte reduziert werden

(Abb. 3). Diese Daten zeigen, dass es mit Beginn der Reperfusion zu Radikalbildung kommt.
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Abb. 2: DCF-Fluoreszenzsignal (AF/FO) nach Hintergrundkorrektur (Zunahme in %, bezogen
auf die Ausgangsfluoreszenz): wahrend Normoxie (N), nach 40 min simulierter Ischamie (1)
und am Ende der 40 min simulierten Reperfusion (R). Das Diagramm zeigt Mittelwerte +
SEM. Gruppen, die mit unterschiedlichen Buchstaben (a, b, c) markiert sind, unterscheiden
sich signifikant voneinander (Tukey) (n = 6 Experimente, p < 0,05).
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Abb. 3: DCF-Fluoreszenzsignal (AF/FO) nach Hintergrundkorrektur (in %, bezogen auf die
Ausgangsfluoreszenz): nach 40 min Reperfusion unter Kontrollbedingungen (Ktr) und nach
Applikation von Trolox (500 pM). Das Diagramm zeigt Mittelwerte + SEM. * signifikanter
Unterschied zur Kontrolle nach Bonferroni (n =6 Experimente, p <0,05). Die gestrichelte
Linie zeigt den endischamischen Mittelwert.

3.3 Einfluss der Radikalbildung auf den zytosolischen Ca?*-Anstieg

wahrend simulierter Reperfusion

In Abbildung 4 wird zunéchst dargestellt wie sich der intrazellulare Ca**-Gehalt im Verlauf
der Ischdmie-/Reperfusionsexperimente in den Kontrollversuchen entwickelte. Um in der
Reperfusion einen Zusammenhang zwischen Radikalentstehung und zytosolischem Ca** zu
untersuchen, wurden bei Fura-2-Messungen mit Beginn der Reperfusion Radikalfanger
appliziert. In der Literatur werden fir einige Radikalfanger, wie z. B. Tiron, unspezifische
Effekte auf den intrazelluldren Ca?*-Gehalt durch Chelatbildung beschrieben (Gosh et al.

2002). Deshalb wurden drei unterschiedliche Radikalfanger eingesetzt, um unspezifische
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Effekte auf die Ca’*-Messungen auszuschlieBen: Trolox, N-2-Mercaptoproprionylglycin
(MPG) und N-Acetylcystein (NAC). Alle drei Radikalfanger reduzierten den zytosolischen
Ca®*-Gehalt im Vergleich zur Kontrolle signifikant (Abb. 5). Diese Daten zeigen, dass ein
Zusammenhang zwischen Radikalentstehung und Anstieg im zytosolischen Ca®* besteht. Im

Weiteren sollte nun die Herkunft der Radikale ndher untersucht werden.
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Abb. 4: Fura-2 Quotient wahrend Normoxie (N), nach 40 min simulierter Ischamie (I) und am
Ende der 40 min simulierten Reperfusion (R). Das Diagramm zeigt Mittelwerte £+ SEM.
Gruppen, die mit unterschiedlichen Buchstaben (a, b, c) markiert sind, unterscheiden sich
signifikant voneinander (Tukey) (n = 5 Experimente, p < 0,05).
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Abb. 5: Effekte von Trolox (T-250 puM und T-500 pM), MPG (100 pM) sowie NAC (25 mM)
auf den Fura-2 Quotienten am Ende der Reperfusion. Das Diagramm zeigt Mittelwerte +
SEM. * signifikanter Unterschied zur Kontrolle nach Bonferroni (n = 5 Experimente, p < 0,05).
Die gestrichelte Linie zeigt den endischamischen Mittelwert.

3.4 Herkunft der Radikale wahrend simulierter Reperfusion

Bei den folgenden Untersuchungen wurde der Fokus auf zwei mdgliche Radikalquellen
gelegt: die NADPH-Oxidase und die Mitochondrien. Die NADPH-Oxidase spielt in der
Literatur bei der Radikalentstehung in Endothelzellen eine gréRere Rolle, weshalb Apocynin,
ein spezifischer Inhibitor der NADPH-Oxidase, mit Beginn der Reperfusion appliziert wurde.
Apocynin wurde dabei in zwei unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt, von denen eine
Hemmung der NADPH-Oxidase bekannt ist (Zhang et al. 2002, Chen et al. 2006, Almeida et
al. 2012). In Abbildung 6 sind die Ergebnisse der DCF-Messungen dargestellt. Die Hemmung
der NADPH-Oxidase durch Apocynin fihrte dabei zu keiner Reduktion der
Radikalentstehung.
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Auch die Mitochondrien gelten innerhalb der Zelle als eine bedeutende Radikalquelle. Gerade
in der Reperfusion konnte die Verfugbarkeit von Sauerstoff und Energie dazu fihren, dass
durch steigende mitochondriale Aktivitat eine vermehrte Radikalproduktion begunstigt wird.
In den Untersuchungen wurde deshalb MitoQ, ein sehr effektiver, Mitochondrien-spezifischer
Radikalfanger eingesetzt. Im Gegensatz zu dem NADPH-Oxidase-Inhibitor Apocynin fiihrte
die MitoQ-Applikation zu einer deutlichen Reduktion der Radikalproduktion wéhrend
simulierter Reperfusion (Abb. 6). Dies weist auf die Mitochondrien als Quelle der
Radikalbildung hin.

Ziel der folgenden Ca**-Messungen war, die Effekte von MitoQ und Apocyin auch auf das
zytosolische Ca?* hin zu analysieren. Als Kontrollexperiment wurde in den Ca?*-Messungen
zusatzlich das inaktive Analogon von MitoQ, DTPP verwendet. Die Ergebnisse der Ca*'-
Messungen sind in Abbildung 7 dargestellt. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der
Radikal-Messungen hatte Apocynin, der Inhibitor der NADPH-Oxidase, auf den Anstieg in
der Fura-2-Fluoreszenz sowohl bei 100 uM (Abb. 7) als auch in der hoheren Konzentration
von 200 pM (hier nicht gezeigt) keinen Effekt. Im Gegensatz dazu konnte MitoQ in
wirksamen Konzentrationen eine signifikante Reduktion des intrazellularen Ca**-Spiegels
bewirken. Das inaktive Analogon DTPP zeigte dagegen keine Verénderung des Fura-2-
Signals (Abb. 7). Dies deutet darauf hin, dass die Generierung mitochondrialer Radikale

verantwortlich fur den Reperfusion-induzierten intrazellularen Ca?*-Anstieg ist.
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Abb. 6: Effekt von MitoQ (MQ 1 puM) und Apocynin (Apo 100 uM, 200 pM) auf das DCF-
Fluoreszenzsignal (AF/FO) nach Hintergrundkorrektur (Zunahme in %, bezogen auf die
Ausgangsfluoreszenz) nach 40 min simulierter Reperfusion. Das Diagramm zeigt Mittelwerte
+ SEM. * signifikanter Unterschied zur Kontrolle nach Bonferroni (n =5 Experimente,
p < 0,05). Die gestrichelte Linie zeigt den endischamischen Mittelwert.
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Abb. 7: Effekt von DTPP (0,5 uM, 1,0 uM) und MitoQ (MQ 0,2 uM, 0,5 uM, 1,0 uM) sowie
Apocynin (Apo 100 uM) auf den Fura-2 Quotienten nach 40 min simulierter Reperfusion. Das
Diagramm zeigt Mittelwerte + SEM. * signifikanter Unterschied zur Kontrolle nach Bonferroni
(n =5 Experimente, p < 0,05). Die gestrichelte Linie zeigt den endischamischen Mittelwert.

3.5 Effekte verschiedener Inhibitoren der mitochondrialen
Atmungskette auf die Radikalentstehung

Um die Orte der Radikalentstehung innerhalb der mitochondrialen Atmungskette ndher
eingrenzen zu konnen, wurden verschiedene Inhibitoren der Komplexe I, 11 und Il der
mitochondrialen Atmungskette mit Beginn der Reperfusion appliziert: Rotenon (Komplex I-
Inhibitor), DPI (Komplex I-Inhibitor), TTFA (Komplex Il-Inhibitor) und Antimycin A
(Komplex II-Inhibitor). Die Inhibitoren wurden dabei in gangigen, in der Literatur
verwendeten Konzentrationen eingesetzt (Ingledew und Ohnishi 1977, Chandel et al. 2000,
Grover 2004, Kumaran et al. 2004, Kyoi et al. 2006, Lambert et al. 2008, Lui et al. 2010). Als
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Kontrollexperiment wurde zur Unterbrechung des Substratflusses 2-Desoxyglukose (2-DG)
eingesetzt. 2-DG bewirkt eine Hemmung der Glykolyse (Sokoloff et al. 1977). Dies fuhrt
indirekt zu einem Substratmangel fur die mitochondriale Atmungskette.

TTFA, Inhibitor des Komplexes II, und Antimycin A, Inhibitor des Komplexes 11, konnten
beide die Radikalentstehung signifikant reduzieren. Im Gegensatz dazu hatten die Inhibitoren
des Komplexes I, DPI und Rotenon, keinen hemmenden Effekt auf die Entstehung reaktiver
Sauerstoffspezies (Abb. 8).

2-Desoxyglucose (2-DG) zeigte eine reduzierende Wirkung auf die Radikalgenerierung (Abb.
8).
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Abb. 8: Messung der Radikalentstehung nach 40 min simulierter Reperfusion durch
Darstellung des DCF-Fluoreszenzsignals (AF/FO) nach Hintergrundkorrektur (Zunahme in %,
bezogen auf die Ausgangsfluoreszenz) bei Applikation von Rotenon (Rot 2 pM, 5 pM), DPI
(10 uM), TTFA (40 pM), Antimycin A (AntiA 2 pg/ml) und 2-DG (10 mM). Das Diagramm
zeigt Mittelwerte £ SEM. * signifikanter Unterschied zur Kontrolle nach Bonferroni (n=4
Experimente, p < 0,05). Die gestrichelte Linie zeigt den endischdmischen Mittelwert.
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3.6 Mitochondriales Membranpotential A¥Y\, wahrend simulierter

Ischamie und Reperfusion

Die bisherigen Ergebnisse deuten auf die mitochondriale Atmungskette als Quelle der
Radikalentstehung wéhrend simulierter Reperfusion hin. Da mitochondriale Atmung und
mitochondriales Membranpotential (MMP) eng gekoppelt sind, sollte das MMP an den
intakten Endothelzellen unter Ischdmie-/Reperfusionsbedingungen qualitativ mittels des
Fluoreszenzindikators JC-1 ermittelt werden. Dabei korreliert eine Abnahme des JC-1-
Quotienten mit einer Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials.

Wéhrend der simulierten Ischdmie Giber 40 min konnte eine kontinuierliche Abnahme in der
Kinetik des JC-1-Quotienten gemessen werden, was einer Depolarisation von MMP entspricht
(Abb. 9). Mit Einsetzen der Reperfusion kam es innerhalb der ersten 5-10 min zu einem
signifikanten Anstieg des JC-1-Signals, was mit einer Repolarisation des MMP
gleichbedeutend ist. Jedoch flachte der Anstieg der JC-1-Fluoreszenz im weiteren Verlauf der
Reperfusion ab und erreichte auch nach 40 min nicht den Wert wie zu Beginn der Ischdmie
(Abb. 9). Das urspriingliche Membranpotential der Endothelzellen stellte sich also nach 40
min Reperfusion nicht wieder her (JC-1 Quotient [r.E.]: Normoxie: 101,8 +2,8 vs.
Reperfusion: 84,1 + 3,8; n = 3 Experimente; p < 0,05). Dennoch liegt dieser Wert signifikant
uber dem Wert, der bei Zellen gemessen wurde, die einer kontinuierlichen Ischdmie Gber 80
min ausgesetzt waren. (JC-1 Quotient [r.E.]: kontinuierliche Ischdmie: 48,8 +4,4 vs.
Reperfusion: 84,1 + 3,8; n = 3 Experimente; p < 0,05).
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Abb. 9: JC-1 Quotient, dargestellt in relativen Einheiten [r.E.] zur Messung des
mitochondrialen Membranpotentials (A%,,). Kontinuierliche Ischamie —@— im Vergleich zur

40-minitigen postischamischen Reperfusion (R) —@—. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM
von 3 Experimenten (n = 3 Experimente, p < 0,05).

3.7 Beeinflussung des mitochondrialen Membranpotentials AWy

wahrend simulierter Reperfusion durch Radikalfanger

Im Weiteren sollte untersucht werden, ob unter Ischdmie-/Reperfusionsbedingungen ein
Zusammenhang zwischen Radikalentstehung und Anderung des mitochondrialen
Membranpotentials gezeigt werden kann. Abbildung 10 zeigt die Veranderungen des JC-1-
Quotienten im Verlauf der Kontrollexperimente. In Abbildung 11 ist ersichtlich, dass
reperfundierte Endothelzellen in Anwesenheit des Radikalfangers Trolox nach 40 min einen
signifikant hoheren JC-1-Quotienten zeigten als Zellen ohne den Radikalfénger. Das bedeutet,
dass der Radikalfanger eine leichte, aber doch signifikante Erholung des Membranpotentials

bewirkt. Oligomycin, ein Inhibitor der ATP-Synthase, wurde in Kontrollexperimenten
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eingesetzt, um zu demonstrieren, dass die Hemmung der Atmungskette eine Erholung des

Membranpotentials in der Reperfusion verhindert.
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Abb. 10: JC-1 Quotient wahrend Normoxie (N), nach 40 min simulierter Ischamie (I) und
nach 40 min simulierter Reperfusion (R). Das Diagramm zeigt Mittelwerte + SEM. Gruppen,
die mit unterschiedlichen Buchstaben (a, b, ¢) markiert sind, unterscheiden sich signifikant
voneinander (Tukey) (n = 5 Experimente, p < 0,05).
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Abb. 11: JC-1 Quotient nach 40 min Reperfusion bei Applikation von Trolox (500 uM) und
Oligomycin (Olig 10 uM). Das Diagramm zeigt Mittelwerte £ SEM. * signifikanter Unterschied
zur Kontrolle nach Bonferroni (n = 5 Experimente, p < 0,05). Die gestrichelte Linie zeigt den
endischamischen Mittelwert.

3.8 Zellularer ATP-Gehalt wahrend simulierter Ischdmie und

Reperfusion

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass wahrend der Reperfusion in den Mitochondrien
Radikale generiert werden und dass sich das mitochondriale Membranpotential nach
Depolarisation in der Ischamie wahrend der Reperfusion teilweise, aber nicht vollstandig
wiederherstellt. In weiteren Experimenten sollte der ATP-Gehalt der Endothelzellen bestimmt
werden, da das mitochondriale Membranpotential fur die Energiegewinnung der Zelle von
Bedeutung ist. Hierfir wurde die indirekte ATP-Messung mittels Mag-Fura-2 gewahlt. Die

Mag-Fura-2-Fluoreszenz zeigt einen Anstieg der freien zytosolischen Mg?*-Konzentration an,
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die bei ATP-Zerfall durch Freisetzung von Mg?" aus einem Komplex mit ATP resultiert.
Dabei korreliert ein Anstieg in der Mag-Fura-2-Fluoreszenz mit einem Verlust von ATP.

Im Verlauf der Ischdmiephase kam es innerhalb der ersten 20 min zu einem Anstieg in der
Mag-Fura-2-Fluoreszenz (Abb. 12), was auf einen ATP-Verlust in der Zelle hindeutet. Im
weiteren Verlauf der Ischdmie stieg die Fluoreszenz nicht weiter an, sondern erreichte ein
Plateau. Dieses Plateau setzte sich bei kontinuierlich fortgefiihrter Ischamie nahezu fort. Mit
Beginn der Reperfusion zeigte sich ein schneller Abfall der Mag-Fura-2-Fluoreszenz,
hinweisend auf einen ATP-Anstieg in der Zelle. Allerdings stieg das Signal nach dieser
kurzen Phase wieder kontinuierlich an, was auf einen erneuten ATP-Verlust bei fortdauernder
Reperfusion hindeutet (Mag-Fura-2 Quotient [r.E.]: Normoxie 1,00 + 0,01, Ende der Ischdmie
1,10 £ 0,01, Ende der Reperfusion 1,12 + 0,01, n = 3 Experimente, p < 0,05).

1,14 |} Normoxie Ischamie +/- Reperfusion

1,12

1,10
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Mag-Fura-2 Quotient[r.E.]
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-20 0 20 40 60 80
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Abb. 12: Mag-Fura-2 Quotient, dargestellt in relativen Einheiten [r.E.] wahrend 40 min
postischamischer Reperfusion —@— im Vergleich zu kontinuierlicher Ischamie —O—. Die
linke gestrichelte Linie markiert den Beginn der Isch&mie. Die rechte gestrichelte Linie
markiert den Beginn der Reperfusion. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM von 3
Experimenten (n = 3 Experimente, p < 0,05).
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3.9 Beeinflussung des ATP-Gehaltes wahrend simulierter

Reperfusion durch Radikalfanger und Inhibitoren der Atmungskette

Um zu untersuchen, ob ein mitochondrienspezifischer Radikalfanger protektive Effekte auf
den ATP-Gehalt der Endothelzelle in der Reperfusion hat, wurde MitoQ mit Beginn der
Reperfusion gegeben. Hierbei zeigte sich eine signifikante Reduktion der Mag-Fura-2-
Fluoreszenz, was auf einen hoheren ATP-Gehalt am Ende der Reperfusion hindeutet (Abb.
13). Hingegen zeigte das inaktive MitoQ-Analogon DTPP erwartungsgemal keinen
Unterschied zur Kontrolle. Die Blockade der Phosphoglucose-Isomerase durch den Inhibitor
2-Desoxyglucose (Abb. 13) diente wie DTPP als Kontrollexperiment und zeigte keine
signifikante Reduktion des ATP-Verlustes.

Die Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette Rotenon und DPI (fir Komplex 1) sowie
Antimycin A (fir Komplex 111) hatten keine signifikante Anderung des Fluoreszenzsignals
nach 40 min Reperfusion im Vergleich zur Kontrolle zur Folge. Jedoch bewirkte der
Komplex-1I-Inhibitor TTFA eine signifikante Reduktion des ATP-Verlustes (Abb. 14).
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Abb. 13: Mag-Fura-2 Quotient nach 40 min Reperfusion bei Applikation von MitoQ (1 pM),
seinem inaktiven Analogon DTPP (1 pM) und 2-DG (10 mM). Das Diagramm zeigt
Mittelwerte + SEM. * signifikanter Unterschied zur Kontrolle nach Bonferroni (n=5
Experimente, p<0,05). Die gestrichelte Linie zeigt den endisch&mischen Mittelwert.
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Abb. 14: Wirkung von Rotenon (Rot 5 uM), DPI (10 uM), TTFA (40 pM) und Antimycin A
(AntiA 2 pg/ml) auf den Mag-Fura-2 Quotienten nach 40 min simulierter Reperfusion. Das
Diagramm zeigt Mittelwerte £ SEM. * signifikanter Unterschied zur Kontrolle nach Bonferroni
(n =5 Experimente, p < 0,05). Die gestrichelte Linie zeigt den endischamischen Mittelwert.

3.10. Hemmstoffe der Atmungskette beeinflussen den Ca**-Spiegel

wahrend simulierter Reperfusion

In den Fura-2-Messungen wurden die gleichen Inhibitoren der Atmungskette mit Beginn der
simulierten Reperfusion appliziert, aullerdem 2-Desoxyglucose als Kontrollexperiment zur
Unterbrechung des Substratflusses. Dariiber hinaus wurde Atractylosid verwendet (Knight et
al. 2002), um eine Beteiligung der ADP/ATP-Translokase an der Ca?*-Uberladung wéhrend
simulierter Reperfusion zu testen (hier nicht gezeigt). Die Fura-2-Messungen zeigen, dass
allein TTFA (Inhibitor des Komplexes 1) zu einer signifikanten Reduktion des Ca*'-
Anstieges in der Reperfusion flihrte (Abb. 15). Die Inhibitoren des Komplexes I, Rotenon und
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DPI, hatten keine signifikanten Effekte auf das Fura-2-Fluoreszenz-Signal. Auch der Inhibitor
der F1Fo-ATPase (Komplex V der Atmungskette), Oligomycin, beeinflusste den Ca**-Spiegel
nicht signifikant. 2-Desoxyglucose bewirkte wie erwartet keine Reduktion des Fura-2-Signals
und hatte dagegen einen zusatzlichen Ca®*-Anstieg zur Folge. Auch der Inhibitor des
Komplexes 111, Antimycin A, bewirkte einen verstarkten Ca®*-Anstieg.

Die Hemmung der ADP/ATP-Translokase durch Atractylosid hatte bis zum Ende der
Reperfusion keinen signifikanten Effekt auf das Fura-2-Signal (Fura-2 Quotient [r.E.]: Kitr
1,34 + 0,05 vs. Atractylosid (10 uM) 1,29 + 0,07; n = 4 Experimente, n.s.).
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Abb. 15: Fura-2 Quotient nach 40 min simulierter Reperfusion, bei Zugabe von Rotenon (Rot
5 uM), DPI (10 uM), TTFA (40 pM), Antimycin A (AntiA 2 pg/ml), Oligomycin (Olig 10 pM)
und 2-Deoxyglukose (2-DG 10 mM). Das Diagramm zeigt Mittelwerte £ SEM. * signifikanter
Unterschied zur Kontrolle nach Bonferroni (n =5 Experimente, p < 0,05). Die gestrichelte
Linie zeigt den endischdmischen Mittelwert.
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3.11 Zusammenhang zwischen Radikalen und Aktivierung der

Phospholipase C

3.11.1. Wirkung von Inhibitoren der src-Kinasen auf den Ca®**-Gehalt wahrend

simulierter Reperfusion

Aus friheren Daten der Arbeitsgruppe ist bekannt, dass die PLC zu Beginn der Reperfusion
aktiviert wird. Inwieweit Kinasen der src-Familie Uber Aktivierung der PLC den
Reperfusions-induzierten Ca”*-Anstieg vermitteln, sollte in der vorliegenden Arbeit mit Fura-
2-Messungen néher untersucht werden, um einen Zusammenhang zwischen Radikalbildung
und Ca?*-Ausschiittung aus dem ER herzustellen. Zunachst wurden verschiedene spezifische
Inhibitoren der Familie der src-Kinase, PP1, PP2 und SU 6656, mit Beginn der Reperfusion
appliziert (Buresi et al. 2002, Tatton et al. 2003, Conde de la Rosa et al. 2006, Austin et al.
2009). Im Vergleich zur Kontrolle konnten alle drei Inhibitoren der src-Kinasen eine
signifikante Reduktion des Ca?*-Spiegels in der Reperfusion bewirken. PP3, das inaktive
Analogon von PP2, zeigte erwartungsgemaf keine Veranderung des Ca®*-Spiegels (Abb. 16).
Damit liegt der Schluss nahe, dass src-Kinasen in den Anstieg des zytosolischen Ca?*-

Gehaltes wahrend der Reperfusion involviert sind.
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Abb. 16: Fura-2 Quotient nach 40 min simulierter Reperfusion, unter Applikation von SU
6656 (10 uM), PP1 (1 uM), PP2 (1 uM) und PP3 (1 uM) mit Beginn der Reperfusion. Das
Diagramm zeigt Mittelwerte + SEM. * signifikanter Unterschied zur Kontrolle nach Bonferroni
(n =5 Experimente, p < 0,05). Die gestrichelte Linie zeigt den endischamischen Mittelwert.

3.11.2 Aktivierung der PLC,1 durch Radikale

Da aus der Literatur bekannt ist, dass die PLC,1 in Anwesenheit von Radikalen
phosphoryliert werden kann  (Hong et al. 2006), wurde zundchst unter normoxen
Bedingungen der Effekt von oxidativem Stress auf die PLC,1-Phosphorylierung in den
Endothelzellen mittels Westernblot untersucht. Dafir wurde das organische Peroxid t-BHP
(tert-Butyl Hydroperoxid) verwendet, welches die funktionelle Guppe des Peroxids enthalt
und deshalb als Oxidationsmittel eingesetzt wird (Keck 1996, Dumont et al. 2000, 2002). T-
BHP ist auBerdem bekannt dafiir dass es den intrazellularen Glutathion-Spiegel senkt und
dadurch zusétzlich den oxidativen Stress der Zelle verstarkt (Unterluggauer et al. 2003). In

den Versuchen wurden Endothelzellen fir 20 min mit verschiedenen Konzentrationen von
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t-BHP (10 uM, 30 puM, 50 pM, 100 uM und 200 pM) stimuliert und anschlieRend der Grad
der PLC,1-Phosphorylierung mittels Westernblot analysiert. In der statistischen Auswertung
in Abbildung 17 ist ersichtlich, dass es erst bei Konzentrationen von 50 pM t-BHP zu einem
signifikanten Auftreten der phosphorylierten PLC,1 (phosphoPLC,1), bezogen auf das
Gesamtprotein der PLC,1 (gesamtPLC,1), in der Endothelzelle kam. Bei Konzentrationen von
100 uM und 200 uM t-BHP zeigte sich unter normoxen Bedingungen eine deutlich sichtbare
Bande bei der phosphorylierten Form der PLC,1 im Gegensatz zu unstimulierten
Endothelzellen (Abb. 18).

. nach 20 min
3 150 ¢
Q
=
2 140 ¢
S
) -
o
s 130 ¢
e
o
w0
(@)
S 120 |
o 1
o
c 110 }
(@)
Y
[
° 100 ¢
>
10 30 50 100 200
t-BHP (uM)

Abb. 17: t-BHP-Konzentrationsreine und Grad der Phosphorylierung der PLC,1 in %,
bezogen auf das Gesamtprotein PLC,1 der Kontrolle in Endothelzellen. Angegeben sind
Mittelwerte + SEM, bezogen auf Prozent der Kontrolle (n = 3 Experimente).
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Abb. 18: Westernblot nach t-BHP-Applikation (100 uM und 200 uM) auf Endothelzellen fur 20
min unter normoxen Bedingungen. Deutlich sichtbar unter H,O,-Stimulation ist eine Bande
bei der phosphorylierten PLC,1 (phosphoPLC,1). Darstellung eines typischen Westernblots
aus drei durchgefiihrten Experimenten.

Im néchsten Schritt wurde nun der Grad der PLC,1-Phosphorylierung in der simulierten
Reperfusion analysiert. Da die bisherigen Untersuchungen zeigen konnten, dass die
Radikalproduktion innerhalb der ersten Minuten der simulierten Reperfusion schon deutlich
anzusteigen beginnt, wurden die PLC,1-Phosphorylierung mittels Westernblot nach 5 min der
Reperfusion gemessen, um auf molekularer Ebene kurzfristige Effekte darzustellen.

Dabei zeigte sich unter Reperfusionsbedingungen eine deutliche Zunahme in der
Phosphorylierung der PLC,1 (Abb. 19), die in Anwesenheit der Radikalfanger Trolox, MPG
und NAC deutlich reduziert werden konnte. Ebenso flhrten die src-Kinase-Inhibitoren PP1
und SU 6656 zu einer deutlichen Abnahme der PLC,1-Phosphorylierung. Der PLC-Inhibitor
U73122 diente als Positivkontrolle und hatte einen mit den Radikalfangern vergleichbaren
hemmenden Effekt auf die PLC,1-Phosphorylierung.

Dies zeigt einerseits deutlich, dass src-Kinasen tatséchlich eine Phosphorylierung der PLC,1
bewirken. Zusammen mit den Daten aus den Ca®*-Messungen in Abb. 16, unter Einsatz der
src-Kinase Inhibitoren, kann man nun darauf schlie3en, dass durch Hemmung der src-Kinasen
die Phosphorylierung der PLC,1 verhindert und dadurch deutlich weniger Ca*" ins Zytosol
ausgeschttet wird.

Andererseits unterstreicht das Ergebnis die Beteiligung der Radikale an der PLC,1-

Aktivierung wahrend der Reperfusion.
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Abb. 19: Westernblot zur Bestimmung der PLC,1-Phosphorylierung bei Normoxie (N), nach
5-minutiger Reperfusion (R) und nach 5-minutiger Reperfusion unter Applikation der
Radikalfanger Trolox (250 uM und 500 pM), MPG (100 uM), NAC (25 pM) sowie der src-
Kinase Inhibitoren PP1 (1 uM) und SU 6656 (SU 10 uM). Als Positivkontrolle wurde der PLC-

Inhibitor U73122 eingesetzt. Darstellung eines typischen Westernblots aus drei
durchgefiihrten Experimenten.
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3.12. Effekte auf die interzellulare Lickenbildung

Parallel zu den Ca2-Messungen wurde die Ausdehnung der interzelluldren Liicken
planimetrisch bestimmt und wird in den Abb. 20, 21 und 22 prozentual dargestellt. Der
endischdmische Wert wurde auf 100 % gesetzt und alle folgenden Verénderungen der Liicken
hierauf bezogen. Unter Ischamiebedingungen kam es zu einer kontinuierlichen Zunahme der
Lickenbildung, die sich unter Reperfusionsbedingungen signifikant verstarkte (Abb. 20).
Dabei fiihrte die Applikation von MitoQ wéhrend der 40-mindtigen simulierten Reperfusion
zu einer signifikanten Reduktion der Liickenentstehung, wohingegen das inaktive Analogon
von MitoQ DTPP keinen Effekt auf die Liickenbildung der Reperfusion zeigte (Abb. 21).
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Abb. 20: Darstellung der Zunahme der interzellularen Lickenbildung in % (in Bezug auf die
endischamische Lickenbildung, welche auf 100 % gesetzt wurde) wahrend Normoxie (N),
nach 40 min simulierter Ischamie (1) und nach 40 min simulierter Reperfusion (R). Das
Diagramm zeigt Mittelwerte £+ SEM. Gruppen, die mit unterschiedlichen Buchstaben (a,b,c)

markiert sind, unterscheiden sich signifikant voneinander (Tukey). (n=5 Experimente,
p < 0,05).
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Abb. 21: Darstellung der Zunahme der interzellularen Lickenbildung in % (in Bezug auf die
endischamische Liuckenbildung, welche auf 100 % gesetzt wurde) bei Applikation von MitoQ
(1 uM) und DTPP (1 puM) nach 40 min Reperfusion. Das Diagramm zeigt Mittelwerte + SEM.
* signifikanter Unterschied zur Kontrolle nach Bonferroni. (n = 5 Experimente, p < 0,05). Die
gestrichelte Linie zeigt den endischamischen Mittelwert.

Bei den Untersuchungen zur Wirkung der verschiedenen Inhibitoren der Atmungskette auf die
interzellulare Lickenbildung fuhrte TTFA zu einer signifikanten Reduktion (Abb. 23). Auch
Oligomycin reduzierte die Entstehung der Liicken, was durch den induzierten ATP-Mangel

erklarbar ist. Die anderen Inhibitoren hatten keinen signifikanten Effekt.
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Abb. 22: Zunahme der Interzellularen Lickenbildung in % (in Bezug auf die endischamische
Luckenbildung, welche auf 100 % gesetzt wurde) nach 40 min Reperfusion bei Applikation
von Rotenon (Rot 5 uM), DPI (10 uM), TTFA (40 uM), Antimycin A (AntiA 2 ug), Oligomycin
(20 pM) und 2-Deoxyglukose (2-DG 10 mM) wahrend der Reperfusion. Das Diagramm zeigt
Mittelwerte + SEM. * signifikanter Unterschied zur Kontrolle nach Bonferroni. (n=3
Experimente, p < 0,05). Die gestrichelte Linie zeigt den endisch&mischen Mittelwert.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden koronare mikrovaskulére Endothelzellen einer simulierten Ischdmie
und Reperfusion ausgesetzt, um durch fluoreszenzoptische Methoden und Westernblots
verschiedene Messungen in einer dem Myokardinfarkt &hnlichen Situation durchzufihren.
Ziel war es, die Beteiligung endothelialer Mitochondrien bei der Auslosung der zytosolischen
Ca**-Uberladung wahrend der Reperfusion und der daraus resultierenden Zellschadigungen

zu ergrinden.

Die Hauptbefunde der vorliegenden Arbeit sind folgende:

1. Die fluoreszenzoptischen Messungen lieRen eine Radikalentstehung der koronaren
mikrovaskuldren Endothelzellen wahrend der Reperfusion erkennen, welche durch
verschiedene Radikalfanger reduziert werden konnte. Dabei zeigte der
mitochondrienspezifische Radikalfanger MitoQ den groRten Effekt. Auch der Inhibitor
des Komplexes Il der mitochondrialen Atmungskette TTFA bewirkte eine deutliche
Reduktion der Radikalentstehung.

2. Der zytosolische Ca®*-Anstieg in Endothelzellen wahrend der Reperfusion konnte
durch Applikation des mitochondrienspezifischen Radikalfangers MitoQ und durch

Hemmung des Komplexes Il der Atmungskette reduziert werden.

3. In der Reperfusion fand eine Aktivierung der endothelialen PLCyl statt. Diese

Aktivierung lieR sich durch den Einsatz verschiedener Radikalfanger reduzieren.

4. Spezifische src-Kinase-Inhibitoren filhrten sowohl zu einer Reduktion des Ca?'-

Anstiegs als auch zu herabgesetzter PLCy1-Phosphorylierung in der Reperfusion.

5. Im Verlauf der postischamischen Reperfusion fand nach initialer Erholung ein erneut
zunehmender ATP-Abfall statt. Dieser Abfall des ATP-Spiegels liel? sich durch MitoQ
und TTFA verhindern.
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6. Der mitochondrienspezifische Radikalfanger MitoQ und der Hemmstoff des II.
Komplexes der Atmungskette TTFA bewirkten beide eine Reduktion der
interzellularen Lickenbildung.

Endothelzelle

/ PIP, pLCy

Hydrolysel L

Src-
Kinasen

IP;

Schema 4.1: Darstellung des Signalweges, der innerhalb einer Endothelzelle wéahrend der
Reperfusion zur Ca**-Uberladung fiihrt: 1. Radikale (ROS) entstehen im Mitochondrium. 2.
ROS fuhren zur src-Kinase-vermittelten Aktivierung der PLCy. 3. Die phosphorylierte PLCy
bewirkt die Hydrolyse von PIP, zu IP;. 4. IP; bindet an IPs-Rezeptoren (IPs;-R) des
Endoplasmatischen Retikulums (ER). 5. Aus dem ER strémt Ca*" ins Zytosol. 6. Es folgt der
Ca**-Einstrom von Extrazellular durch SOC (store-operated channels).
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Schema 4.2: Darstellung der inneren Mitochondrienmembran mit der mitochondrialen
Atmungskette. Komplex |l stellt in der postischamischen Reperfusion koronarer
mikrovaskularer Endothelzellen eine wichtige Ursache der Radikalentstehung dar.

Es ist bekannt, dass es in der postischd&mischen Reperfusion koronarer mikrovaskularer
Endothelzellen zu einer Uberladung des zytosolischen Ca?* kommt (Allshire et al. 1987,
Ladilov et al. 2000, Peters und Piper 2007). Die Quelle dieser Ca®*-Uberladung ist initial eine
Entleerung der intrazellularen Ca**-Speicher des Endoplasmatischen Retikulums (ER), woran
sich Ca?*-Einstrom von Extrazellular durch SOC (store-operated channels) anschlieRt. Fiir
diesen Ca®*-Ausstrom aus dem ER wird die Aktivierung der Phospholipase C (PLC)
verantwortlich gemacht (Peters und Piper 2007). Die aktivierte PLC fiihrt durch Hydrolyse
von Phosphatidyl-inositol-Bisphosphat (PIP,) zur Entstehung von Inositol-Trisphosphat (IP3),
welches an IPs-Rezeptoren des ER bindet und dort den Ca**-Ausstrom einleitet. Der daraus
resultierende zytosolische Ca®*-Anstieg wird allgemein als Ausloser fir verschiedene
zellschadigende Mechanismen diskutiert, zu denen u.a. die verstdrkte interzellulare
Lickenbildung gehort (Curry 1992, Furchgott et al. 1993, Noll et al. 1995, Schafer et al.
2003). Diese fihrt zur Erhdhung der endothelialen Permeabilitat und wird fur die Entstehung
von Odemen verantwortlich gemacht.

In der vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass in der Reperfusion Radikale
entstehen und dass diese Radikale eine Ursache der Ca®*-Uberladung sind. In den
Untersuchungen konnte Komplex [l der mitochondrialen Atmungskette dabei als
auschlaggebende Ursache der Radikalentstehung eingegrenzt werden, denn durch Inhibition
des Komplexes Il der mitochondrialen Atmungskette und durch die Gabe von Radikalfangern
konnte eine Reduktion der Ca?*-Uberladung hervorgerufen werden. Dabei erwies sich der
mitochondrienspezifische Radikalfanger MitoQ als sehr wirkungsvoll. Die Ergebnisse deuten
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ferner darauf hin, dass die entstandenen Radikale Uber eine src-Kinasen-vermittelte
Aktivierung der PLCyl den Signalweg bis zur Ca®*-Ausschiittung aus dem ER in Gang
setzen.

Dariiber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit deutlich, dass die Entstehung interzellularer
Licken durch Applikation des Radikalfangers MitoQ und des Inhibitors des Komplexes 11 der
Atmungskette TTFA ebenfalls reduziert werden konnte, was auf eine Kausalkette von
mitochondrialer Radikalbildung bis zur Stérung der endothelialen Barriere hinweist.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden zum Teil durch fluoreszenzoptische Messungen unter
Einsatz verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe gewonnen, die fir die optische Darstellung
verschiedener Zellsignale entwickelt worden sind.

In der vorliegenden Studie wurde die Radikalentstehung mit dem radikalsensitiven Farbstoff
H,DCFDA untersucht, der hauptsachlich H,O, optisch messbar macht (Keston und Brandt
1965). H,DCFDA stellt die am haufigsten eingesetzte Technik zur Bestimmung des Redox-
Status der Zelle dar, da es Verdnderungen extrem sensitiv anzeigt und eine kontinuierliche
Beobachtung der Radikalproduktion in der Zelle ermdglicht (Eruslanov und Kusmartsev
2010). Der Einsatz dieses Farbstoffes zur Radikalmessung ist allerdings nicht ganz
unumstritten, da H,DCFDA z. B. bei zu starker Lichtexposition selbst Radikale generieren
und damit zu einer Fehlinterpretation der Messdaten fuhren kann (LeBel et al. 1992, Rota et
al. 1999). Bei den eigenen Untersuchungen wurden deshalb in Vorversuchen verschiedene
Bedingungen wie Belichtungsdauerdauer, Belichtungsintervall, Lichtintensitat und
normoxischer pH-Wert variiert, um die Zuverldssigkeit der Messergebnisse der (ber 2 h
dauernden Experimente mit H,DCFDA in den Endothelzellen zu evaluieren. Da die
gewahlten Messbedingungen zu keinem Anstieg der DCF-Fluoreszenz fuhrten (Abb. 2.6, S.
30), kann in der vorliegenden Arbeit davon ausgegangen werden, dass es sich bei den erhoben
Daten nicht um Artefakte handelt. Untermauert werden diese Ergebnisse dadurch, dass die
gemessene DCF-Fluoreszenz in der Reperfusion nicht nur durch Radikalfanger, sondern auch
durch Inhibitoren spezifischer zelluldrer Signalwege wie TTFA und Antimycin A inhibiert
wurden (Abb. 8, S. 46). Dies ware bei einer durch H,DCFDA selbst induzierten
Radikalproduktion nicht zu erwarten. Zusatzlich werden die mit dem speziellen H,DCFDA-
Messprotokoll  erhobenen Daten dieser Arbeit dadurch unterstiitzt, dass der
mitochondrienspezifische Radikalfanger MitoQ zu einer signifikanten Reduktion im
Fluoreszenzsignal gefiihrt hat, was bei einer unspezifischen Radikalproduktion des
Farbstoffes selbst ebenfalls nicht zu erwarten wére (Abb. 6, S. 44). Dennoch muss man
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kritisch anmerken, dass, obwohl der Farbstoff hauptséchlich H,O, nachweist, eine genaue
Aussage Uber die gemessene Radikalspezies in den Untersuchungen mit H,DCFDA nicht
moglich ist. Der Grund dafir ist, dass auch Peroxynitrit (ONOQO’) als Produkt bei
gleichzeitigem Auftreten von Nitritoxid (NO) und Superoxid (O2") DCF oxidieren kann (Kooy
et al. 1997, Wang und Joseph 1999). Auch NO allein kann durch Oxidation einen Anstieg des
DCF-Signals bewirken. Allerdings sind dafiir sehr hohe Konzentrationen nétig (Wang und
Joseph 1999). Deshalb wéren hier weitere Studien sinnvoll, um eine genaue Differenzierung
aller moglicherweise vorhanden Entstehungswege von ROS bis zum Endprodukt H,O,

genauer zu analysieren.

Fur die ATP-Messungen wurde der Farbstoff Mag-Fura-2 eingesetzt. Dieser ermdglicht eine
indirekte Messung des ATP-Spiegels der Zelle, indem er den freien Mg**-Gehalt der Zelle
anzeigt. Bei ATP-Hydrolyse wird das ansonsten mit ATP komplexierte Mg®* freigesetzt und
dadurch messbar (Bowers et al. 1992). Im Vergleich zu anderen Methoden ermdglicht der
Farbstoff dartiber hinaus eine Beobachtung des ATP-Spiegels in intakten Zellen Uber einen
langeren Zeitraum, auch unter sauerstofffreien Bedingungen. Mag-Fura-2-Veranderungen
korrelieren auBerdem unter bestimmten Bedingungen eng mit den ATP-Werten in Luziferase-
Assays (Bernstein et al. 2006).

Auch Uber diese indirekte Form der ATP-Bestimmung muss man methodenkritische
Anmerkungen machen. Mag-Fura-2 ist namlich nicht ausschlieRlich zur Mg®*-Messung
geeignet, sondern zeigt auch Ca®*-Konzentrationen (iber 5 pM an (Hofer und Machen 1993).
Die Sensitivitat des Farbstoffes fiir Mg?* ist jedoch um einiges hoher als fiir Ca**, so dass die
notige Ca”*-Konzentration innerhalb der Endothelzellen in den vorliegenden Versuchen nicht

ausreicht, um eine deutliche Veranderung des Signales zu bewirken.

Um die Aussagekraft der gewonnenen Daten zu unterstreichen, wurden Kontrollexperimente
durchgefiihrt. Bei diesen Experimenten wurden Substanzen eingesetzt, deren Wirkungen
bekannt sind und von denen bestimmte Verdnderungen des Fluoreszenzsignals erwartet
werden konnten. So wurden in den ATP- und Ca?*-Messungen z. B. auch DTPP, das inaktive
Analogon von MitoQ getestet, welches im Vergleich zur aktiven Substanz keine Veranderung
des Signals bewirkte (Abb. 7, 13, S. 45, 53). 2-DG diente bei der Radikalmessung ebenfalls
als Kontrollexperiment und bestatigte, dass eine Unterbrechung des Substratflusses und damit
der Radikalentstehung gleichzeitig zu reduzierter Fluoreszenz fiihrt. Einzelne Ergebnisse sind
zwar durch die Schwéchen der jeweiligen Methode angreifbar, es ergibt sich jedoch durch
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Bezug vieler Ergebnisse verschiedener Methoden zueinander ein durchgangiges und durchaus

belastbares Gesamtergebnis.

4.1 Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

mitochondrialer Herkunft wahrend der Reperfusion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass koronare mikrovaskulare Endothelzellen
aus dem Rattenherzen mit Beginn der simulierten Reperfusion ROS produzieren (Abb. 2, S.
39). Dies stimmt mit einer Studie an HUVEC (humanen Endothelzellen aus Umbilikalvenen)
und humanen koronaren Endothelzellen Uberein, die nach 4 h Hypoxie, gefolgt von 18 h
Reperfusion ebenfalls Radikalproduktion nachweisen konnte (Dhar-Mascareno et al. 2005). In
der zitierten Studie wird jedoch nicht geklart, an welcher Stelle die ROS generiert werden.
Allerdings wurde gezeigt, dass die mit Vitamin C reperfundierten Endothelzellen weniger
Apoptosen aufwiesen (Dhar-Mascareno et al. 2005). Auch eine genaue Differenzierung
zwischen der Radikalproduktion wahrend der Ischamie und der Reperfusion, so wie es bei
den Experimenten der vorliegenden Studie mdoglich war, erfolgte in der genannten Studie
nicht. Im Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden Arbeit an EC der Ratte gezeigt werden,
dass die Radikalproduktion insbesondere in der Reperfusion stattfindet und dass die
entstandenen ROS mit groBer Wahrscheinlichkeit aus den Mitochondrien stammen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zu der in-vitro gemessenen Radikalentstehung bestétigen
Literaturdaten, die in-vivo bei I/R-Untersuchungen an Ratten- und Hundeherzen an
narkotisierten Tieren erhoben wurden (Laude et al. 2001, Bolli 1988). Allerdings wurden auch
bei den genannten In-vivo-Untersuchungen keine genauen Aussagen uber die Lokalisation der
Radikalentstehung gemacht. Jedoch bewirkte im Fall der In-vivo-Experimente an der Ratte
ein unspezifischer Radikalfanger eine Reduktion der auftretenden Endothelschaden in der
Reperfusion (Kaeffer et al. 1997). Dartber hinaus konnte bei einem koronaren
Verschlussmodell am postischamischen Myokard des Hundes in einer anderen Untersuchung
mit Hilfe der EPR (Elektron-paramagnetische Resonanz) die Entstehung von Radikalen im
postischdmischen Myokard gemessen werden, ohne jedoch eine Lokalisation zuzulassen
(Bolli 1988). Diese In-vivo-Studien bestdtigen die In-vivo-Relevanz der in dieser Studie

erhobenen In-vitro-Daten.

Schon 1990 stellten Arroyo und Mitarbeiter in Experimenten an bovinen arteriellen

Endothelzellen der Lunge fest, dass diese im Verlauf einer 60-minitigen Reperfusion nach
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einer 45-mindtigen Phase der Anoxie Superoxid-Anionen (O;) produzieren, die daraufhin zu
Zellschadigungen fiihren. Dabei wurde vermutet, dass einerseits die endotheliale Xanthin-
Oxidase ROS generiert, andererseits aber auch eine bis dahin nicht identifizierte externe
Radikalproduktion existiert (Arroyo et al. 1990). Es wird beschrieben, dass in Geféalien
wéhrend der postischdmischen Reperfusion eine Entziindungsreaktion stattfindet (Gourdin et
al. 2009), die durch Aktivierung des Komplementsystems sowie polymorphkerniger
Neutrophiler entsteht und bei der es zu einer massiven Produktion freier Radikale kommen
kann. In dieser Veroffentlichung wird die NADPH-Oxidase der neutrophilen Granulozyten
und die endotheliale Xanthin-Oxidase als die wichtigsten Quellen der Superoxid (O;)-
Entstehung angesehen, wobei O," durch die Superoxid-Dismutase dann in H,O, umgewandelt
wird, woraus im Anschluss Hydroxyl-Rradikale (¢OH) entstehen. Dieser oxidative Stress soll
dann u. a. fiir die Apoptosen im Bereich der GefaRRe und des Parenchyms verantwortlich sein
(Gourdin et al. 2009). Untersuchungen an HUVEC identifizierten als Quelle der
Radikalentstehung in der Reoxygenation die endotheliale Xanthin-Oxidase, wobei die
Aktivitat der endothelialen NADPH-Oxidase nach einer achtstindigen Hypoxie reduziert war
(Sohn et al. 2003).

Im Gegensatz zu den Ergebnissen verschiedener Verdffentlichungen, welche die
Radikalentstehung in-vitro der neutrophilen oder endothelialen NADPH-Oxidase oder der
Xanthin-Oxidase zuordnen (Arroyo et al. 1990, Walder et al. 1997, Sohn et al. 2003, Gourdin
et al. 2009), wurden in der hier vorgelegten Arbeit die endothelialen Mitochondrien als
Ursprung der ROS-Produktion identifiziert, deren Radikalproduktion durch den
mitochondrienspezifischen Radikalfanger MitoQ signifikant reduziert werden konnte (Abb. 6,
S. 44). In den durchgefuhrten Untersuchungen wurde durch Inhibition der zellularen NADPH-
Oxidase keine Veranderung der Radikalproduktion festgestellt, was darauf hindeutet, das die
endotheliale NADPH-Oxidase nicht der Ort der Radikalentstehung ist. Eine Beteiligung der
neutrophilen NADPH-Oxidase kann in dem Versuchsaufbau ausgeschlossen werden, da in
dieser Studie nur isolierte Endothelzellen untersucht wurden. Im Fokus der durchgefiihrten
Experimente stand die Eingrenzung der moglichen Ursache der Radikalentstehung wéhrend
der simulierten Reperfusion. Da MitoQ einen eindeutigen Hinweis auf die Mitochondrien als
Radikalquellen gab, stand die Xanthin-Oxidase nicht im Mittelpunkt der Untersuchungen. Die
Bedeutung der Mitochondrien als wichtige therapeutische Ansatzpunkte wird zusatzlich
dadurch unterstrichen, dass in einer anderen Studie mit Ratten durch zweiwdchige
Verabreichung des mitochondrienspezifischen Radikalfangers MitoQ eine Reduktion der
Zellschaden nach I/R-Experimenten beobachtet werden konnte (Adlam et al. 2005).
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4.2 Entstehung von ROS in der mitochondrialen Atmungskette in

Komplex 11 und 111, nicht Komplex |

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit identifizierten Komplex Il und Komplex Il der
mitochondrialen Atmungskette als Ort der Radikalproduktion in der Reperfusion kardialer
Endothelzellen. Komplex Il wird in der Literatur eher selten als mogliche Quelle der ROS-
Produktion in Betracht gezogen (Jezek und Hlavata 2005). Demgegeniber wird Komplex 111
unter normoxen Bedingungen bei isolierten Mitochondrien boviner aortaler Endothelzellen
und isolierten Mitochondrien des Rattenherzens sehr wohl als Quelle der ROS genannt
(O"Malley et al. 2006, Chen et al. 2003).

Studien an isolierten Mitochondrien boviner Endothelzellen der Aorta haben gezeigt, dass
unter normoxen Bedingungen Komplex | der Atmungskette einer der wichtigsten Orte der
Radikalentstehung ist (Adam-Vizi und Chinopoulos 2006, O Malley et al. 2006). Zu
beruicksichtigen ist, dass bei den genannten Literaturstellen diese groRtenteils an isolierten
Mitochondrien unter normoxen Bedingungen durchgefiihrt wurden und damit nicht prinzipiell
auf Daten Ubertragbar sind, die wie in der vorliegenden Studie an intakten Zellen und zudem
wahrend Reperfusionsbedingungen untersucht wurden. In-vivo-Untersuchungen am
reperfundierten  Kaninchenherzen lieBen zwar einen Zusammenhang zwischen
Radikalproduktion und dem Elektronenfluss innerhalb der mitochondrialen Atmungskette
vermuten, jedoch ohne diesen Zusammenhang direkt zu untersuchen (Ambrosio et al. 1993).
In der genannten Studie wurde zwar auch, wie an den bovinen Endothelzellen, Komplex | als
maogliche Quelle angenommen, durch die Untersuchungen am Gesamtorgan war aber keine
Zuordnung zum generierenden Zelltyp moglich. Es ist zu vermuten, dass hier hauptsachlich
die Reaktion der Kardiomyozyten gemessen wurde, denn Studien an isolierten
Kardiomyozyten zeigen, dass die NADH-Dehydrogenase des Komplexes | eine wichtige
Radikalquelle bei diesem Zelltyp ist (Ide et al. 1999). In der vorliegenden Arbeit fiihrten
Inhibitoren des Komplexes | zu keiner Verdnderung des DCF-Signals koronarer
mikrovaskul&rer Endothelzellen in der Reperfusion (Abb. 8, S. 46). Dies lasst darauf
schlielRen, dass dieser Teil der Atmungskette bei Endothelzellen in der Reperfusion nicht der
Ort der Radikalentstehung ist und dass sich dieser Zelltyp anders als Kardiomyozyten verhélt.
In Endothelzellen hingegen konnte in der vorliegenden Studie die Hemmung der Komplexe 11
und Il der mitochondrialen Atmungskette die Radikalentstehung in der Reperfusion
signifikant reduzieren (Abb. 8, S. 46). Untermauert werden die eigenen Daten dadurch, dass

in der einzigen vergleichbaren in der Literatur zugénglichen Studie an intakten Endothelzellen
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(HUVEC) in der Reoxygenation ebenfalls eine Reduktion der Radikalentstehung durch
Inhibition des Komplexes Il festgestellt wurde (Therade-Matharan et al. 2004). In der
genannten Studie zeigte allerdings die Inhibition der Komplexe | und Il keine Effekte,
weshalb diese Komplexe nicht als Ort der Radikalentstehung angesehen wurden (Therade-
Matharan et al. 2004). Dieser Unterschied hinsichtlich der Komplexe I und Il zu den eigenen
Daten koénnte mehrere Ursachen haben. Erstens liegen methodische Unterschiede vor. So
wurde in der genannten Studie eine zweistiindige Hypoxie bei einem Sauerstoffpartialdruck
von 20 mmHg durchgefiihrt. Zweitens wurde in der HUVEC-Studie keine Azidose simuliert,
die aber in-vivo bei einer Ischdmie auftritt. Drittens wurden in der Studie von Therade-
Matharan keine Primérzellen, sondern Passagen eingesetzt. Es ist seit langerem bekannt, dass
sich die Zellcharakteristika bei Passagen im Vergleich zu priméren Zellen z. T. erheblich in
der Zellkultur verdndern (Gimbrone et al. 1974). Die Endothelzellen in der vorliegenden
Arbeit hingegen entstammen direkt der Priméarkultur und entsprechen daher eher In-vivo-
Bedingungen.

Komplex Il als mégliche Quelle der ROS-Produktion wird eher selten beschrieben (Jezek und
Hlavata 2005). So gibt es Untersuchungen an Endothelzellen muriner Lungengeféalie, bei
denen der mitochondriale Komplex Il der Atmungskette unter hypoxischen Bedingungen
ROS generiert (Paddenberg et al. 2003). Bisher gibt es in der zugénglichen Literatur
allerdings keine Berichte Uber die Radikalentstehung im zweiten Komplex der Atmungskette
wéhrend der Reoxygenation. In der vorliegenden Arbeit wird deshalb erstmals der Hinweis
gegeben, dass Komplex Il der mitochondrialen Atmungskette in koronaren mikrovaskularen
Endothelzellen der Ratte als hauptsédchliche Ursache der gemessenen Radikalentstehung

wahrend der simulierten Reperfusion angesehen werden kann.

Die Bedeutung der in der vorliegenden Studie gewonnenen Erkenntnisse ist bisher nicht
abschlieBend geklart. Es gibt zwei Theorien Uber die Beteiligung der Succinat-Q-
Oxidoreduktase (Komplex 1l) an einer Radikalentstehung innerhalb der Zelle. Einerseits
existiert die Vermutung, dass es unter bestimmten Voraussetzungen zu einem rickwarts
laufenden Elektronenfluss von reduziertem Ubiquinol auf Komplex | kommen kann, der
innerhalb des ersten Komplexes zu einem hohen Superoxidaufkommen fuhrt und von
Komplex Il aufrecht erhalten wird (Muller et al. 2008). Andererseits existiert die Hypothese,
dass Radikale in der postischdmischen Phase durch eine Verbindung zwischen Komplex Il
und Il im Succinat-Cytochrom-C-Reduktase-Komplex tber Ubisemiquinon entstehen und
durch Inhibition des Komplexes 11 reduziert werden (Miki et al. 1992, Liu et al. 2010). Beide
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Theorien werden dadurch unterstiitzt, dass Gabe von Succinat zu isolierten Mitochondrien des
Rattenherzens in der Reperfusion einen Anstieg der H,O,-Produktion bewirkt, da Succinat als
Substrat des Komplexes Il zum Anstieg der Aktivitat fiihrt (Turrens et al. 1985, Petrosillo et
al. 2003). Um genau zu klaren, welche der beiden Vermutungen zutrifft, waren weitere
Untersuchungen notwendig, bei denen die Aktivitdit des Komplexes Il wéhrend der
Reperfusion z. B. durch Zugabe des Substrates Succinat gesteigert wird. Die Untersuchungen
mit Succinat gestalten sich an ganzen Endothelzellen allerdings problematisch, da Succinat
vermutlich nicht ohne Weiteres in die Zelle gelangt. In der Literatur werden fir
Endothelzellen keine Transporter fiir Succinat beschrieben, wie es z. B. bei Bakterien der Fall
ist (Gutowski et al. 1975). Ziel weiterer Untersuchungen konnte aulRerdem sein, die Quelle
der Sauerstoffradikale innerhalb des Enzymkomplexes der Succinat-Q-Oxidoreduktase
genauer zu ermitteln. In einer Studie an isolierten Mitochondrien von Saccharomyces
cerevisiae konnte festgestellt werden, dass die O, -Entstehung hauptséchlich bei Blockade der
Elektroneniibertragung von Komplex 11 auf Ubichinon stattfindet, wenn gleichzeitig die
Oxidation von Succinat zu Fumarat an anderer Stelle im Enzymkomplex weiterhin ablaufen
kann (Schwall et al. 2012). Dabei wéren Untersuchungen mit dem Substrat Malonat im
Vergleich zu TTFA sinnvoll, denn die beiden Hemmstoffe besitzen verschiedene
Ansatzpunkte innerhalb des Komplexes Il. Malonat inhibiert die Oxidation von Succinat zu
Fumarat, wahrend TTFA den Elektronentransfer auf Ubichinon hemmt (Schwall et al. 2012).
Malonat bereitet bei Untersuchungen an intakten Endothelzellen jedoch dhnliche Probleme
wie Succinat, weshalb dieser Stoff in Studien bisher nur an isolierten Mitochondrien
eingesetzt wurde. TTFA fihrte in der zitierten Studie an isolierten Mitochondrien durch die
beschriebene Wirkungsweise zu vermehrter Radikalproduktion. Dass sich die Zellorganellen
der vorliegenden Arbeit noch in einer intakten Endothelzelle befanden, kdnnte die Ursache flr

diese andere Wirkungsweise von TTFA im Vergleich zu der zitierten Studie sein.

Uber Antimycin A, wie es sowohl in der genannten Studie an HUVEC als auch in der
vorliegenden Arbeit zur Inhibition des Komplexes Il der mitochondrialen Atmungskette
eingesetzt wurde, ist bekannt, dass die Substanz u. a. durch erhdhte Produktion von H,0O,
selbst Zellschaden oder den Zelltod induzieren kann (Chen 2003, Piskernik et al. 2008). In der
vorliegenden Arbeit und auch in anderen Untersuchungen konnte dies hingegen nicht
beobachtet werden (Therade-Matharan et al. 2004, Paradies et al. 2000). Deshalb scheint die
Radikalentstehung bei Applikation von Antimycin A nicht generell aufzutreten, sondern hangt
vermutlich auch von den vorhandenen Substraten ab (Liu et al. 2010).
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4.3 Radikale und Ca**-Uberladung in der simulierten Reperfusion

In dieser Studie stieg das zytosolische Ca®* in der Reperfusion weiter an, dhnlich wie es schon
in friheren Veroffentlichungen beschrieben wurde (Allshire et al. 1987, Ladilov et al. 2000,
Schéfer et al. 2003, Peters und Piper 2007). Bei Kardiomyozyten tiben die NHE- und NCX-
Austauscher groBen Einfluss auf den cytosolischen Ca**-Spiegel wahrend der Reperfusion aus
(Schafer et al. 2000). Bei Kardiomyozyten kann deshalb der zusétzliche Ca®*-Anstieg in der
Anfangsphase der Reperfusion durch eine fortgefiihrte Azidose verringert werden (Ladilov et
al. 1995). Im Gegensatz dazu spielt dieser Mechanismus bei koronaren mikrovaskuldren
Endothelzellen der Ratte keine Rolle (Peters und Piper 2007). Bei kardialen Endothelzellen
beruht dieser Anstieg des Ca”*-Gehaltes einerseits auf einer Aktivierung der Phospholipase C
(PLC), die Uber IP; die Freisetzung von Ca”** aus dem Endoplasmatischen Retikulum induziert
(Peters und Piper 2007). Andererseits wird hierdurch der Einstrom von extrazellularem Ca®*
durch store-operated channels (SOC) getriggert (Peters und Piper 2007). In der vorliegenden
Studie wurde der Mechanismus untersucht, der die Aktivierung der PLC verursacht.
Radikalfanger wie Trolox, Mercaptoproprionylglycin (MPG) und N-Acetylcystein (NAC)
konnten in der simulierten Referpusion den Ca®*-Anstieg verhindern (Abb. 5, S. 42).
Untermauert wurden diese Ergebnisse dadurch, dass auch der Einsatz des
mitochondrienspezifischen Radikalfdngers MitoQ im Gegensatz zu seinem inaktiven
Analogon DTPP in den Fura-2-Messungen eine weitere Ca**-Uberladung verhinderte (Abb. 7,
S. 45). Damit konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass bei kardialen Endothelzellen in der
Reperfusion Radikale entstehen, die aus den Mitochondrien stammen und die den Ca*-
Anstieg mitverursachen.

Ein Zusammenhang zwischen Radikalentstehung und Ca?*-Anstieg ist in der Literatur bei
verschiedenen Zellen beschrieben. Beispielsweise zeigen Untersuchungen an kortikalen
Astrozyten der Ratte, dass die Zugabe von H,O; tber eine Aktivierung der PLC zu einem
Ca®*-Anstieg fiihrt (Hong et al. 2006). AuBerdem ist in der Literatur fiir verschiedene
Zelltypen, z. B. in Nierenzellen (Ueda et al. 1992), Zellen des Myometriums (Masumoto et al.
1990) und in Zellen der Ovarien (Cantoni et al. 1989) beschrieben, dass oxidativer Stress das
Ca**-Gleichgewicht verschieben kann und dass Radikalbildung und Ca**-Anstieg parallel
auftreten. Unter normoxen Bedingungen wird auch bei koronaren porzinen Endothelzellen
und HUVEC durch die Applikation von H,0, und O, ein Ca®*-Anstieg beschrieben (Kimura
et al. 1992, Dreher und Junod 1995). Dabei wird vermutet, dass die Ca**-Homoostase durch

die Interaktion von H,O, mit O,  und wahrscheinlich durch die Bildung von Hydroxyl-
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Radikalen (*OH) beeinflusst wird (Dreher und Junod 1995). Allerdings ist ein Zusammenhang
zwischen mitochondrialer Radikalentstehung und Ca?*-Uberladung unter Bedingungen der
Reperfusion bisher in der Literatur nicht zu finden. Dies konnte mit der vorliegenden Studie

gezeigt werden.

Bei der Verwendung von Radikalfangern ist immer zu berucksichtigen, dass auch
unspezifische Reaktionen auftreten kdnnen (Bogdanova et al. 2006). Beispielsweise werden
fur den Radikalfanger Tiron unspezifische Effekte auf den Ca®*-Spiegel beschrieben (Gosh et
al. 2002), da Tiron nicht durch Radikalbindung den Ca**-Spiegel senkt, sondern durch
Chelatbildung selbst Ca®* binden kann und damit unspezifische Eigeneffekte hat, die
unabhéngig von einer Radikalbindung auftreten. In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb
verschiedene antioxidative Substanzen eingesetzt, um eine Fehlinterpretation der Ergebnisse
durch unspezifische Nebeneffekte der Radikalfager auf den Messparameter Ca** zu umgehen.
Eingesetzt wurden die Radikalfanger Trolox, Mercaptoproprionylglycin (MPG) und N-
Acetylcystein (NAC). Alle drei Radikalfanger setzen an unterschiedlichen Mechanismen an,
Radikale in der Zelle zu binden (Kelly 1998, Abdo et al. 2003, Wongmekiat et al. 2007).
Neben diesen drei Radikalfangern konnten mit dem mitochondrienspezifischen Radikalfanger
MitoQ Ubereinstimmende Ergebnisse erzielt werden, was bestétigt, dass die gemessenen
Effekte auf das Ca’" tatsachlich aufgrund der Entstehung von Radikalen hervorgerufen
werden. Ein &hnlicher Mechanismus wurde bei Untersuchungen an Kardiomyozyten gezeigt,
bei denen durch den Einsatz von NAC und MPG in Ischdmie-/Reperfusionsexperimenten ein
abgemilderter Anstieg des intrazelluldren Ca**-Spiegels bewirkt werden konnte, was eine
Verbesserung der Herzfunktion zur Folge hatte (Saini-Chohan und Dhalla 2009).

AuBerdem konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Hemmung des
Komplexes Il der Atmungskette mit der Substanz TTFA nicht nur die Radikalentstehung
senkt, sondern auch zu einem reduzierten Ca®*-Anstieg fiihrt (Abb. 7, S. 45). Antimycin A,
das zwar die Radikalentstehung in den H,DCFDA-Experimenten reduzierte, hatte hier einen
eher negativen Effekt (Abb. 15, S. 55). Es fihrte bei Applikation wahrend der simulierten
Reperfusion zu einem zusitzlichen Ca**-Anstieg. Der zusatzliche Ca®*-Anstieg konnte darauf
hindeuten, dass Antimycin A zu einer Zellschadigung gefiihrt hat, wie es auch an isolierten
Mitochondrien beobachtet werden konnte (Piskernik et al. 2008). In der Literatur gibt es
Hinweise, dass der durch Antimycin A induzierte Zelltod in einer humanen Zelllinie nicht
durch vermehrte Produktion von Radikalen erklart werden kann, sondern durch Anhdufung

76



von NO, verstarkter Aktivierung der Poly (ADP-ribose)-Polymerase (PARP) und
Translokation des Apoptose-induzierenden Faktors (AlIF) ausgeldst wird (Ogita et al. 2009).

Die Inhibition der NADPH-Oxidase durch Apocynin fiuhrte in dieser Studie zu keiner
Beeinflussung des Fura-Signals (Abb. 7, S. 45). Dies unterstutzt die Vermutung, dass die
NADPH-Oxidase bei der Radikalentstehung unter diesen Bedingungen keine wichtige Rolle
spielt. An HUVEC konnte die Aktivitat und damit die O,-Produktion der intrazelluldren
Xanthin-Oxidase durch eine Fortfihrung der Azidose in der Reperfusion reduziert werden.
Dabei zeigte sich auch ein geringerer Anstieg des intrazellularen Ca** (Geeraerts et al. 1991).
In der vorliegenden Studie wurden keine weiteren Untersuchungen in Bezug auf die Xanthin-
Oxidase durchgefuhrt. Es besteht trotzdem die Moéglichkeit, dass diese einen gewissen Anteil
an der Radikalbildung in der Reperfusion der Endothelzellen hat, was in weiteren Studien
untersucht werden konnte. Allerdings fiihrte eine fortgefiihrte Azidose in der Reperfusion in
den Fura-Messungen der vorliegenden Arbeit und auch in friheren Studien zu keiner
signifikanten Reduktion des Ca®*-Anstieges (Ladilov et al. 2000), weshalb davon
ausgegangen werden kann, dass sich koronare Endothelzellen dabei von HUVEC

unterscheiden.

4.4 Aktivierung der PLC durch Radikale

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der PLCyl-
vermittelte Signalweg der Ca**-Freisetzung durch die Einwirkung von Radikalen wahrend der
simulierten Reperfusion in Gang gesetzt wird und dass Kinasen der src-Familie an diesem

Prozess beteiligt sind.

In koronaren mikrovaskularen Endothelzellen findet wahrend simulierter Reperfusion eine
Ca®*-Ausschiittung aus dem Endoplasmatischen Retikulum (iber IPs-abhangige Kanile statt
(Peters und Piper 2007). Dieser Prozess wird von einer aktivierten PLCy1 vermittelt, die dann
den Signalweg bis zur Ca**-Ausschiittung in Gang setzt (Berridge 1993, Munaron 2006). VVon
Untersuchungen an kortikalen Astrozyten ist bereits bekannt, dass es durch die Einwirkung
von Radikalen zur Aktivierung der PLC und zu vermehrter Ca**-Freisetzung kommt (Hong et
al. 2006).

Um den Effekt von Radikalen auf die PLC der Endothelzellen in Westernblots zu
untersuchen, wurde das organische Peroxid t-BHP (tert-Butyl-Hydroperoxid) verwendet, da

an murinen embryonalen Fibroblasten durch H,O, eine Phosphorylierung herbeigefuhrt
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werden konnte und t-BHP durch die funktionelle Gruppe des Peroxids eine vergleichbare
oxidative Funktion besitzt (Keck 1996, Wang et al. 2001, Dumont et al. 2000, 2002). Auch an
Kardiomyozyten der Ratte und an humanen glatten GefaBmuskelzellen (VSMC) wurde die
Wirkung von H,O, auf die Phosphorylierung der PLCyl untersucht (Wang et al. 2001,
Mangat et al. 2006, Bai et al. 2002, Gonzales-Pacheco et al. 2002). Dabei schwankt die
eingesetzte Konzentration von H,O, zwischen 50 puM bei Kardiomyozyten und 1 mM bei
Fibroblasten (Mangat et al. 2006, Bai et al. 2002). Der Grund fur die hohen Schwankungen
konnte einerseits die Empfindlichkeit der unterschiedlichen Zelltypen sein, andererseits aber
auch, ob der Zellkultur Serum zugesetzt worden ist oder nicht. So wurden z.B. bei
Kardiomyozyten ab einer Konzentration von 100 uM Zellschdden beobachtet (Mangat et al.
2006), wahrend diese Konzentration bei anderen Zelltypen noch keine signifikante Zunahme
der PLC-Phosphorylierung bewirken konnte. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb eine
Dosis-Wirkungskurve fur t-BHP angefertigt, bei der eine optimale Konzentration des t-BHP
von 100-150 puM fir Experimente an koronaren mikrovaskuldren Endothelzellen ermittelt
wurde (Abb. 17, S. 58).

In der vorliegenden Studie wird deutlich, dass die PLCyl koronarer mikrovaskulérer
Endothelzellen durch 20-minutige t-BHP-Applikation tatsachlich aktivierbar ist (Abb. 18, S.
59), wie es bisher nur an anderen Zelltypen beschrieben wurde (Wang et al. 2001). Durch die
Zunahme der PLCy1-Phosphorylierung nach 5-minutiger Reoxygenation und da sich diese
Phosphorylierung durch die Radikalfanger MPG, NAC und Trolox inhibieren liel} (Abb. 19,
S. 60), wird in der vorliegenden Studie erstmals gezeigt, dass koronare mikrovaskulare
Endothelzellen in der Reoxygenation Radikale produzieren, die eine Aktivierung der PLCy1
bewirken. Dieser Effekt wurde auch an kortikalen Astrozyten der Ratte durch den Einfluss
von NAC beobachtet (Hong et al. 2006). AulRerdem kann dadurch die Theorie bestétigt
werden, dass in Endothelzellen die Radikalentstehung schon innerhalb der ersten Minuten der

Reoxygenation stattfindet (Hashimoto et al. 1994).

4.5 Bedeutung der src-Kinasen

In der Literatur ist bekannt, dass Protein-Tyrosin-Kinasen mit der PLCy assoziieren und deren
Phosphorylierung steuern (Ullrich und Schlessinger 1990, Cantley et al. 1991, Nakanashi et
al. 1993). Eine Studie an Fibroblasten belegt aullerdem, dass src-Kinasen bei Einwirkung von

H,0; die Phosphorylierung von PLCy1 in Gang setzen (Wang et al. 2001).
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In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit reduzierten zwei src-Kinase-Inhibitoren (PP1,
SU6656) die Phosphorylierung der PLCy1 koronarer mikrovaskularer Endothelzellen in der
Reoxygenation (Abb. 18, S. 59). Durch dieses Ergebnis wird deshalb erstmals an diesem
Zelltyp eine Verbindung zwischen src-Kinasen und der Aktivierung der PLCyl in der
Reoxygenation gezeigt.

Bei den Ca**-Messungen der vorliegenden Arbeit wird dariiber hinaus deutlich, dass auch die
Ca®*-Uberladung der Endothelzellen in der Reperfusion von src-Kinasen abhéngig ist, da
diese durch src-Kinase-Inhibitoren (PP1, PP2, SU6656) deutlich reduziert wurde (Abb. 16, S.
57).

Src-Kinasen scheinen also die Vermittler zwischen ROS und der PLCy1 zu sein, welche dann
in aktivierter Form den zytosolischen Ca®*-Anstieg bewirk.

ROS konnen jedoch neben dem bereits beschriebenen Signalweg Uber src-Kinasen bis zur
Ca**-Ausschiittung noch andere Zellfunktionen in Gang setzen. So wurde in einer Studie
festgestellt, dass die PLCyl nach oxidativem Stress eine wichtige Aufgabe hinsichtlich der
Regulierung der Uberlebensstrategie der Zelle ibernimmt (Wang et al. 2001). Es ist auRerdem
bekannt, dass src-Kinasen in Endothelzellen eine vermittelnde Rolle zwischen VEGF
(vascular endothelial growth factor) und der Aktivierung der G6PD (Glukose-6-Phosphat
Dehydrogenase) einnehmen (Pan et al. 2009). Die G6PD liefert z. B. Baustoffe fir die
Biosynthese von Nukleinséuren (Jain et al. 2003). Dadurch kdnnten das Wachstum und die
Teilung der Zellen beglnstigt werden. So fuhrt Ischamie/Reperfusion z. B. auch an der Retina
der Ratte Uber den Tyrosin-Kinase-Signalweg zu erhdhter Proliferation (Hayashi et al. 1996).
Es ware also moglich, dass Radikale Uber die src-Kinasen-gesteuerte PLCy1-Aktivierung
einen zelluldaren Meachanismus in Gang setzen, der das Uberleben der Zellen sichern soll,

indem er Zellteilung induziert.

4.6 Einfluss von Ischdmie-/Reperfusionsexperimenten auf den

Energiestatus der Endothelzellen

In den ATP-Messungen der vorliegenden Arbeit wird deutlich, dass die postischdmische
Reperfusion nach einer anfanglichen Erholungsphase zu starkem ATP-Verlust fiihrt, obwohl
die Zellen wieder mit Glukose versorgt werden.

Obwohl von Endothelzellen bekannt ist, dass sie ihren Energiegehalt bei Sauerstoffmangel
relativ lange durch anaeroben Abbau von Glukose in der Glykolyse decken kénnen, kam es in
der Anoxie der vorliegenden Studie zu einem ATP-Verlust (Abb. 12, S. 51) (Mertens et al.
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1990, Watanabe et al. 1991). Eine Erklarung dafiir kénnte die zunehmende Azidifizierung
durch Anhaufung von Laktat sein, die zu einer Hemmung der Glykolyse und damit zu ATP-
Mangel fiihrt (Mertens et al. 1990, Watanabe et al. 1991, Culic et al 1997).

Mit Beginn der Reperfusion folgte zwar eine kurze, fast vollstandige Erholung des ATP-
Spiegels, danach sank dieser jedoch zunehmend wieder ab (Abb. 12, S. 51). Diese
Beobachtung zeigt, dass bei Endothelzellen trotz der umfassenden Energieversorgung Uber
Glykolyse und den Hexose-Monophosphatweg in der Reperfusion eine Art von Paradox wie
bei Kardiomyozyten existiert (Buderus et al. 1989, Kritzfeldt et al. 1990, Culic et al. 1997).
Eine Ursache des ATP-Verlustes in der Reperfusion konnte die Erhéhung der Permeabilitat
der inneren Mitochondrienmembran durch die Offnung eines Megakanals (mPTP) sein
(Lemasters et al. 1997, Ly et al. 2003). Da die erhohte Permeabilitat zur Depolarisation des
mitochondrialen Membranpotentials fuhrt, findet eine Entkopplung der ATP-Produktion in
der Atmungskette statt, was im weiteren Verlauf zu ATP-Hydrolyse durch die F1Fo-ATPase
fihrt (Nieminen et al. 1994, Lemasters et al. 1997). Allerdings wird als Ursache fiir die
Offnung des Megakanals in der Studie an Hepatozyten hauptsachlich die Erhohung des pH-
Wertes in der Reperfusion gesehen, weshalb auch vom ,,pH-Paradox“ gesprochen wird
(Lemasters et al. 1997). In friheren Untersuchungen an koronaren mikrovaskuléren
Endothelzellen wurde jedoch festgestellt, dass die pH-Wert-Erhéhung nicht die Ursache fur
Reperfusionsschaden ist (Ladilov et al. 2000). Passend dazu zeigten auch Vorversuche zur
ATP-Messung der vorliegenden Arbeit bei fortgefihrter Azidose trotzdem den beschriebenen
ATP-Verlust in der Reperfusion (nicht gezeigt). Auch findet in der Reperfusion keine
fortgesetzte Depolarisation, sondern eine deutliche Erholung des mitochondrialen
Membranpotentials statt (s. 4.7.). Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass bei diesem
Zelltyp noch andere Ausléser fir den ATP-Abfall vorliegen missen. Dies wére z. B. eine
Unterbrechung der Glykolyse durch Radikale, was im Verlauf der Reperfusion zu ATP-
Mangel flhrt und moéglicherweise ebenfalls eine zusatzliche ATP-Hydrolyse durch die F1Fo-
ATPase zur Folge hat.

Dass tatsachlich Radikale einen Einfluss auf den zellularen ATP-Gehalt haben, wird durch die
vorliegenden Ergebnisse bestatigt, da der Verlust durch den Radikalfanger MitoQ verhindert
werden konnte (Abb. 13, S. 53). Auch der Hemmstoff des zweiten Komplexes der
Atmungskette flihrte zu einem signifikant geringeren ATP-Abfall (Abb. 14, S. 54). Dies
unterstiitzt die Theorie, dass dieser Komplex zu einem groRen Teil fir die Radikalproduktion
verantwortlich ist. Dass der Einsatz eines Inhibitors der mitochondrialen Atmungskette nicht
grundsatzlich den ATP-Abfall beschleunigt kann in diesem Fall dadurch erklart werden, dass
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trotz der Inhibition des Komplexes Il weiterhin ungehindert Elektronen von Komplex | auf
Komplex Il Ubertragen werden kdnnen. Durch diesen Umweg kann die ATP-Produktion
weiterhin fortgefiihrt werden (Lehninger, Nelson, Cox 1994, Berg et al. 2002, Cecchini 2003).
Antimycin A verursachte hingegen duch Blockade des Komplexes Il einen beschleunigten
ATP-Verlust. Da Antimycin A auRerdem zu verstarktem Ca®*-Anstieg fiihrte (Abb. 15, S. 55),

konnte dies moglicherweise fur einen toxischen Effekt des Inhibitors sprechen.

4.7 Veranderungen des mitochondrialen Membranpotentials AW\,

durch simulierte Ischamie und Reperfusion

Die JC-1-Messungen dieser Arbeit zeigen, dass das mitochondriale Membranpotential AWy
in der Ischamie abfallt und sich in der Reperfusion nicht ausreichend erholt. Der Grund fur
die unzureichende Repolarisierung liegt vermutlich in der Entstehung von Radikalen wahrend

der postischdmischen Reperfusion.

Wahrend der anoxischen Phase des Experimentes kam es zu einem kontinuierlichen Abfall
der JC-1-Kinetik (Abb. 9, S. 48), was einer Depolarisation des mitochondrialen
Membranpotentials entspricht und auch bei Messungen am isolierten Herzen und an
Kardiomyozyten mit dem Farbstoff Safranin und TMRE beschrieben wird (Ylitalo et al. 2000,
Levraut et al. 2003). Mit Beginn der Reperfusion stieg das Potential kurzfristig stark, danach
flacher wieder an. Diese Repolarisation erreichte jedoch nicht den urspringlichen
Ausgangswert (Abb. 10, S. 49). Ahnliche Beobachtungen wurden auch an Kardiomyozyten
beschrieben, bei denen sich das mitochondriale Membranpotential nach erfolgter
Depolarisation in der Ischédmie in der Reperfusion nicht vollstandig wiederherstellte (Levraut
et al. 2003). Dies deutet darauf hin, dass die Reperfusion dem mitochondrialen
Membranpotential entweder keine ausreichende Erholung ermdglicht oder dass die
mitochondriale Membran wahrend der ischdmischen Phase madglicherweise irreversibel
geschadigt wurde. In den Experimenten wurde jedoch durch Zugabe des unspezifischen
Radikalfangers Trolox eine signifikant stirkere Repolarisation beobachtet, was gegen eine
irreversible Schadigung der Mitochondrienmembran spricht (Abb. 11, S. 50). Das verdeutlicht
die Rolle der Radikale als schadigender Einfluss auf das mitochondriale Membranpotential
wéhrend der Reperfusion. Unterstiitzt wird die Beobachtung durch eine Studie an
Hepatozyten, in der Radikalfanger Depolarisation und Zelltod verhindern konnten (Nieminen

et al. 1997). Eine andere Arbeitsgruppe machte in Untersuchungen an isolierten
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Kardiomyozyten deutlich, dass es in der Reperfusion einen Zusammenhang zwischen der
Offnung des mPTP, der Entstehung von Radikalen und der auftretenden Depolarisation gibt
(Hausenloy et al. 2003). Nach dieser Studie entstehen Radikale in Kardiomyozyten allerdings
erst nach Offnung des Megakanals. Anhand der vorliegenden Ergebnisse an koronaren
mikrovaskuléren Endothelzellen kann nicht beurteilt werden, ob mPTP der Ausléser der
Radikalproduktion ist, da dieser nicht genauer betrachtet wurde. Bei Untersuchungen an
Kariomyozyten konnten Depolarisation und Zellschadigung wahrend der Reperfusion
allerdings nicht durch Inhibition der Offnung des mPTP verhindert werden (Levraut et al.
2003). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit an Endothelzellen zeigen vielmehr, dass die
Verschiebung des mitochondrialen Membranpotentials in der Anoxie zu einem gewissen Grad
reversibel ist und dass Radikale die Erholung des mitochondrialen Membranpotentials
deutlich unterdriicken, was durch den Radikalfanger Trolox verhindert werden kann. Dies
kann durch Untersuchungen an Kardiomyozyten ebenfalls bestédtigt werden, da die
Depolarisation auch an diesem Zelltyp durch den Einsatz verschiedener Radikalfanger
unterdruckt werden konnte. Die Ursache fur die Depolarisation wird in Kardiomyozyten der
Radikalproduktion wéhrend der Ischamie in der Atmungskette zugeschrieben. Die Radikale
werden dabei fir eine Schéadigung der inneren Mitochondrienmembran durch oxidative
Prozesse verantwortlich gemacht, welche einen Verlust der Zellintegritat und eingeschrénkte
Repolarisation des Membranpotentials in der Repolarisation zur Folge hat (Levraut et al.
2003). Die protektive Wirkung der Radikalfanger in der Studie an Kardiomyozyten wird
jedoch hauptsachlich ihrer Funktion wahrend der Ischdmie zugesprochen, da sie nur dann
Wirkung zeigten, wenn sie schon in dieser Phase verabreicht wurden. An den vorliegenden
Ergebnissen an Endothelzellen bewirkte der Radikalfanger hingegen auch allein in der
Reperfusion eine verstarkte Repolarisation des Membranpotentials. Dies lasst die Vermutung
zu, dass die Radikalentstehung in Endothelzellen zu einem anderen Zeitpunkt stattfindet als in
Kardiomyozyten und dass die Verabreichung von Radikalfangern in der Reperfusion in
diesem Zelltyp noch protektive Wirkung entfalten kann.

Oligomycin  blockierte  die  teilweise = Wiederherstellung des  mitochondrialen
Membranpotentials in der Reperfusion komplett (Abb. 11, S. 50). Dies lasst sich dadurch
erklaren, dass der Inhibitor der F;Fo-ATPase (Komplex V) nicht nur den Protonenfluss
innerhalb des Enzyms in die Mitochondriale Matrix verhindert, sondern dadurch auch zum
Erliegen der restlichen Atmungskette flihrt, welche durch entgegengesetzte Protonenpumpen
maligeblich am Aufbau des mitochondrialen Membranpotentials beteiligt ist (Lehninger,
Nelson, Cox 1994). Verschiedene andere Inhibitoren der Atmungskette, wie DPI, TTFA oder
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Antimycin A, ebenso der mitochondrienspezifische Radikalfanger MitoQ, fiihrten durch ihre
Eigenfluoreszenz bei den Messungen des JC-1-Signals zu Interferenzen und konnten deshalb
leider nicht beurteilt werden. Ein weiterer Schritt wéaren deshalb Untersuchungen des
mitochondrialen Membranpotentials mit Hilfe anderer Methoden und der genannten

Substanzen.

4.8 Einfluss der simulierten Reperfusion auf die interzellulare

Lickenbildung

An den Messungen der interzelluldren Licken dieser Studie wird deutlich, dass es einen
Zusammenhang zwischen der vermehrten Radikalentstehung in der simulierten Reperfusion
und Zunahme der interzellularen Zwischenrdume gibt.

Dabei induziert wahrscheinlich der erhhte Ca®*-Spiegel und die Wiederversorgung der
Zellen mit Energie die Aktivierung des kontraktilen Apparates der Endothelzellen. Dieser
bewirkt eine VergroRerung der interzellularen Licken (Watanabe et al. 1991, Noll et al. 1995,
Schéfer et al. 2003). Auch in den optischen Messungen der vorliegenden Arbeit vergroRerten
sich die interzellularen Licken in der Reperfusion deutlich (Abb. 20, S. 61). Durch
Applikation des Radikalfangers MitoQ und des Inhibitors des Komplexes Il der
mitochondrialen Atmungskette reduzierte sich die Lickenbildung signifikant (Abb. 21, 22, S.
62, 63). Anhand dieser Ergebnisse lasst sich zwar keine direkte Wirkung von Radikalen auf
den kontraktilen Apparat der Zellen nachweisen. Es wird jedoch die Theorie unterstutzt, dass
ROS wahrscheinlich tber einen Anstieg des Ca**-Spiegels zu vermehrter interzellularer
Lickenbildung flhren. VergroRerte interzellulare Zwischenrdume gehen mit gesteigerter
Permeabilitat und Odembildung einher und filhren dadurch zu Organschéaden (Garcia-Dorado
et al. 1992). Die verringerte Lickenbildung kdnnte also bedeuten, dass die Verhinderung
uberméRiger Radikalproduktion in der Reperfusion einen schiitzenden Effekt auf das Organ
hat.

Auch Oligomycin hatte bei Applikation mit Beginn der Reperfusion eine reduzierte
Luckenbildung zur Folge (Abb. 22, S. 63). Dieser Effekt lasst sich allerdings eher dadurch
erklaren, dass Oligomycin zu absolutem Energiemangel der Zelle fuhrt, weshalb auch die
Aktivierung des kontraktilen Apparates nicht mehr moglich ist (Wysolmerski und Lagunoff
1988).

83



4.9 Therapieansatze:

Die Tatsache, dass Radikale eine der Hauptursachen der Ischdmie-/Reperfusionsschaden sein
konnten, war schon des Ofteren ein Anlass fur Studien, bei denen der Einfluss von
Radikalfangern auf die Situation der Ischdmie und Reperfusion untersucht wurde (Bolli 1988,
Michiels et al. 1992, Ambrosio et al. 1993, Kaeffer et al. 1997, Dhar-Mascareno et al. 2005).
In einer Studie konnte z. B. eine schitzende Wirkung von erhohtem intrazellularen Vitamin C
wéhrend der Hypoxie und Reperfusion beobachtet werden (Dhar-Mascareno et al. 2005). In
einigen anderen Untersuchungen wurde kein positiver Effekt der Radikalfanger festgestellt
(Jeroudi et al. 1994). Die Ursache flr diese unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte einerseits der
untersuchte Zelltyp (z.B. Herzmuskelzelle oder Endothelzelle), die verabreichte Dosis,
andererseits aber auch der biochemische Ansatzpunkt des Radikalfangers sein. Da Radikale
fir die Zelle teilweise wichtige Funktionen einnehmen, kann eine komplette Inhibition der
Radikalproduktion auch negative Folgen haben (Lum und Roebuck 2001, Griendling und
FitzGerald 2003). Um die Wirkung eines Therapeutikums zu optimieren, ist es deshalb sehr
wichtig, den Ursprung einer Erkrankung moglichst direkt zu beeinflussen. So kann das in
dieser Studie eingesetzte MitoQ beispielsweise durch seine Struktur gezielt gegen
mitochondriale Schéadigung wirken (Kelso et al. 2001, Tauskela 2007). In Ischédmie-
/Reperfusionsexperimenten mit Ratten konnte es bei oraler Verabreichung die kardiale
Dysfunktion signifikant reduzieren (Adlam et al. 2005). Das spricht daftlir, dass wichtige
Zellfunktionen dadurch nicht beeintrachtigt worden sind. Ob in diesen Studien eine direkte
Wirkung von MitoQ auf den Zelltyp der Herzmuskelzelle oder der Endothelzelle im
Vordergrund gestanden hat, ist aber offen. Die Substanz wird auBRerdem als oral verabreichter
Radikalfanger in klinischen Studien als Therapeutikum gegen Alzheimer und Parkinson
getestet (Tauskela 2007). Insgesamt stehen also Radikalfanger wie MitoQ nach wie vor im
Fokus weiterer Untersuchungen gerade im Bereich der postischdmischen Reperfusion, da sich

dadurch moglicherweise auch auf anderen Gebieten neue Therapiemdoglichkeiten erdffnen.

4.10 Stellenwert des Myokardinfarktes in der Tiermedizin

Infarktverursachende Herz-Kreislauf-Erkrankungen des Menschen werden durch die
Anwesenheit mehrerer Risikofaktoren begunstigt. Diese unter dem Begriff Metabolisches
Syndrom oder Wohlstandssyndrom zusammengefassten Faktoren sind Ubergewicht,
veranderte Blutfettwerte, erhéhter Blutdruck, erhéhter Nuchtern-Blutzucker und Diabetes
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mellitus (Hoppichler 2004). Eine Krankheit, die mit dem Metabolischen Syndrom in
Zusammenhang steht, ist die Arteriosklerose. Ablagerungen und veranderte Kollagen- und
Proteoglykangehalte der Gefdlwande fihren dabei zu verdickten und verhérteten
Arterienwénden, was u.a. GefélRverengungen, Ischdmie, Thrombose, Herzinfarkt,
Schlaganfall oder plétzlichen Tod zur Folge haben kann (Just 1994, Gebbers 2007). Beim
Menschen ist Arteriosklerose deshalb die hdufigste Ursache fur Myokard- und
Zerebralinfarkte. Trotz &hnlicher Risikofaktoren, v. a. in der Heimtierhaltung, nimmt diese
Erkrankung in der Tiermedizin keinen vergleichbaren Stellenwert ein, jedoch wird v. a. bei
Tieren, die ihr naturliches Alter erreichen, Arteriosklerose mit Lumeneinengungen,
ischamischer Hypoxie und Thrombenbildung beschrieben (Meurer und Wolf 2006). Bei
alteren Pferden z. B. sind hdufig Aorta und Arteria carotis betroffen, wahrend bei &lteren
Rindern zusatzlich auch die Uterusarterie sklerotische GefaBwandveranderungen aufweist und
dadurch zur Unfruchtbarkeit fihren kann. Dartiber hinaus wird die Erkrankung bei Végeln
und Hunden beschrieben (Detweiler et al. 1968, Liu et al. 1986, Johnson 2005, Glaus 2006,
Meurer und Wolf 2006). Herzinfarkte hingegen werden bei den populérsten Heimtieren Hund
und Katze eher selten beschrieben und treten meist nur in Zusammenhang mit anderen
Erkrankungen auf (Driehuys et al. 1998). Bei Hunden kann die starkere Kollateralversorgung
des Herzens in den meisten Féllen groflere Schaden durch Infarkte verhindern (Hearse und
Sutherland 2000). Das Schweineherz hingegen hat eine ahnliche Geféaliversorgung wie das
Menschenherz, weshalb das Schwein in der kardiovaskuldren Forschung einen wichtigen
Stellenwert hat (Hearse und Sutherland 2000). AufRerhalb der Versuchstierkunde haben
Schweine und deren Herz-Kreislauf-System aufgrund der geringen Lebenserwartung der
lebensmittelliefernden Tiere bisher kaum Beachtung gefunden. Da in den letzten Jahren
jedoch auch die Schweinehaltung als Heimtier regen Zuspruch findet und die
Lebenserwartung dieser Liebhabertiere deutlich hoher liegt, konnte die Frage der
Herzinfarktherapie bei alteren Schweinen in Zukunft hdufiger auftreten. GroRere Bedeutung
haben in der Tiermedizin allerdings GefaRBverschliisse anderer Organe, die durch
Thrombembolien hervorgerufen werden kénnen. Ein Beispiel ware hier die Therapie von
Thrombembolien im Bereich der Hintergliedmallen der Katze. Da Haustiere eine immer
hohere Lebenserwartung haben und ihre Besitzer ihnen immer bessere tiermedizinische
Versorgung ermdglichen, spielt in Zukunft voraussichtlich auch in der Tiermedizin die
Therapie von Organschéden, die durch Ischdmie/Reperfusion verursacht werden, eine Rolle.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen,

ob es in der postischamischen Reperfusion koronarer mikrovaskulérer Endothelzellen
zur Radikalproduktion kommt,

an welchem Ort innerhalb der Endothelzelle Radikale produziert werden,

ob ROS zur Aktivierung der PLCy fiihren und ob dadurch der Signalweg bis zur Ca**-
Ausschittung in Gang gesetzt wird,

ob src-Kinasen in die PLCy-Aktivierung involviert sind,

wie sich das mitochondriale Membranpotential in der postischamischen Reperfusion
verhélt und ob Radikale darauf Einfluss haben,

ob sich der endotheliale ATP-Gehalt in der postischdmischen Reperfusion verandert
und ob ROS daran beteiligt sind und

ob die interzelluldre Luckenbildung durch Verhinderung der Radikalentstehung

beeinflusst werden kann.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen:

In der postischamischen Reperfusion werden ROS generiert.

Die Radikalbildung findet innerhalb der Mitochondrien statt und wird durch Komplex
Il der mitochondrialen Atmungskette verursacht.

ROS sind in der Lage, PLCy zu aktivieren und fithren aulerdem zum Anstieg des
zytosolischen Ca**-Gehaltes.

Src-Kinasen vermitteln die Aktivierung der PLCy und fiihren dadurch zu Ca?*-
Ausschittung.

Das mitochondriale Membranpotential ist in der Reperfusion weitgehend gestort. Der
Radikalféanger Trolox fiihrt aber zu einer deutlichen Erholung.

ATP fallt im Verlauf der Reperfusion ab. Gezielte Reduktion der Radikalentstehung
durch MitoQ und TTFA verhindert den ATP-Verlust.

Die Reduktion des ROS-Aufkommens durch MitoQ und TTFA vermindert
ubermalige interzellulére Luckenbildung.
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6 Summary

The aim of the present study was to determine,

- whether postischemic reperfusion of coronary microvascular endothelial cells causes
ROS production,

- the localization of ROS-generation in endothelial cells during reperfusion,

- whether ROS lead to PLCy activation initiating Ca®*-release,

- whether src-kinases are involved in PLCy activation,

- whether ROS disturb the mitochondrial membrane potential during reperfusion,

- whether ROS are involved in ATP-loss during reperfusion and

- whether intercellular gap formation can be reduced by inhibition of ROS generation.
The main findings of this study are:

- ROS are produced in coronary microvascular endothelial cells during postischemic
reperfusion.

- Complex Il of mitochondrial respiratory chain is the main cause of ROS generation in
reperfusion.

- PLCy is activated by ROS, leading to cytosolic Ca®*-overload.

- PLCy activation is mediated by src-kinases.

- Reduced ROS production ameliorates mitochondrial membrane potential in
reperfusion.

- Reperfusion causes ATP-loss, which can be prevented by systematic inhibition of
ROS generation with MitoQ and TTFA.

- Gap formation in reperfusion is reduced by administration of the targeted scavenger
MitoQ and the inhibitor of complex 1l TTFA.
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8 Anhang

8.1 Gerate und Messapparatur, Laborbedarf und eingesetzte

Substanzen

Geratebedarf

Analysesoftware TILLViSION
CCD Kamera

Dampfdrucktopf

Deckel fur Glasgefale
Dreiwege-Perfusionshahn SSI 8002-0127
Druckminderer 200 bar fir Stickstoff
Edelstahlkapillare 1/16 "x 1,2mm 8020-8033
Glasgefale

Inverses Mikroskop 1X70

Lichtquelle: Monochromator Polychrome 1V
Magnet-Heizrihrer

Neubauer-Z&hlkammer

Nylonnetz

Perfusionsheizung

Perfusionskammer

pH-Meter

Rollerpumpe

Schlauche fir Rollerpumpe

TILL IMAGO-QE CCD Kamera (1376 x
1040 Pixel)

Wasserbad
Wasserdemineralisierungsanlage
Zentrifugen

Laborbedarf

Benzonase

Collagenase CLSII
Deckgléschen #1, @ 25mm
Deckgléschen @ 42mm
DL-Cysteine

Tillvision, Martinsried

Bio Rad, Hercules, USA fur Western-Blot-
Analysen

All American, Canada

Alltrista, USA

Latek, Eppelheim

Kayser

Latek, Eppelheim

All American, Canada

Olympus, Hamburg

Tillvision, Grafelfing

Jahnke und Kunkel, Staufen

Superior, Marienfeld

NeoLab, Heidelberg

Eigenbau der Werkstatt des Physiologischen
Institutes der JLU-Giel3en

Eigenbau der Werkstatt des Physiologischen
Institutes der JLU-Giel3en

WTW, Weinheim

Gilson — Abimed, Langenfeld

Gilson, Middleton, USA

Tillvision, Grafelfing

Julabo, Seelbach
Millipore, Eschborn
Kendro, Hanau

Merck KGaA, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin
Menzler Gléser, Schwerte
Saur Laborbedarf, Reutlingen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Dulbecco’s PBS
DMSO
Douncer

DYNAL® Magnetic Beads
DynaMag™-2

ECL-Entwicklerreagenz - SuperSignal® West
Pico Chemiluminescent Substrate
Ethanol

FBS

Folin-Ciocalteu'sches Phenolreagenz
Invitrolon™ PVDF

Kulturschalen Falcon (3cm, 10cm)
M199

MagicMark™ XP Western Protein Standard
Methanol (>99,9% fiir HPLC)
Milchpulver

NCS

NUuPAGE® Antioxidant

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x)
NuPAGE® MES/MOPS SDS Running Buffer
(20x)

NuPAGE® Novex Bis-Tris Gel (4-12 %,
1,5 mm, 10 Wells)

NuPAGE® Reducing Agent (10x)
NuPAGE® Transfer Buffer
Penicillin-Streptomycin Ldsung
Ponceau-S-Ldsung

PowerEase® 500 Power Supply
Quantity One®

ReaktionsgefaRe (1,5 ml)
Reaktionsgefale (0,5/2 ml)

Resazurin

SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard
Sigma Phosphatase Cocktail 2
Stickstoff 5.0

t-BHP

Tris

Trockenpapier

Trypsin-EDTA 0,05%

Trypsin

Tween 20

Xcell SureLock™ Mini-Cell System

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Scherf Praezision GmbH, Meiningen-
Dreissigacker

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Pierce Biotechnology, Rockford, USA

Roth, Karlsruhe

PAA, Pasching, Osterreich
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Becton Dickinson, Heidelberg
Biochrom, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Applichem, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Invitrogen, Karlsruhe
Molecular Dynamics, Krefeld
Sarstedt, Numbrecht
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Linde Gas deutschland, Pullach
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Biotec-Fischer, Reiskirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Amersham, Braunschweig
Invitrogen, Karlsruhe
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XCell 11™ Blot Module
Zellschaber (Typ Falcon)

Eingesetzte Substanzen

Bezeichnung

Antimycin A

Apocynin

Atractyloside

Decyl TPP Bromide
2-Deoxy-D-Glucose

DPI

MitoQ®
N-(2-mercapto-propionyl)glycine
N-Acetyl-L-cysteine
Oligomycin A

Pepstatin

PP1

PP2

PP3

Rotenon

SU 6656

t-BHP

Thenoyl Trifluoroacetone
Trolox

Antikorper

Anti-Kaninchen-1gG HRP-gekoppelt
sc-81 PLCy1 Antikdrper
Tyr783 Phospho-PLCy1

Fluoreszenzfarbstoffe

Fura-2, AM (F-1221)

JC-1 (T-3168)

Mag-Fura-2, AM (M-1292)
H,DCFDA (10058)

Invitrogen, Karlsruhe
Becton Dickinson, Heidelberg

Hersteller

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt
Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt
Santa Cruz Biotechnology, Inc
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Antipodean Pharmaceutics
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt
Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt
Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt
Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt
Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt
Fluka, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Amersham Biosciences, Freiburg
Santa Cruz Biotechnology, Inc
CellSignalingTechnology, Danvers, USA

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Biotium, Hayward
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Ansatz der Fluoreszenzfarbstoffe

Fura-2, AM (MW: 1001.86 g/mol)

fura-2, AM 50 ug
DMSO 30 ul
Stammlésung (1,6 mM),

JC-1 (MW: 652.0 g/mol),

JC-1 5mg
DMSO Iml JC-1 Stammldsung 1 (7,7 mM)
JC-1 Stammldsung 1 (7,7 mM) 10 pl
DMSO 50 pl

Stammlésung 2 (1,5 mM),

Mag-Fura-2, AM (MW: 722.57 g/mol)
mag-fura-2, AM 50 ug
DMSO 69,16 ul
Stammlésung (1,0 mM),

H,DCFDA (MW: 487,29 g/mol)

H,DCFDA 100 mg

DMSO 1,026 mi H,DCF-Stammldsung 1 (200 mM)
Stammlésung 1 (200 mM) 50 pl

DMSO 950 pl

Stammlésung 2 (5 mM),

Alle Stammlésungen wurden bei -20 °C lichtgeschiitzt gelagert.

8.2 Protokoll fur die Proteinbestimmung

Losung 1: Natrium-Kalium-tartrat (NaKC4H4Og* 4H,0)
3,3 g in 100 ml Aqua bidest. 16sen
Ldsung 2: Kupfersulfat (CuSO4 5H,0)
1,25 g in 100 ml Aqua bidest. l16sen
Losung 3: Natriumcarbonat (Na,CO3 wasserfrei)
25 g in 1000 ml Aqua bidest. I6sen
Losung 4: 1 M NaOH
4 g NaOH in 100 ml Aqua bidest. I6sen
Losung 5: Folin-Ciocalteu'sches Phenolreagenz
22,73 ml ad 100 ml Aqua bidest.
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Vorbereitung:
Reagenz A herstellen: 100 pl Losung 1 + 100 pl Losung 2 ad 10 ml mit Lésung 3, gut
mischen. Proben werden (je nach erwarteten Proteinkonzentrationen) in der Regel 1:5
verdunnt (10 pl Probe + 40 pl aqua bidest)

Standardreihe:

» BSA abwiegen (10 mg/ml) und Standardreihe erstellen
» 200 pl der BSA-Ldsung auf 5 ml mit Aqua bidest. auffiillen (400 pug BSA/ml)

Omg/ml | 0,02mg/ml | 0,04mg/ml | 0,08mg/ml | 0,22mg/ml | 0,16mg/ml | 0,2mg/ml | Konzentration
- 5ul 10 ul 20 pl 30 pl 40 pl 50yl |BSA-Losung
50 pl 45 pl 40 pl 30 pl 20 pl 10 pl - Aqua bidest.
Durchfiihrung:

50 pl verdiinnte Probe bzw. 50 pl der Standards
+ 50 pl Lésung 4 gut mischen,

nach 3 min 400 ul Reagenz A zufiigen und gut mischen,

10 min bei Raumtemperatur inkubieren,

Zugabe von 100 pl Lésung 5,

nochmals griindlich mischen,

30 min bei Raumtemperatur inkubieren,

jeweils 200 ul der Probe luftblasenfrei in eine Microtiterplatte pipettieren,
am Photometer bei 578 nm messen.

YVV VYV VYVYY

8.3 Tierschutzrechtliche VVoraussetzungen

Die im Rahmen dieser Studie eingesetzten Tiere wurden gemal 84 Abs. 3 TierSchG (T6tung
zu wissenschaftlichen Zwecken) eingesetzt und entsprechend den gesetzlichen Bestimmungen

am Ende des jeweiligen Kalenderjahres der zustdndigen Behdrde gemeldet.
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8.4. Erklarung

Ich erkldre: Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstdndig und ohne unerlaubte fremde
Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben habe. Alle
Textstellen, die wortlich oder sinngeméal3 aus verodffentlichten oder nicht veroffentlichten
Schriften enthommen sind, und alle Angaben, die auf mindlichen Auskiinften beruhen, sind
als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten und in der Dissertation
erwéhnten Untersuchungen habe ich die Grundsatze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie
in der "Satzung der Justus -Liebig-Universitat GieRen zur Sicherung guter wissenschaftlicher

Praxis" niedergelegt sind, eingehalten.

Frankfurt, den 03.04.2013

Jessica Hornung
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