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1 EINLEITUNG

1.1 Myokardialer Reperfusionsschaden

1.1.1 Ischimie und Reperfusionsschaden

Die koronare Herzerkrankung (KHK) und deren unmittelbare Folgen sind die
Haupttodesursache in der westlichen Welt. Atherosklerotische Verdnderungen der
GefdBwénde konnen sowohl zu einer Lumeneinengung bis hin zu einem kompletten
Verschluss eines Herzkranzgefdf3es fiihren. Kommt es zu einem kompletten Verschluss
eines Herzkranzgefifles durch thrombotisches Material spricht man von einem akuten
Myokardinfarkt (MI). Beim Myokardinfarkt kann der myokardiale Sauerstoffbedarf
nicht mehr durch die oxidative Phosphorylierung gedeckt werden und es kommt zu
einem Missverhdltnis von Sauerstoffbedarf- und angebot im Herzmuskel. Dieses
Ungleichgewicht wird als Ischdmie bezeichnet.

Im weiteren Verlauf kommt es zu einem stetigen Untergang des kontraktilen Gewebes
und so zu einem akuten Pumpversagen des Herzens. Zusétzlich kann es zu
lebensbedrohlichen ventrikuldren Arrhythmien kommen. Der Goldstandard in der
Therapie des myokardialen Infarktes besteht in der schnellstmoglichen
Wiedererdffnung des verschlossenen Gefdfles mittels Katheter-Intervention oder Lyse-
Therapie. Dies ist die einzige Moglichkeit das Myokard vor weiteren Schiden durch
Sauerstoff- und Substratmangel zu bewahren. Nach erfolgreicher Reperfusion des
Myokards hédngt die langfristige Prognose nicht nur vom ischdmischen Schaden ab und
der daraus resultierenden InfarktgroBe, sondern auch von der Entstehung des
Reperfusionsschadens’. Es konnte gezeigt werden, dass alle Manéver, die prognostisch
die InfarktgroBe reduzieren, das AusmaBl des Reperfusionsschadens verringern
konnen®®.

Als Reperfusionsschaden beschreibt man einen Komplex aus vielféltigen
Verdanderungen, unter anderem der zelluldren Ionenhomdostase, der nach dem
ischamischen Schaden zu Beginn des Reperfusionsvorganges entsteht.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Mandver, die zu Beginn der Reperfusion
durchgefiihrt werden, das Ausmall des Reperfusionsschadens und damit die

InfarktgroBe vermindern konnen. Thibault et al. konnten nachweisen, dass ein
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Postconditioning-Protokoll zu Beginn der Reperfusionstherapie sowohl die einzelnen
Herzmuskelzellen als auch das ganze Herz vor Reperfusionsschaden schiitzen kdnnen
und es damit zu einer Abnahme der InfarktgroBe kommt *>~°,

Auf zelluldrer Ebene kommt es wéihrend der Reperfusion zu vielféltigen Verdnderungen
des Ionen-Gleichgewichts. So spielen Natrium, Kalium und insbesondere Calcium eine
entscheidende Rolle. Grundlage fiir die Entstehung von relevanten ventrikuldren
Arrhythmien ist eine Fehlregulierung der Ionenhomdostase und des Zusammenspiels
der einzelnen Zellorganellen wéhrend der Ischdmie und zu Beginn der Reperfusion.
Neben der InfarktgroBe und der Entstehung von lebensgefahrlichen Arrhythmien spielt
auch das Entstehen von ,,Stunning® eine wichtige Determinante. ,,Stunning* beschreibt
ein durchblutetes, aber noch nicht funktionsfdhiges myokardiales Gewebe. Prinzipiell
ist dieses von ,,Stunning* betroffene Gewebe in der Lage, sich komplett zu erholen und
seine Funktion wieder aufzunehmen, im Gegensatz zu nekrotischem Gewebe. Wihrend
der Ischdmie und der Reperfusion kommt es zu einem Untergang der funktionellen
Herzmuskelzellen, also zu Zelltod. Mikroskopisch lassen sich in reperfundierten
infarzierten Arealen die sogenannten Kontraktionsbandnekrosen nachweisen'®. Diese
bestehen aus hyperkontrahierten Myofibrillen und zerrissenem Sarkolemm. Ubertrigt
man das Entstehen dieser Kontraktionsbandnekrosen auf ein Modell isolierter,
ischamisch reperfundierter Kardiomyozyten, so beobachtet man eine exzessive
Kontraktur der einzelnen Zellen, die zur Nekrose fiihrt.

Trotz der verbesserten Therapiemoglichkeiten des akuten Myokardinfarktes in den
letzten Jahren, versterben immer noch 12% der behandelten Patienten innerhalb von
sechs Monaten nach ihrem Herzinfarkt, bei Hochrisiko-Patienten sogar mit einer
erhéhten Mortalititsrate'>. Zusitzlich kommt es im Rahmen der koronaren
Herzerkrankung und des Herzinfarktes auch zur Entwicklung einer Herzinsuffizienz. So
leiden in den Industrienationen 1-2% der Bevolkerung an Herzinsuffizienz, bei den iiber
70-jéhrigen sind es sogar mehr als 10%, Tendenz steigend®. Diese Zahlen machen
deutlich, wie wichtig es ist, neue Therapiestrategien zu finden, die das Herz vor der
Ischdmie und dem Reperfusionsschaden schiitzen, die InfarktgroBe zu verringern und
den Beginn der Herzinsuffizienz hinauszuzégern um die kardiale Mortalitit zu

verringern. *°



Wihrend der Reperfusion kommt es zu einer Vielzahl an zelluldren Vorgédngen, die zu

einem reperfusions-induzierten Schaden, dem Reperfusionsschaden fithren®™*. E

S
konnte bereits vor ldngerem gezeigt werden, dass die InfarktgroBenentwicklung in der
friihen Reperfusionsphase durch Verhinderung des Reperfusionsschadens positiv
beeinflusst werden kann. Dies wurde sowohl am Tiermodell **'*?7% als auch am

menschlichen Herzen gezeigt **°>~°.



1.1.2 Kardiomyozyten unter Ischiimie und Reperfusion

Eine Ischdmie des Myokards ist dadurch charakterisiert, dass ein Missverhéltnis aus
Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot des kontraktilen Gewebes entsteht. Der
hiufigste Ausloser hierfiir ist ein subtotaler oder totaler Verschluss eines
Herzkranzgefifles, mit der Folge eines verminderten Sauerstoffangebotes im
myokardialen Gewebe. Es entsteht ein manifestes Energiedefizit auf Grund von
biochemischen und funktionellen zelluldren Verdnderungen. Die anaerobe
Energiegewinnung der Zelle liber die Atmungskette der Mitochondrien féllt aus und der
Energiebedarf wird anaerob, durch Glykolyse, kaum gedeckt. In der Folge fiihrt dies zu
einer vermehrtem Entstehung von Laktat, die mit dem Zusammenbruch der
Atmungskette zu einer konsekutiven Anreicherung von Protonen, zu einer
Azidifizierung, des myokardialen Gewebes fiihrt. Dieser so entstandene pH-Abfall
wirkt sich depressiv auf die Kontraktilitdit aus und verlangsamt so, durch einen
verminderten Energiebedarf der Zelle, einen weiteren Zusammenbruch der ATP-
Synthese. Wird nun im Rahmen von Ischdmie und Reperfusion der koronare Blutfluss
wieder vollstindig hergestellt, birgt dies die Gefahr eines raschen Efflux’ der Protonen
aus der Zelle ins Interstitium im Austausch fiir Natrium-lonen, mit einem daraus
entstehenden sekundiren Influx von Calcium-Ionen iiber den 3 Na2+/Ca2+-Austauscher,
mit der Gefahr der sekundiren, zytosolischen Calcium-Uberladung'*~*.

Diese Stérung der zytosolischen Calcium-Homdostase **>*, zusammen mit der Offnung
der mitochondrialen Permeabilitits-Transitionsporen (MPTP) trdgt wesentlich zur
Entstehung des myokardialen Reperfusionsschadens bei. Es kommt zu Hyperkontraktur
der Kardiomyozyten und Zellnekrose®.

Zu Beginn der Reperfusion kommt es zur zytosolischen Ca®"-Uberladung. Diese
entsteht dadurch, dass es durch die Wiederherstellung des myokardialen Blutflusses und
die daraus resultierende Re-energetisierung des Myokards zu einer Aktivierung der
Ca’"-abhingigen ATPase des Sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA) kommt.
Dadurch werden die Ca**-Ionen vom Zytosol ins Sarkoplasmatische Retikulum (SR)
gepumpt. Da das SR nur eine begrenzte Speicherkapazitit fiir Ca®"-Ionen hat, kommt es
bei einer Ca*'-Uberladung des SR zu einer Freisetzung von Ca*'-Ionen iiber den
Ryanodin-Rezeptor ins Zytosol. Durch Repetition dieses Vorganges kommt es zu

messbaren Ca*"-Oszillationen zu Beginn der Reperfusion. Diese hochfrequenten Ca*'-



Oszillationen fithren zusammen mit der Anwesenheit von ATP und vermehrten

Aktievierung der SERCA und steigendem pH-Wert zur Auslésung der Hyperkontraktur.
1,2,31,46,47,52

Die Abbildung 1.1 zeigt schematisch die Vorgénge, die im Kardiomyozyten zu Beginn

der Reperfusion ablaufen.

Ischamie Reperfusion

Ca?*-Uberladung

SERCA
ATP
SR
RyR
Hyperkontraktur
Nekrose

Abbildung 1.1a: Schematische Darstellung der Vorgange wahrend der Reperfusion.

Modifiziert nach Abdallah et al. °

ATP: Adenosin Tri-Phosphat, Ca®*: Calcium-lonen, SERCA: Sarkoplasmatische Ca**-ATPase
SR: sarkoplasmatisches Retikulum, RyR: Ryanodin-Rezeptor

Neben den zytosolischen Ca*"-Oszillationen, die durch die Interaktion des SR mit dem
Zytosol entstehen, spielen noch weitere Zellorganellen eine Rolle bei der Entstehung
des Reperfusionsschaden. Das Mitochondrium als Energietrdger der Zelle trigt
entscheidend zur Entstehung des Reperfusionsschadens bei. Mitochondrien beherbergen
nicht nur die Atmungskette, die Ttber die oxidative Phosphorylierung den

Energiehaushalt der Zelle steuern, sondern auch eine Vielzahl an Poren und Kanélen die
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fiir den Ionenhaushalt der Zelle eine grofBe Rolle spielen. Eine wichtige Pore bei der
Entstehung von Ischimie -—und Reperfusionsschaden ist die mitochondriale
Permeabilititspore. Die mitochondriale Permeabilitits Transitions Pore (MPTP), 1976
das erste Mal durch Hunter beschrieben, erstreckt sich iiber die innere mitochondriale
Membran (IMM) und die duflere mitochondriale Membran (OMM). Sie bildet Kandle
aus, die eine direkte Verbindung des Zytosols mit der mitochondrialen Matrix
ermOglicht. Diese entstehenden Poren sind fiir Molekiile bis zu einer Gréfle von 15kDa
passierbar. Durch die zytosolische Ca’-Uberladung, bedingt durch die Ca®'-
Oszillationen, kommt es iiber den mitochondrialen Calcium-Uniporter (MCU) zu einer
Aufnahme von Calcium ins Mitochondrium. Dieser Ca**-Einstrom fiihrt zur Offnung
der MPTP**. Auch dieser Vorgang findet schon in den ersten Minuten der Reperfusion
statt. Die Offnung der MPTP verhindert nicht nur die Wiederherstellung des aeroben
Stoffwechsels durch die oxidative Phosphorylierung, sondern kann sogar die Ca®'-
Oszillationen verstirken®. AuBerdem kommt es zu einem vollstindigen Kollaps des
mitochondrialen Membranpotenziales AY, und dadurch zu einem erneuten
Energiemangel des Kardiomyozyten in der Reperfusion *.

Die genaue Ultrastruktur der MPTP ist bis heute nicht genau bekannt und es kann nur
spekuliert werden, welche Strukturen dazu gehdren. Cyclophilin D, in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert, besitzt MPTP modulierende Eigenschaften. So
konnte gezeigt werden, dass eine selektive Inhibition von Cyclophilin D durch
Cyclosporin A (CspA) die Offnung der MPTP verhindern kann und es dadurch zu einer

. 14,21,24,2
Abnahme des Repefusionsschadens kommt'*2'*%.

Es konnten schon vielfdltige Mechanismen gezeigt werden, die zu einer Abnahme der
zytosolischen Ca®*-Oszillationen fiihren und damit den Kardiomyozyten vor dem
Reperfusionsschaden schiitzen. So fiihrt die selektive Hemmung des Ryanodinrezeptors
mit Ryanodin zu einer Abnahme der zytosolischen Ca*"-Oszillationen und der
Hyperkontraktur**’. Ein weiteres Beispiel ist die Hemmung der SERCA, selektiv mit
Thapsigargin, die auch zu einer Reduktion der Ca’*-Oszillationen fiihren kann'*. Auch
fiihrt die Hemmung des kontraktilen Apparates mit BDM zu einer Verminderung der

Hyperkontraktur und damit zu einer Reduktion der Nekrose **.



Die nachfolgende Abbildung zeigt eine Ubersicht iiber eine Auswahl der bisher

untersuchten protektiven Mechanismen.

Reperfusion

Ischamie

KMC Ca2*-Uberladung

SERCA F— Thapsigargin
peiare ATP

SR

RYR —  Ryanodin

BDM

1

lKontraktiIer Apparat

Hyperkontraktur

Nekrose

Abbildung 1.1.b.: Zellulare Vorgange zu Beginn der Reperfusion, die zu Hyperkontraktur und
Nekrose flihren; ebenfalls zeigt diese Abbildung einen Ausschnitt der bekannten protektiven
Mechanismen. ATP: Adenosin Tri-Phosphat, BDM: 2,3-Butanedione monoxime, KMC:
Kardiomyozyt, RyR: Ryanodin Rezeptor, SR: Sarkoplasmatisches Retikulum,



1.2  Der mitochondriale Benzodiazepinrezeptor

Wie bereits beschrieben, hat eine Anderung des mitochondrialen Membranpotenziales
Auswirkungen auf das mitochondriale Kationen-Gleichgewicht, das wiederum fiir die
Entstehung des Reperfusionsschadens verantwortlich ist. Insbesondere Ca" ist
entscheidend fiir das Zusammenspiel zwischen sarkoplasmatischem Retikulum und dem
Mitochondrium. Es konnte bereits gezeigt werden, dass ein weiterer, im Mitochondrium
gelegener lonenkanal, der mitochondriale Benzodiazepinrezeptor (mBzR) eine wichtige
Rolle bei der Entstehung reperfusionsbedingter ventrikulirer Arrhythmien spielt®.

Der mitochondriale Benzodiazepinrezeptor gehort zur Familie der peripheren
Benzodiazepinrezeptoren. Diese Gruppe der Benzodiazepinrezeptoren wurde in den
1970er Jahren entdeckt und ist dadurch charakterisiert, dass sie sich nicht im zentralen
Nervensystem sondern in peripherem Gewebe befindet®. Der mBzR wird in steroid-
produzierendem Gewebe exprimiert, aber auch in Kardiomyozyten, glatten
Gefamuskelzellen, roten und weilen Blutkdrperchen und Thrombozyten; er ist
ubiquitér vorhanden®'. Die Funktion des mBzR ist noch nicht ausreichend erforscht,
aber es gibt Anhaltspunkte, dass er unter anderem eine Rolle bei der Synthese von
Steroiden, bei Zellwachstum und Differenzierung, bei Apoptose, bei der Regulation des
mitochondrialen Membranpotenziales und der Atmungskette spielt und bei der
Modulation von spannungs-abhingigen Ca®"-Kanilen beteiligt ist’®. Zusitzlich verfiigt
der mBzR auch tiber eine Transportfunktion, so kann er Cholesterol-und Porphyrin-
Molekiile binden und diese ins Mitochondrium transportieren. Auf Grund dieser
beschriebenen Transportfunktion wurde auch die neue Nomenklatur ,, Translocator
Protein (18kDa) “ eingefiihrt **.

Die genaue Ultrastruktur des mBzR ist noch nicht eindeutig geklirt. Bisher bekannte
Strukturen sind: ein heterotrimerer Proteinkomplex aus einem isoquinolin binding
protein (IBP; 18kDa), ein voltage-dependent anion channel (VDAC; 32kDa) und ein
andenine-nucleotide transporter (ANT; 30kDa)’®. Dieser Komplex befindet sich an den
Kontaktstellen zwischen innerer und duferer mitochondrialer Membran. Der grof3te Teil
des Komplexes befindet sich jedoch in der dulleren mitochondrialen Membran. Er ist
auch in anderen subzellularen Kompartimenten zu finden®”.

Die Abbildung 1.2 zeigt einen stark vereinfachten Aufbau des mBzR und seine bisher

bekannten, endogenen Liganden.



OMM

=

. IMM

Abbildung 1.2: Aufbau des mBzR, modifiziert nach Veenman L et al. *®
ANT: adenine, nucleotide transporter, IBP: isoquinoline binding proteine, IMM: innere mitochondriale
Memrbran, OMM: duBlere mitochondriale Membran, VDAC: voltage-dependent anion channel

Ein exogener Ligand ist Ro 5-4864, auch als 4’Chlorodiazepam (4CIDZP) bekannt.

14 1 .
8614 min weiterer

Dieser bindet selektiv an den mBzR und inhibiert dessen Wirkung
exogener Ligand, der den mBzR in seiner Wirkung verstirkt, ist FGIN-1-27(N,N-di-n-
hexyl-2-(4-fluorophenyl)indole-3-acetamide))*”.

Liganden des mBzR sind in der Lage, mindestens zwei verschiedene Klassen von
Ionen-Kanélen in der inneren mitochondrialen Membran zu inhibieren. Zum einen den
sogenannten mitochondrialen Mega-channel, der makroskopische Ahnlichkeit mit der
durch CspA-inhibierbaren MPTP besitzt und den CspA-insensitiven inner
mitochondrial anion channel (IMAC). Diesen Liganden wird auBlerdem die Fihigkeit

zugeschrieben, das mitochondriale Membranpotenzial in KMC zu stabilisieren, die

oxidativem Stress ausgesetzt waren’.

Von 4CIDZP, einem exogenen Liganden des mBzR, ist bekannt, dass es einen kardio-
protektiven Effekt besitzt. Im Tiermodell fiihrte die intravendse Applikation von
4CIDZP in 1isolierten Kaninchenherzen zu einer Abnahme der ventrikuldren
Arrhythmien nach Ischdmie und Reperfusion. Zuséatzlich konnte eine Verbesserung der
kardialen Funktion im Tiermodell beschrieben werden °.

Der myokardiale Reperfusionsschaden fiihrt nicht nur zu einer voriibergehenden

Funktionseinschrankung des Myokards trotz ausreichender Perfusion (,,Stunning®), oder
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aber zu letalem Reperfusionsschaden, sondern auch zum Auftreten reperfusions-

induzierter ventrikuldrer Arrythmien***

. Pathognomonisch ist nicht nur die reine
Kationenhomdostase von Bedeutung, ein weiterer wichtiger Baustein in der Entstehung
des Reperfusionsschadens und der Rolle der Mitochondrien ist die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies. Ausgelost durch die Ischdmie und die folgende
Reperfusion kommt es zu oxidativem Stress, ausgelost durch Reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) in den Kardiomyozyten. Die ROS fiihren zu Oszillationen des
mitochondrialen Membranpotenziales A¥, und dariiberhinaus kommt es zu einer
Aktivierung der ATP-sensitiven K -Kanile im SR.

In Zusammenschau fithren diese Mechanismen zu periodischen Oszillationen der
Aktionspotenzialdauer der Kardiomoyzyten. Die dadurch entstandene Labilitdt der AP-
Dauer zusammen mit den Oszillationen des mitochondrialen Membranpotenzials AW,
fiihren im intakten Herzmuskelgewebe zu Arrhythmien®®”.

Akar et al. zeigten in lhrer Studie, dass die Hemmung des mitochondrialen
Benzodiazepinrezeptors durch 4CIDZP die untersuchten Kaninchenherzen vor
postischimischen Arrhythmien schiitzen konnte *. Die Arbeitsgruppe um Brown konnte
zeigen, dass die Anwesenheit von 4CIDZP wiahrend der Reperfusion das Myokard vor
Ischdmie-Reperfusions-induzierten ~Arrhythmien schiitzen kann und die post-
ischdmische kontraktile Funktion des Myokards im Tiermodell verbessert war °. Obame
et al. konnten zeigen, dass die Anwesenheit von 4-CIDZP wiéhrend Ischimie und
Reperfusion die InfarktgroBe im Tiermodell signifikant reduzieren konnte *.

Diese Tatsachen wurden zum Anlass genommen die Rolle des mBzR auf in
Zusammenhang mit der Entstehung von Reperfusionsschaden an einem in vitro Modell

zu untersuchen. Zusitzlich sollen Riickschliisse auf den zu Grunde liegenden

Mechanismus der Protektion auf zelluldrer Ebene gezogen werden kdnnen.
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1.3 Ziele der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist herauszufinden, ob die Applikation von
4’Chlorodiazepam, einem Inhibitor des mitochondrialen Benzodiazepinrezeptors,
wiéhrend der Reperfusion den myokardialen Reperfusionsschaden reduzieren kann und
welche zelluldren Mechanismen fiir diesen protektive Effekt verantwortlich sind.

Die Untersuchungen hierzu wurden an einem Modell mit isolierten Kardiomyozyten

durchgefiihrt und folgende Fragestellungen sollten beantwortet werden:

1.) Schiitzt die Inhibierung des mBzR wéhrend der Reperfusion Kardiomyozyten

vor dem Reperfusionsschaden und vor der Entstehung von Nekrose
2.) Wie verdndert die Inhibierung des mBzR die zellulire Ca*-Homdostase
3.) Verhindert die Inhibierung des mBzR das Offnen der MPTP

4) Welchen Einfluss hat die Inhibierung des mBzR auf die mitochondriale Ca*'-

Homoostase und die Entwicklung von ROS wihrend der Reperfusion

11



2. MATERIAL

2.1 Chemikalien
Albumin (aus Rinderserum)
DMSO

Glukose

HEPES

Kaliumchlorid
Kaliumcyanid
Kaliumdihydrogenphosphat

Kalziumchlorid

Kollagenase, Typ CLS 11, (322U/mg)

Laminin
Magnesiumsulfat
Medium 199
Natriumchlorid
Natriumhydroxid

Penicillin-Streptomycin-Losung

Perfusionsexperimente
4’-Chlorodiazepam
Calcein-AM
Cyclosporin A
FGIN-1-27
Fura-2-AM

JC-1

MitoSOX

N,

Propidiumiodid
Rhodamin-2, AM

12

Roche Applied Science, Mannheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka, Schweiz

Merck, Darmstadt

Biochrom KG, Berlin

Roche Applied Science, Mannheim
Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Eggenstein

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen

Linde, Miinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Molecular Probes, Leiden



Die iibrigen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Calbiochem, Sigma,
Roche Applied Science, Invitrogen (Eggenstein) und VWR (Darmstadt) in der héchsten
erhétlichen Qualitit bezogen.

Alle verwendeten Chemikalien wurden nach Herstellerangaben gelost und autbewahrt.

13



2.2 Hiufig verwendete Medien und Puffer

2.2.1 Zellkulturmedien

CCT-Medium: Medium 199 9,8g/1
HEPES 36g/1
Kreatin SmM
Karnitin 2mM
Taurin SmM

Das CCT-Medium wurde mit NAOH auf einen pH-Wert von 7,4 titriert.

Vorplattiermedium:
CCT-Medium
Laminin 0,5 pg/ml
Penicillin 5 1U/ml
Streptomycin 5 pg/ml
Ausplattiermedium:
CCT-Medium
Penicillin 5 1U/ml
Streptomycin 5 pg/ml

Alle Medien wurden sterilisiert und bei 4°C aufbewahrt.

2.2.2 Perfusionsmedien
Die unterschiedlichen Perfusionsmedien, die fiir die Experimente bendtigt wurden,

werden im Folgenden beschrieben.
Normoxische HEPES-gepufferte Tyrode-Losung:

Zusammensetzung (in mM): NaCl (125,0), KCL (2,6), KH,PO, (1,2), MgSO,4 (1,2),
CaCl; (1,0), HEPES (25) und Glukose (2,5). pH-Wert 7,4 bei 37°C, titriert mit NaOH.
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Anoxische HEPES-gepufferte Tyrode-Losung:
Zusammensetzung (in mM): NaCl (125,0), KCL (2,6), KH,PO4 (1,2), MgSO, (1,2),
CaCl; (1,0) und HEPES (25,0). pH-Wert 6,4 bei 37°C, titriert mit NaOH.

Das Anoxiemedium wurde nach der von Allshire et al. beschriebenen Methode

autoklaviert’. Dazu wurde es in dampfdruckfesten GefdBen fiir 60 Minuten, bei 2 bar

und 120°C autoklaviert.
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2.3 Gerite und Laborbedarf

Zellkultur und Herzmuskelzellisolierung:

Brutschrank Kendro, Hanau
Deckglaser Menzel, Braunschweig
Gewebehacker Harvard Apparatus tiiber Hugo

Sachs Elektronik, March-

Hugstetten
Langendorff-Apparatur Eigenbau, Werkstatt des
Physiologischen Institutes, Gielen
Mikroskop TMS-F, Nikon, Japan
Nylonnetz (200pum) NeoLab, Heidelberg
Préparationsbesteck Aeskulap, Heidelberg /

Eickenmyeyer, Tuttlingen

Sterilbank Kendro, Hanau

Fluoreszenzmessungen:

CCD-Kamera TILL-Photonics, Grifeling
Computer-Software TILL-Photonics, Grifeling
Dichroid-Spiegel Olympus, Hamburg
Emissionsfilter Olympus, Hamburg
Inverses Mikroskop IX 50 Olympus, Hamburg
Monochromator TILL-Photonics, Grifeling
Xenon-Lampe TILL-Photonics, Grifeling

Anoxie-Reoxygenationsexperimente:
Dampfdruckkochtopf All American, Canada
Druckstabile Gefialle mit Bormiolli Rocco, Italien

verschlieBbarem Deckel

Edelstahlkapillaren Alltech, Unterhaching
Gasdichte Schlauche Kahlensee, Giellen
Gasventile Kahlensee, Giellen
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Peristaltikpumpe

Perfusionskammer

Sonstige Ger:iite:
Feuchtekammer
Glasgerite
Hamiltonspritze (100ul)
Inkubator
Magnet-Heizriihrer

Perfusionsheizung

Pipetten

pH-Meter

Vortexer

Wasserbad
Wasserdemineralisierungsanlage

Zentrifugen

Verbrauchsmaterialien:
Deckglaser (25mm Durchmesser)
Kulturschalen, Typ Falcon 3001
Pippetenspitzen

Gilson-Abimed, Langenfeld
Eigenbau, Werkstatt des

Physiologischen Institutes, Gielen

Memmert, Schwabach

Schott, Mainz

Hamilton, Bonaduz, Schweiz
Kendro, Hanau

Jahnke & Kunkel, Staufen
Eigenbau, Werkstatt des
Physiologischen Institutes, Gielen
Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg

WTW, Weinheim

IKA-Werke, Staufen

Julabo, Seelbach

Millipore, Eschborn

Haraeus, Hanau

Menzler Glaser, Schwerte
Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf-Netheler-Hinz,
Hamburg

17



3. METHODEN

3.1 Anoxie- und Reoxygenationsexperimente an isolierten

Kardiomyozyten

3.1.1 Versuchstiere

Fiir die Anoxie und Reoxygenationsversuche wurden ventrikuldre Kardiomyozyten der
adulten Ratte verwendet. Die 200-300g schweren minnlichen Wistar-Ratten wurden im
Tierstall des Physiologischen Institutes der Justus-Liebig-Universitdt Gieflen geziichtet
oder es wurden 200-300g schwere adulte minnliche Wistar-Ratten aus Frankreich,
Bretagne gekauft und im Tierstall des Physiologischen Institutes der Justus-Liebig-
Universitit GieBen gehalten. Die Tiere hatten freien Zugang zu Nahrung und Wasser

(Standardfutter Altromin).

3.1.2 Priparation der Kardiomyozyten

Die Isolation der ventrikuldren Kardiomyozyten erfolgte durch retrograde Perfusion mit

Kollagenase-Losung nach der von Piper et al. beschriebenen Methode *°.

Folgende Losungen wurden verwendet:

Ca’"-Stammlosung: CaCl, (100,0 mM)

Powell-Medium: NaCl (110,9 mM), NaHCO; (25,0 mM), KCI (2,6 mM),
KH,PO4 (1,2 mM), MgSO4 (1,2 mM), Glukose (11,0
mM).

Kollagenase-Puffer: Powell-Medium (50ml), Kollagenase (20mg), Ca’'-
Stammlosung (12,5ul).

Die Tiere wurden unter 4%iger Isofluran-Narkose durch Genickbruch getdtet. Darauthin
wurde der Brustraum der Ratte erdffnet, das Perikard entfernt, Herz und Lunge
angehoben und mit einem Scherenschnitt vom Korper getrennt. Das Herz-Lungen-Paket
wurde sofort in eiskalte, isotonische NaCl-Losung gelegt und in dieser Lésung wurde

das Herz von Lunge, Trachea, Osophagus und Geweberesten freipripariert.
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AnschlieBend wurde das Herz iiber die Aorta ascendens an der Langendorff-Apparatur
mit einem Bindfaden befestigt. Zunichst wurde das Herz retrograd mit Powell-Medium
perfundiert, um das verbliebene Blut aus den Koronarien zu entfernen. Anschlie3end
erfolgte eine rezirkulierende Perfusion mit dem Kollagenasepuffer (2-3 ml/min), bei
einer Mediumtemperatur von 37°C fiir 25 Minuten. Nach Beendigung der
Rezirkulationsphase wurde das Herz unterhalb der Vorhofe von der Langendorff-
Apparatur abgeschnitten und mechanisch mit einem Gewebehacker (Schnittstdrke 700
um) zerkleinert.

AnschlieBend wurde das zerkleinerte Gewebe flir weitere 5 Minuten in
Kollagenasepuffer bei 37°C inkubiert und die Isolierung der Kardiomyozyten wurde
durch vorsichtiges Auf- und Absaugen mit einer Sml Pipette unterstiitzt. Um grof3ere
Zellreste zu entfernen, wurde die Zellsuspension durch ein Nylon-Netz (Porengréfle
200um) filtriert.

Das Filtrat wurde bei 25 x g fiir 3 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das Pellet mit Powell-Medium und 200uM CaCl, aufgenommen. Nach erneuter
Zentrifugation bei 25 x g fiir 2 Minuten und Verwerfen des Uberstandes, erfolgte die
Resuspension mit Powell-Medium und diesmal 400uM CaCl,. AnschlieBend Verteilung
der Zellsuspension, entsprechend der Anzahl der prédparieren Herzen, auf
Reagenzglaser, die mit 10 ml Powell-Medium gefiillt waren. Danach erfolgte eine
erneute Zentrifugation bei 25 x g fiir 1 Minute. Die daraus resultierende Zellpopulation

bestand zu 70-80% aus stibchenformigen Kardiomyozyten. *°

3.1.3 Zellkultur

Um das Anheften der Kardiomyozyten auf den Deckgldsern zu gewéhrleisten, wurden
diese liber Nacht in Kulturschalen mit Vorplattiermedium (s. Kapitel 2.2.1) im
Brutschrank inkubiert. Dieses Medium wurde kurz vor dem Ausplattieren der isolierten
Kardiomyozyten abgesaugt.

Das nach dem letzten Zentrifugieren gewonnene Pellet wurde vorsichtig mit etwa 25ml
Ausplattiermedium (s. Kapitel 2.2.1) aufgenommen und gleichméBig auf die, sich in
Kulturschalen befindenden, Deckgldser verteilt. Nach einer zweistiindigen
Anheftungsphase bei 37°C wurde das Ausplattiermedium gewechselt, hierbei wurden
abgerundete, nicht-haftende Kardiomyozyten entfernt. So bestand die Kultur

letztendlich zu 90% aus stibchenformigen Kardiomyozyten.
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3.1.4 Apparative Voraussetzungen

Anoxie-Reoxygenationsversuche

Es wurden Anoxie-Reoxygenationsversuche durchgefiihrt, die Ischdmie und

Reperfusionsbedingungen simulierten.

Bei der Durchfiithrung der Anoxie-Reoxygenationsversuche war es wichtig, dass das
Perfusionssystem gasdicht verschlossen war. Dazu wurde das Deckglas mit den
anhaftenden Kardiomyozyten fest in die Perfusionskammer eingebaut, die daraufthin
gasdicht verschlossen wurde. Die autoklavierten Medien gelangten durch mit der
Perfusionskammer fest verbundenen gasdichten Edelstahlkapillaren in die
Perfusionskammer. Durch Anschluss einer Peristaltikpumpe konnte das Medium mit
einer Geschwindigkeit von 0,5ml/min durch das Perfusionssystem gepumpt werden.

Das normoxische Medium wurde vor und wihrend der Versuche mit Raumluft, das
anoxische Medium mit 100% N, begast. Wahrend des gesamten Experiments herrschte
in der Perfusionskammer eine kontinuierlich kontrollierte Temperatur von 37°C,

gewihrleistet durch eine unter der Perfusionskammer angebrachten Heizplatte.

Fluoreszenzmikroskopie

Die verschiedenen intrazelluldren Parameter wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop
gemessen. Zur Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes wurde UV-Licht verwendet, die
entsprechenden Wellenlingen wurden mithilfe eines Monochromators selektiert. Uber
einen Dichroid-Spiegel wurde der Lichtstrahl auf den Objekttriger gelenkt und das
emittierte Licht gelangte {iber denselben Spiegel und eine CCD-Kamera zum
Computersystem. Hier wurde das Signal digitalisiert und mit dem dazugehorigen

Software Programm (TillVision®) ausgewertet.
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Abb. 3.1.Vereinfachte schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Der Strahlengang des
Anregungslichtes ist als durchgezogene, der Strahlengang des Fluoreszenzlichtes als

gestrichelte Linie dargestellt.
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3.1.5 Experimentelles Protokoll

Um Ischdmie und Reperfusion zu simulieren, wurden die Kardiomyozyten fiir 60
Minuten mit einer anoxischen Hepes gepufferten Tyrode-Losung mit einem pH-Wert
von 6,4 perfundiert. Anschliefend erfolgte die Reperfusion mit einer normoxischen
Hepes gepufferten Tyrode-Losung mit einem pH-Wert von 7,4. Sowohl wéhrend der
Anoxie als auch der Reoxygenation herrschte in der Perfusionskammer eine Temperatur
von 37°C. Wihrend des ganzen Experimentes wurde das anoxische Medium mit 100%
N3, das normoxische Medium mit Raumluft begast.

Fiinf Minuten vor Beginn der Reoxygenation wurden verschiedene Wirkstoffe dem
Medium hinzugefiigt. Die nachfolgende Tabelle gibt einen kurzen Uberblick iiber die
verwendeten Substanzen und die jeweilige Konzentration. Die jeweilige Konzentration
der Wirkstoffe erfolgte an Hand von Werten aus der Literatur *° . Auch fiihrten wir
einige Vorversuche mit verschiedenen Konzentrationen von 4CIDZP durch, dort zeigte
sich eine Konzentration von 10uM am wirkungsvollsten, so dass alle Versuche der

vorliegenden Arbeit mit einer Konzentration von 10 uM durchgefiihrt wurden.

Wirkstoff [C] Losungsmittel Eigenschaften
4’Chlorodiazepam 10 uM DMSO Rezeptorantagonist des
mitochondrialen

Benzodiazepinrezeptor (mBzR)
FGIN-1-27 4,6 uM DMSO Rezeptoragonist des
mitochondrialen
Benzodiazepinrezeptor (mBzR)
Cyclosporin A 0,5 uM DMSO hemmt das Zustandekommen der
mitochondrialen Permeabilitats-
Tranisitions Pore durch Binden an

die Untereinheit Cyclophilin D
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3.1.6 Messparameter

Die nachfolgende Tabelle gibt einen zusammenfassenden Uberblick iiber die

gemessenen Parameter.

Parameter Einheit Methode
Diastolischer bzw. Minimum bzw. Maximum einer  Fura-2-AM
systolischer Ca**-Wert Oszillation; angegeben in
(zytosolisch) relativen Einheiten (r.E.) des

Fura-Quotienten
Zytosolische Ca*'- Frequenz (Anzahl der Fura-2-AM
Oszillationen Oszillationen pro Minute)
Reoxygenationsbedingte Zellldnge in % bezogen auf die  Zelllingenmessung

Zellverkiirzung
(Hyperkontraktur)
Offnung der
mitochondrialen
Permeabilitits-Transitions-
Pore

Verhalten der Reaktiven
Sauerstoffspezies

Mitochondrialer Ca?'-Gehalt

Nekrosedetektion

endanoxische Ausgangsliange

Calceinfluoreszenz in % des

endanoxischen Ausgangswertes

MitoSOX-Fluoreszenz in % des
endanoxischen Wertes
Rhodamin-Fluoreszenz in % des
endanoxischen Wertes

% zur Gesamtzellzahl

Calcein-Cobalt

MitoSOX

Rhodamine-2-AM

Propidiumiodid
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Messung der intrazelluliren Ca**-Konzentration

Um die intrazellulire Ca’'-Konzentration zu messen, wurden die Zellen fiir 30 Minuten
bei 37°C mit Fura-2-AM (2,5uM) in CCT-Medium beladen. Anschlieend wurden die
Kardiomyozyten gewaschen und fiir 15 Minuten bei 37°C mit CCT-Medium
nachinkubiert.

Fura-2-AM ist ein fluoreszierender, chemischer Calcium-Indikator, der aus einem
Chelatbildner und einem Fluorophor besteht **. Dieser gelangt als Acetomethylester in
die Zellen, dort wird er von intrazelluliren Esterasen gespalten und ist danach als
geladenes Molekiil nicht mehr in der Lage, die Zellmembran des Kardiomyozyten zu
iiberqueren und damit die Zelle zu verlassen.

Die Anregung von Fura-2-AM erfolgte 6-mal in der Sekunde mit den Wellenldngen
340nm und 380nm, das Emissionsmaxium lag bei 510nm. Die Auswertung der Fura-2-
Messungen wurde als Quotient der Emissionsintensititen bei Anregung mit 340nm und

bei Anregung mit 380nm (340nm / 380nm) angegeben.

Detektion der mitochondrialen Permeabilitits-Transitions-Poren Offnung

Die Offnung der mitochondrialen Permeabilitits-Transitions-Pore wurde mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Calcein-AM detektiert. Calcein ist ein Acetomethylester, der in die
Kardiomyozyten eindringt und sich vor Allem in den Mitochondrien anlagert.
Intrazelluldr wird Calcein-AM durch Esterasen gespalten. Durch diesen Vorgang kann
Calcein weder die Membran der Mitochondrien, noch die Zellmembran iiberqueren und
diese verlassen.

Die Kardiomyozyten wurden 30 Minuten bei 37°C mit Calcein-AM (2,5uM) in CCT-
Medium beladen. Um das verbleibende zytosolische Calcein-Signal zu 16schen, wurden
die Zellen 15 Minuten mit CoCl, (200uM) nachinkubiert. Cobalt ist nicht in der Lage in
die Mitochondrien einzudringen und lagert sich im Zytosol der Kardiomyozyten an und
16scht so das zytosolische Calcein-Signal. Durch diesen Vorgang wurde gewéhrleistet,
dass sich Calcein ausschlieBlich in den Mitochondrien der Kardiomyozyten anreichert.
Die Anregung von Calcein-AM erfolgte 6-mal pro Sekunde mit einer Wellenldnge von
480nm, das Emissionsmaximum lag bei 530nm. Offnete sich im Verlauf der Anoxie-
und Reoxygenationsexperimente die mitochondriale Permeabilitds-Transitions-Pore, so

konnte das 1,2 kDa grof3e Calcein-Molekiil das Mitochondrium verlassen und gelangte
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ins Zytosol. Durch das hier vorhandene CoCl, wurde das Calcein-Signal geldscht. Die
Auswertung der Calcein-AM Messungen erfolgte in Prozent (%) des endanoxischen
Ausgangswertes. Dabei entspricht der Verlust der Calcein-AM Fluoreszenz dem Offnen

der MPTP !,

Messung der Reaktiven Sauerstoffspezies

Mitochondriale reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen als Nebenprodukt der ATP-
Synthese aus der oxidativen Phosphorylierung, vor allem durch Monoaminooxidasen
und an Komplex I und III der Atmungskette. Um diese in isolierten, lebenden
Kardiomyozyten zu detektieren, benutzten wir den Fluoreszenzindikator MitoSOX Red.
MitoSOX ist ein hochselektiver, sich in den Mitochondrien anreichender
Fluoreszenzfarbstoff. Sobald dieser ins Mitochondrium diffundiert ist, wird er durch
die gebildeten Superoxide oxidiert und emittiert eine rote Fluoreszenz. MitoSOX Red
kann nur spezifisch von Superoxiden oxidiert werden und nicht von anderen ROS-
generierenden Systemen™.

Die isolierten Kardiomyozyten wurden 30 Minuten mit MitoSOX (5uM) in CCT-
Medium inkubiert, anschlieBend gewaschen und 15 Minuten mit CCT-Medium
nachinkubiert. Die Anregung von MitoSOX Red erfolgte 6-mal pro Sekunde mit einer
Wellenldnge von 510nm und das Emissionsmaximum lag bei 580nm. Die
ausgewerteten Daten wurden als ROS-Fluoreszenz in Prozent (%) des endanoxischen

Ausgangswertes angegeben.

Messung der mitochondrialen Calcium-Konzentration

Um die mitochondriale Calcium-Konzentration zu bestimmen, wurden Versuche mit
dem Calcium-bindenden Fluoreszenz-Farbstoff Rhod-2-AM durchgefiihrt. Dieses
kationische Rhodamin-Derivat, gebunden an ein Acetomethylester, lagert sich aufgrund
seiner positiven Ladung spezifisch in den negativ geladenen Mitochondrien an und
durch Spaltung des Acetomethylesters durch spezifische Esterasen kann Rhod-2 das
Mitochondrium nicht mehr verlassen. 2

Die isolierten Kardiomyozyten wurden fiir 15 Minuten bei 37°C mit Rhod-2-AM (5uM)
in CCT-Medium beladen, anschlieBend gewaschen und fiir 15 Minuten mit CCT-
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Medium bei 37°C nachinkubiert. Rhod-2-AM wurde alle sechs Sekunden mit einer
Wellenldge von 550nm angeregt und das Emissionsmaxium lag bei 580nm. Die
ausgewerteten Daten wurden in Prozent (%) des endaxonischen Ausgangswertes der

Rhod-2-AM Fluoreszenz angegeben.

Nekrosedektion der Kardiomyozyten

Die Detektion nekrotischer Kardiomyozyten erfolgte mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Propidiumiodid.

Am Ende der Anoxie-Reoxygenationsversuche wurden die Kardiomyozyten mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (37,5uM) und Hoe (2uM) 15 Minuten lang
gefarbt.

Die Zellmembran lebender Zellen ist fiir Propidiumiodid nicht permeabel und somit
werden ausschlieBlich nekrotische Zellen und deren Zellkerne angeférbt.

Angeregt wurde Propidiumiodid mit einer Wellenldnge von 530nm. Die nekrotischen
Zellen fluoreszierten dunkelrot, lebendige Zellen wurden dagegen nicht angefarbt.
Unter dem Fluoreszenzmikroskop konnten so die nekrotischen Zellen anhand der
unterschiedlichen Farbung ausgezéhlt werden.

Hoechst 3342 bindet dagegen an die DNA der Zellen und farbt somit Zellkerne aller
Zellen an.

Die ausgewerteten Daten wurden als Nekrose in Prozent (%) zur Gesamtzellzahl

angegeben.
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3.2 Statistik

Die Daten sind als Mittelwerte = Standard Error of the mean (SEM) von n
verschiedenen Experimenten wiedergegeben. Statistische Vergleiche wurden durch eine
einfache Varianzanalyse unter Nutzung des Student-Newman-Keuls-Tests fiir post-hoc-
Analysen durchgefithrt. **Unterschiede mit p = 0,05 wurden als statistisch signifikant

angesehen.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Simulierte Ischimie wund Reperfusion an isolierten

Kardiomyozyten

Zur Simulation von Ischdmie und Reperfusion, wurden die isolierten Kardiomyozyten
60 Minuten lang mit anoxischem Medium und anschlieBend fiir 30 Minuten mit
normoxischem Medium perfundiert. Wihrend des gesamten Experimentes hatte das
anoxische Medium einen extrazelluliren pH von 6,4 und wurde mit 100% N, begast.
Das normoxische Medium mit einem extrazelluldren pH von 7,4 wurde mit Raumlauft
begast. Wéhrend des gesamten Experimentes herrschte in der Perfusionskammer eine

Temperatur von 37° C.

4.1.1 Auswirkungen von Anoxie und Reoxygenation auf die Zellléinge

Unter simulierter Ischdmie verkiirzten sich die isolierten Kardiomyozyten auf etwa 70%
der Ausgangslinge, die sie zu Beginn der Normoxie hatten (Abbildung 4.1a und b).
Dieser Zustand wird auch Rigor-Kontraktur genannt. Wahrend der Reperfusion kam es
dann zu einer weiteren Zellverkiirzung auf etwa 40% der normoxischen Ausgangslénge.
Hierbei handelte es sich um den Vorgang der Hyperkontraktur (Abbildung 4.1c).

Diese Hyperkontraktur entsteht durch den Anstieg der zytosolischen Ca*'-
Konzentration und fiihrt letztendlich zur Nekrose der Kardiomyozyten. Ein weiterer
Faktor fiir die Entstehung der Hyperkontraktur ist die ATP-Zunahme in den
Kardiomyozyten, die durch die Wiederaufnahme der ATP-Produktion durch die
Atumungskette wéhrend der Reperfusion stattfindet. Diese Faktoren zusammen
bewirken unter Kontrollbedingen diese deutliche Verkiirzung der Kardiomyozyten mit

dem daraus resultierenden nekrotischen Tod des Kardiomyozyten *+.
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Abbildung 4.1a Kardiomyozyten zu Beginn der Ischamie

Abbildung 4.1b: Kardiomyozyten wahrend der Ischamie. Entstehung der reversiblen Rigor-
Kontraktur

Abbildung 4.1c: Kardiomyozyten wahrend der Reperfusion. Entstehung der irreversiblen
Hyperkontraktur.
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4.1.2. Auswirkungen von Anoxie und Reoxygenation auf die

zytosolische Ca**-Konzentration

Unter simulierter Ischdmie, d.h. Perfusion mit anoxischem Medium kommt es zu einem
kontinuierlichen Anstieg der Ca’-Konzentration. Dies ist in Abbildung 4.1d
exemplarisch dargestellt. Wahrend der simulierten Reperfusion, d.h. Reoxygenation mit
normoxischem Medium, kommt es in einer ersten Phase zu einer Abnahme der
zytosolischen Ca*"-Konzentration, gefolgt von einer etwa 10-miniitigen zweiten Phase,
die durch hochfrequente Ca**-Oszillationen gekennzeichnet ist (siche Abbildung 4.1.¢)

Diese zytosolischen Ca”"-Oszillationen entstehen durch repetitives Ca’"-Kreisen vom
Ca’" zwischen Sarkoplasmatischem Retikulum und Zytosol und fithren in Folge dessen

zu Hyperkontraktur und Zelltod.

4.0
Ischamie Reperfusion

3.0 ‘\
3 | |
s | \
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o
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0.0 — T T T T T T T

0 20 40 60 0 10 20 30
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Abbildung 4.1d: Exemplarische Darstellung der zytosolsichen Calcium-Konzentation
wahrend der 60 Minuten Ischdmie und den ersten 30 Minuten der Reperfusion unter
Kontrollbedingungen. Anstieg der zytosolischen Ca’*-Konzentration und Abfall und
Oszillationen gemessen als Fura-2 Ratio in r.E. Dauer der Ischdmie in Minuten (min).
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4.2 Die Rolle des mitochondrialen Benzodiazepinrezeptors bei der
Entstehung der reperfusionsbedingen Hyperkontraktur und

Nekrose der Kardiomyozyten

Durch die Anwesenheit des mBzR- Inhibitors 4CIDZP wihrend der Reperfusion kommt
es zu einer deutlichen Abnahme der Hyperkontraktur der Kardiomyozyten. Abbildung
4.2a zeigt dies wihrend der Reperfusion, Abbildung 4.2b zeigt den zeitlichen Verlauf
der Hyperkontraktur wihrend der Reperfusion.

Durch die Zugabe eines mBzR Aktivators, FGIN-1-27, wihrend der Reperfusion
kommt es hingegen zu einer verstirkten Hyperkontraktur im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abbildung 4.2a).

Die Anwesenheit von 4-Chlorodiazepam wihrend der Reperfusion schiitzt

Kardiomyozyten vor der Hyperkontraktur.
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Abb. 4.2a: Kontraktur der Kardiomyozyten nach 10 Minuten Reperfusion. Darstellung der

Kontrollbedingung (schwarz) in Anwesenheit von 10 uM 4-Chlorodiazepam und in Anwesenheit
von 4,6 yM FGIN-1-27. Dargestellt als Mittelwerte £+ SEM. (n > 21; * p < 0,05 vs. Kontrolle).
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Die unten stehende Abbildung zeigt exemplarisch den =zeitilchen Verlauf der
Zelllangenverkiirzung wihrend der Reperfusion unter Kontrollbedingungen und unter

Inhibierung des mBzR.
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Abb. 4.2b: Schematischer Verlauf der Zelllange wahrend der Reperfusion unter

Kontrollbedingungen und in Anwesenheit von 10 pM 4-Chlorodiazepam. Endanoxische
Zelllange auf 100% normiert (* p<0,05 vs. Kontrolle).

Der Zelltod der Kardiomyozyten nach Ischdmie und Reperfusion ist die direkte Folge
des Reperfusionsschadens und damit eine wichtige Determinante zur Quantifizierung

des Schadens auf zelluldrer Ebene.
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Abb. 4.2c: Darstellung der nekrotischen Zellen nach Ischamie und Reperfusion unter

Kontrollbedingungen und in Anwesenheit von 10uM 4-Chlorodiazepam und 4,6uM FGIN-1-27.
Zusatzlich Abbildung der nekrotischen Zellen nach Normoxie. (Dargestellt als Mittelwerte +
SEM (n > 6; * p < 0,05 vs. Kontrolle
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Abb. 4.2.d: Darstellung der vitalen Zellen nach Ischdmie und Reperfusion unter

Kontrollbedingungen und inAnwesenheit von 10uM 4-Chlorodiazepam und 4,6uM FGIN-1-27.
Dargestellt als Mittelwerte + SEM (n > 6; * p < 0,05 vs. Kontrolle).

Durch die Inhibierung des mBzR zu Beginn der Reperfusion nach vorausgeganer
Ischimie kommt es zu einer deutlichen Abnahme der nekrotischen Zellen in % zur
Gesamtzellzahl. Andererseits fiihrt die Aktivierung des mBzR zu einer Zunahme der

Nekrose.
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4.3 Auswirkungen des mitochondrialen Benzodiazepinrezeptors auf
die zytosolische Ca’*-Kinetik nach simulierter Ischimie und

Reperfusion

In Anwesenheit von 10 uM 4’Chlorodiazepam wihrend der Reperfusion kommt es zu
einer signifikanten Abnahme der zytosolischen Ca*"-Oszillationen. Dabei kann man
einen durch 4-Chlorodiazepam verursachten Effekt sowohl auf die Frequenz der
Oszillationen beobachten, als auch eine Abnahme der Amplitude der zytosolischen
Ca’"-Oszillationen.

Der Effekt auf die zytosolischen Ca*"-Oszillationen wihrend der Reperfusion ist in den

Abbildungen 4.3a+b dargestellt, der Effekt auf die Ca*"-Amplitude in Abbildung 4.3¢
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Abb. 4.3a: Zytosolische Ca”"-Oszillationen, angegeben in Oszillationen pro Minute, gemessen
mittels Fura-2-Ratio. Dargestellt ist die Frequenz der zytosolischen Ca”"-Oszillationen in der 5.
Minute nach Beginn der Reperfusion unter Kontrollbedingungen und in Anwesenheit von 10 yM
4-Chlorodiazepan und in Anwesenheit von 4,6uM FGIN-1-27. Darstellung der Daten als
Mittelwerte + SEM (n > 19; p< 0,05).
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Abbildung 4.3b: Zytosolische Caz+-AmpIitude, angeben als A-Fura2-Ratio in relativen Einheiten
(r.E.), gemessen als Fura-2-Quotient. Dargestellt sind die Werte der 5. Minute nach Beginn der
Reperfusion unter Kontrollbedingungen (schwarz) und in Anwesenheit von 10uM 4-
Chlorodiazepam und in Anwesenheit von 4,6uM FGIN-1-27. Darstellung der Daten als
Mittelwerte + SEM ( n > 19; * p < 0,05 vs. Kontrolle).

Die Inhibierung des mBzR zu Beginn der Reperfusion mit 4CIDZP fiihrt zu einer
deutlichen Abnahme der zytosolischen Calciumkonzentration. Dies zeigt sich zum
einen in der deutlichen Abnahme der Frequenz der zytosolischen Ca®"-Oszillationen
wihrend der Reperfusion, zum anderen in der deutlichen Abnahme der Amplitude der
Ca’"-Oszillationen.

Die Aktivierung des mBzR fiihrt sowohl zu einer Zunahme der Frequenz als auch der

Amplitude der zytosolischen Ca**-Oszillationen.
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4.4 Einfluss des mitochondrialen Benzodiazepinrezeptors auf die

mitochondriale Permeabilitiats-Transitionspore

Die mitochondriale Permeabilitits-Transitionspore (MPTP), Schliisselfigur in der
Entstehung des myokardialen Reperfusiosnschadens, bleibt wihrend der Ischdmie
geschlossen auf Grund des wihrend der Ischidmie bestehenden zelluliren H', Mg2+,
ADP und Phosphat-Haushalt geschlossen und 6ffnet sich in den ersten Minuten der
Reperfusion wenn es zu Anderungen der Ionenzusammensetzung kommt. Durch die
Offnung kommt es zu einem Kollaps des mitochondrialen Membranpotenziales und in
Folge dessen zum Tod des Kardiomyozyten. Die Offnung der MPTP wurde in der
vorliegenden  Arbeit mit einer Calcein-Cobalt-Fluoreszenz — detektiert. Der
Fluoreszenzfarbstoff Calcein kann unter physiologischen Bedingungen nicht aus dem
Mitochondrium heraus transportiert werden, Calcein gelangt lediglich durch Offnung
der MPTP ins Zytosol. Offnet sich die MPTP wihrend der Reperfusion kommt es zu
einem Verlust des mitochondrialen Calceingehaltes, da Calcein durch die offene MPTP
ins Zytosol der Zelle gelangt. Gelangt Calcein ins Zytosol, wird das Fluoreszenzsignal
des Calceins durch das sich dort befindliche Cobalt geldscht und es kommt zu einem
Abfall der messbaren Calceinfluoreszenz im Kardiomyozyten. Das Ausmall des
Calceinfluoreszenzsignalsabfalls dient in dieser Arbeit zur Detektion der MPTP-

Offnung.

Unter Zugabe von 10uM 4’Chlorodiazepam wihrend der Reperfusion kommt es zu
einem verminderten Abfall der Calcein-Fluoreszenz im Vergleich zur Kontrolle. Dies
spricht fiir eine verminderte Offnung der MPTP. Der Effekt von 4CIDZP auf die
Offnung der MPTP ist vergleichbar mit dem Effekt von CspA, einem bekannten
Inhibitor der MPTP-Offnung. Die Zugabe von FGIN-1-27 wihrend der Reperfusion
fiihrt jedoch zu einem verstarkten Verlust der mitochondrialen Calcein-Fluoreszenz.
Der Verlauf der mitochondrialen Calcein-Fluoreszenz ist in Abbildung 4.2.3a

dargestellt.

37



S 100
N * *
G 1
» 80 F -
o
(@)
-
i
£ 60F
o
o
(]
(@]
() -
S
[
(@)
S 20}
=
0

Abb, 4.4a: Calceinfluoreszenz gemessen wahrend der 14. Minute der Reperfusion. Unter
Kontrollbedingungen, in Anwesenheit von 10uM 4’Chlorodiazepam, in Anwesenheit von 500nM

Csp A und in Anwesenheit von 4,6uM FGIN-1-27. Dargestellt als Mittelwerte + SEM (n > 20; * p
< 0,05 vs. Kontrolle).
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Abb. 4.4b: Verlauf der mitochondrialen Calcein-Fluoreszenz wahrend der Reperfusion.

Normierung auf 100% des endanoxischen Ausgangswertes. Unter Kontrollbedingungen und in
Anwesenheit von 10uM 4-Chlorodiazepam. (p<0,05 vs. Kontrolle).

Die Graphik zeigt den zeitlichen Verlauf der mitochondrialen Calcein-Fluoreszenz
wihrend der Reperfusion nach vorausgegangener Ischdmie. Die Calcein-Werte wurden

auf 100% des endanoxischen Ausgangswertes normiert.
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4.5 Einfluss des mitochondrialen Benzodiazepinrezeptors auf das

Ausmal} der mitochondrialen reaktiven Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen unter anderem an Komplex I und III der
Atmungskette im Rahmen der Oxidativen Phosphorylierung. ROS sind ein bekannter
Trigger, die fiir die Offnung der mitochondrialen Permeabilititsporen-Offnung
verantwortlich sind. Durch die Porendffnung kommt es unter anderem zu einem
Zusammenbruch der mitochondrialen Atmungskette und als Folge davon zu einem
Untergang der Kardiomyozyten. In der Abbildung 4.5 ist die Menge der reaktiven

Sauerstoffspezies nach 13 Minuten Reperfusion gezeigt.
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Abb. 4.5: Darstellung der reaktiven Sauerstoffspezies wahrend der Reperfusion. Unter
Kontrollbedingungen, in Anwesenheit von 10uM 4-Chlorodiazepam und in Anwesenheit von
4,6uM FGIN-1-27. Darstellung der Daten als Mittelwerte + SEM (n > 9; * p < 0,05 vs. Kontrolle).
Werte auf 100% des endanoxischen Wertes normiert.

Die Inhibierung des mBzR wéhrend der Reperfusion fiihrt es zu einer verminderten
Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies. Im Gegensatz dazu fiihrt die Anwesenheit
von FGIN-1-27 zu keiner Verdnderung der Menge an reaktiven Sauerstoffspezies im

Mitochondrium.
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4.6 Einfluss des mitochondrialen Benzodiazepinrezeptors auf das

mitochondriale Calcium

Wihrend der Ischimie kommt es zu einem Anstieg der zytosolischen Ca®'-
Konzentration. Wéhrend der Reperfusion sinkt diese zwar ab, es entstehen aber
hochfrequente zytosolische Ca*"-Oszillationen zwischen Sarkoplasmatischen Retikulum
und Zytosol. In Folge der daraus resultierenden zytosolsichen Ca*-Uberladung kommt
es zu einer Ca’"-Aufnahme ins Mitochondrium durch den mitochondrialen Calcium
Uniporter (MCU). Unter Kontrollbedingungen kommt es nun durch den

mitochondrialen Ca*"-Anstieg zu einem Offnen der MPTP.
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Abbildung 4.6 Darstellung der Menge des mitochondrialen Calciums wahrend der 12. Minute
nach Beginn der Reperfusion. Unter Kontrollbedingungen in der Anwesenheit von 10uM 4-CI'-
DZP und in Anwesenheit von 4,6uM FGIN-1-2. Darstellung der Daten als Mittelwerte + SEM ( n
> 23; * p < 0,05 vs. Kontrolle). Werte auf 100% des endanoxischen Wertes normiert.
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5.

5.1

Diskussion

Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,

1)

2)

3)

4)

42

dass die Inhibierung des mBzR wiéhrend der Reperfusion die Entstehung von
Hyperkontraktur nach Ischdmie und Reperfusion in isolierten Kardiomyozyten

verhindern kann.

dass die Inhibierung des mBzR wéhrend der Reperfusion die Kardiomyozyten

vor Nekrose schiitzt.

dass der mBzR einen giinstigen Einfluss auf die zytosolische und
mitochondriale Ca*" Homdostase sowie auf die Entstehung von mitochondrialen

ROS hat.

dass die Protektion vor dem Reperfusionsschaden darauf beruht, dass die
Offnung der MPTP verhindert wird, vermutlich durch eine Interaktion mit dem

mitochondrialen Benzodiazepin-Rezeptor.



5.2 Der myokardiale Reperfusionsschaden unter Ischimie und

Reperfusion

Die schnelle Entwicklung der Hyperkontraktur wéhrend der Reperfusion stellt den
wichtigsten ~Mechanismus bei der Entstehung des akuten myokardialen

. 4
Reperfusionsschadens dar’*”

. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits in vorliegenden
Arbeiten zeigen, dass die Entstehung der Hyperkontraktur auf eine unkontrollierte
Aktivierung des kontraktilen Apparates zurlick zu fiihren ist, ausgelost durch die Re-
energetisierung der Kardioymoyzyten zu Beginn der Reperfusion, gepaart mit einem
durch die Ischimie entstandenem erhohten zytosolischen Ca’’-Spiegel>**’. Der
wihrend der Ischidmie entstandene erhdhte zytosolische Ca®’-Spiegel ist auf einen
gesteigerten Ca’"-Influx durch den ATP-Mangel wihrend der Ischimie zuriick zu
fiihren. Kommt es bei Beginn der Reperfusion zu einer Re-energetisierung des
Kardiomyozyten, so kommt es zu vielfiltigen zelluliren Vorgidngen: die
sarkoplasmatische Ca’"-ATPase nimmt das im Zytosol angefallene Ca®" in das SR auf.
Durch diesen Vorgang kommt es zu erhdhten sarkoplasmatischen Ca*"-Spiegeln. Dies
fiihrt zu einer Aktivierung des am sarkoplasmtaischen Retikulum gelgenen RyR. Uber
diesen Rezeptor und den entstehenden Circulus vitiosus kann Ca®” wieder ins Zytosol
freigesetzt werden. Dieser Vorgang fiihrt zu repetitiven zyklischen Ca®"-Oszillationen,
die die Entstehung der Hyperkontraktur weiter begilinstigen und damit den

. . 1,1,2,46,47,52 :
Reperfusionsschaden bedingen®"+!-46:47:32, Bei

der Entstehung des
Reperfusionsschadens ist nicht nur die Fehlfunktion des Sarkoplasmatischen
Retikulums von grofer Bedeutung, sondern auch die Rolle weiterer Zellorganellen,
insbesondere die der Mitochondrien. Kommt es nun im Rahmen der SR-Fehlfunktion zu
einer zytosolischen Ca®’-Uberladung, so kann zytosolisches Ca®" iiber den
mitochondrialen Calcium-Uniporter (MCU) in das Mitochondrium aufgenommen
werden. Im Mitochondrium fiihrt das iiberschiissige Ca’" zusammen mit den dort an der
Atmungskette entstehenden ROS zu einer Offnung der MPTP>. Durch die Offnung
dieser 15 kDa groB3en Pore kommt es zu einem Leck in der mitochondrialen Membran,
die zu einem Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotenziales und in Folge

dessen zu einem Zusammenbruch der Atmungskette fiihrt. Weiterhin kommt es zu

einem absoluten Energiemangel und zu Nekrose der Kardiomyozyten®”. Die
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Hyperkontraktur, die letztendlich zum Reperfusionsschaden fiihrt, ist nicht nur auf
zelluldrer Ebene an Hand einer messbaren Verdnderung der Ionenhomdostase
nachweisbar, sondern auch histologisch, sowohl in vitro, als auch in vivo' ",
Histologisch sieht man an isolierten Kardiomyozyten eine deutliche Verkiirzung der
Zelllinge. Im  ischdmisch-reperfundierten = Myokard konnten bereits 1983
Kontraktionsbandnekrosen nachgewiesen werden'®. Diese zeigen sich histologisch als
hyperkontrahierte Myofibrillen mit sarkolemmnalen Briichen, die zu einer Zerreissung

des Sarkomlemms fiihren und zum Funktionsverlust der Kardiomyozyten und

letztendlich zur Nekrose.

44



5.3 Die Protektion vor dem myokardialen Reperfusionsschaden

durch den mitochondrialen Benzodiazepinrezeptor

Die Verhinderung der Hyperkontraktur stellt eine wichtige Determinante bei der
Protektion von Kardiomyozten vor dem Reperfusionsschaden dar. Die Entstehung der
Hyperkontraktur beruht auf einer Calcium-Uberladung im Zytosol des Kardiomyozyten
und dem Entstehen von repetitiven, zyklischen Ca*"-Oszillationen.

Diese Arbeiten zeigen, wie effektiv sich eine Reduktion der zytosolischen Ca®'-
Oszillationen auf die Entstehung des Reperfusionsschaden auswirken. Aus diesem
Grund haben wir die Rolle des mitochondrialen Benzodiazepinrezeptors bei der
Entstehung von zytosolischen Ca*"-Oszillationen untersucht.

In der vorliegenden Arbeit ist konnte gezeigt werden, dass die selektive Inhibierung des
mBzR durch 4CIDZP zu Beginn der Reperfusion zu einer signifikanten Abnahme der
Frequenz der zytosolischen Ca’"-Oszillationen gefiihrt hat. Auch konnte gezeigt
werden, dass die Amplitude der Ca®"-Oszillationen im Vergleich zur Kontrollgruppe
deutlich reduziert ist. (Abbildungen 4.3a+b).

Andererseits fiihrt die  Aktivierung des mBzR zu vermehrten zytosolischen Ca®'-
Oszillationen, dies gilt sowohl fiir die Frequenz als auch fiir die Amplitude dieser
Oszillationen.

Durch die schnelle Re-energitisierung der Kardiomyozynten zu Beginn der
Reperfusion, gepaart mit dem Anstieg des zytosolischen Ca**-Spiegels kommt es zu
vermehrter Kontraktur, also zu einer iberméfigen Verkiirzung, der Kardiomyozyten.
Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass die Inhibierung des mBzR zu Beginn
der Reperfusion durch die Abnahme des zytosolischen Calciums im Vergleich zur
Kontrollgruppe zu Reduktion der Hyperkontraktur der Kardiomyozyten fiihrt (siche
Abbildung 4.2a)

Auch zeigten die durchgefiihrten Experimente, dass es durch die Abnahme der
Hyperkontraktur zusammen mit einer Abnahme der zytosolischen Ca**-Konzentration
wiéhrend der Reperfusion auch zu einer Abnahme des Anteils an nekrotischen Zellen
kommt. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass es durch die Inhibierung des mBzR
wihrend der Reperfusion zu mehr stdbchenféormigen, d.h. {iberlebenden

Kardiomyozyten in Relation zur Gesamtzellzahl kommt (siehe Abbildungen 4.2c+d)
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Im Gegensatz dazu fiihrt die Aktivierung des mBzR in der vorliegenden Arbeit mit
FGIN-1-27 sowohl zu einer Zunahme der zytosolischen Ca®"-Konzentration als auch zu
einer Zunahme der Kontraktur. In Zusammenschau der durchgefiihrten Experimente
fihrt die Aktivierung des mBzR auch zu einer Zunahme an nekrotischen
Kardiomyozyten in Relation zur Gesamtzellzahl nach Ischamie und Reperfusion.

Die folgende Abbildung 5. 3.1 zeigt eine schematische Ubersicht iiber die zelluliren
Vorgidnge zu Beginn der Reperfusion und einige der bisher untersuchten protektiven

Mechanismen.

Eine erhohter zytosolischer Ca’’-Spiegel zu Beginn der Reperfusion fithrt zu einer
vermehrten Aufnahme von Ca”" iiber den MCU ins Mitochondrium. Der mitochondriale
Ca’"-Anstieg ist ein bekannter Ausloser fir die Offnung der MPTP®. Kommt es zu
einer Offnung der MPTP, kommt es zu einem Verlust der mitochondrialen Funktion
und damit zu einem Funktionsverlust des Kardiomyozyten. Es konnte bereits in vielen
Arbeiten gezeigt werden, dass sich die Hemmung der MPTP-Offnung protektiv auf
Kardiomyozyten und das gesamte Myokard auswirkt. So fiihrt eine pharmakologische
Inhibierung der MPTP-Offnung zu Beginn der Reperfusion zu reduzierter
Infarktgrofe’ 2.

Offnet sich die mitochondriale Permeabilitits-Transition Pore, kommt es zu einem
irreversiblen Verlust der mitochondrialen Funktion, da der Protonengradient zwischen
innerer und &ullerer mitochondrialer Membran, der Antrieb der Atmungskette,
zusammenbricht. Dies fiihrt zu einem Funktionsverlust der Atmungskette. Durch den
hieraus entstehenden Energiemangel kommt es zum Zelluntergang und damit zur
Nekrose der Kardiomyozyten.

Es sind verschiedene Faktoren bekannt, die zum Offnen der MPTP fiihren. Neben
bekannten zelluldren Regulationsprozessen, Aktivierung der PKC oder der PI3 Kinase
°7 fithrt auch die Zunahme an Reaktiven Sauerstoffspezies, die an den einzelnen
Komplexen der Atmungskette wihrend der Reperfusion entstehen, zu einer Offnung der
MPTP. Weiterhin fiihrt auch ein Anstieg des mitochondrialen Calciums wéhrend der
Reperfusion zu einer Offnung der MPTP *'*,

Auf Grund der oben beschriebenen Relevanz der MPTP bei der Protektion vor dem
Reperfusionsschaden wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die Inhibierung
des mBzR das Offnen der MPTP verhindern kann. In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass 4CIDZP die Offnung der MPTP verhindern kann. Dazu wurde die

46



Freisetzung von Calcein aus dem Mitochondrium fluoreszenzmikroskopisch gemessen.
So kommt es durch die Inhibierung des mBzR wihrend der Reperfusion zu einem
weniger starken Abfall des Calcein-Signals im Vergleich zur Kontrollgruppe und somit
zu einer verminderten Offnung der MPTP. Die Vergleichsuntersuchung mit CspA,
einem bekanntem, selektiven und potenten Inhibitor der MPTP fiihrt zu einem
vergleichbaren Einfluss auf den mitochondrialen Calceingehalt. Die Hemmung der
MPTP-Offnung durch die Inhibition des mBzR ist also vergleichbar mit der
inhibitorischen Wirkung durch CspA (Abbildung 4.4a). Durch die verminderte Offnung
der MPTP stabilisiert sich das mitochondriale Membranpotenzial. Hierliber kommt es
zu keinem Verlust des Protonengradienten iiber der mitochondrialen Membran und die
Atmungskette ist weiterhin in der Lage, ATP zu generieren und es kommt zu keinem
absoluten Energiemangel der Zelle und damit nicht zur Entstehung von Nekrose.

Die Aktivierung des mBzR fiihrt jedoch zu einem deutlich groBeren Abfall des Calcein-
Signals wihrend der Reperfusion und so kommt es zu vermehrten Offnung der MPTP.
Nachdem nun gezeigt werden konnte, dass es durch die Inhibierung des mBzR zu einer
verminderten Offnung der MPTP kommt, untersuchten wir die Mechanismen die dieser
Protektion zu Grunde liegen. Bekannte Mechanismen die zur Offnung der MPTP zu
Beginn der Reperfusion fiihren sind unter anderem mitochondrial entstehende ROS und
ein Anstieg des mitochondrialen Ca®". Es konnte auch gezeigt werden, dass es durch
4CIDZP zu einem Abfall der ROS wiéhrend der Reperfusion kommt (siehe Abbildung
4.5). Zusdtzlich konnte gezeigt werden, dass es auch zu einem Abfall des
mitochondrialen Calciums kommt (siche Abbildung 4.6). Diese Befunde legen nahe,
dass es im Rahmen der protektiven Wirkung von 4CIDZP durch die Inhibition der
MPTP-Offnung und den zu Grunde liegenden Mechanismen iiber die Reduktion des
mitochondrialen Ca’" und der mitochondrialen ROS zu einer Stabilisierung der

mitochondrialen Funktion wéahrend der Reperfusion kommt.

Die Abbildung 5.3.2 zeigt eine Zusammenfassung der oben beschriebenen Befunde auf

Ebene der Mitochondrien.
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Abbildung 5.3b Zusammenfassung der Prozesse, die am Mitochondrium wahrend der
Reperfusion in Anwesenheit von 4CIDZP beobachtet werden kénnen.

4CLDZP: 4‘Clorodiazepam, ATP: Adenosin Tri-Phosphat, BDM: 2,3-Butanedione monoxime,
Ca®*: Calciumionen, KMC: Kardiomyozyt, mBzR; mitochondrialer Benzodiazepinrezeptor,
MPTP: mitochondriale Permeabilitats Transitionspore ROS: Reaktive Sauerstoffspezies,
RyR:Ryanodin Rezeptor, SR: Sarkoplasmatisches Retikulum,

Diese verschiedenen, oben beschriebenen Mechanismen tragen dazu bei, dass die
Inhibierung des mBzR zu einer Abnahme der nekrotischen Zellen nach Ischimie und
Reperfusion fiihrt.

Im Gegensatz zu den bisher aufgefiihrten Ergebnissen flihrt die Aktivierung des mBzR
zu Beginn der Reperfusion zu einer Zunahme der Kontraktur (siche Abbildung 4.2a)
und zu einer Zunahme der zytosolischen Calcium-Oszillationen. Zusétzlich kommt es
zu einer vermehrten Offnung der MPTP (Abbildung 4.4a) Dies lisst sich durch einen
Anstieg des mitochondrialen Ca*" wihrend der Reperfusion erkliren (Abbildung 4.6) .
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Die nachfolgende Abbildung zeigt einen Uberblick iiber die wihrend der Reperfusion
stattfindenden Vorgidnge auf zellulirer Ebene die durch die Inhibition des mBzR zu

einer Protektion des Kardiomyozyten vor dem Reperfusionsschaden beitragen.

Ischa@mie
Reperfusion
| Ca**-Uberladung
kme [
@ SERCA
( ) ATP
SR \ — -—--___.."
RyR

— > Hyperkontraktur

4CIDZP

Ca® pos
MPTP Nekrose
Mito

MPTP-Offnung

Abbildung 5.3.c Zusammenfassung der Prozesse, die im Kardiomyozyten wahrend der
Reperfusion in Anwesenheit von 4CIDZP beobachtet werden kénnen.

4CIDZP: 4‘Clorodiazepam, ATP: Adenosin Tri-Phosphat, Ca*": Calciumionen, KMC:
Kardiomyozyt, mBzR; mitochondrialer Benzodiazepinrezeptor, MPTP: mitochondriale
Permeabilitats Transitionspore ROS: Reaktive Sauerstoffspezies, RyR: Ryanodin Rezeptor, SR:
Sarkoplasmatisches Retikulum.

Eine mogliche weitere Erklarung fiir den protektiven Effekt der Inhibition des mBzR
liegt im Aufbau des mBzR. Die genaue Ultrastruktur ist aktuell noch nicht bekannt, es
besteht jedoch die Vermutung, dass unter anderem ein voltage-dependent-anion-channel
(VDAC) beteiligt ist’®. Dieser ist womdglich in der Lage, vermehrt Ca**-Tonen wihrend
der Reperfusion ins Mitochondrium aufzunehmen und dadurch den mitochondrialen

Ca’"-Spiegel zu erhohen. Ein erhdhter mitochondrialer Ca*"-Spiegel kann die Offnung
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der MPTP beeinflussen und iiber diesen Mechanismus zum Kollaps des
mitochondrialen Membranpotenziales und dariiber hinaus zum Verlust der
mitochondrialen Funktion kommen. Kommt es zu einem Energiedefizit im
Mitochondrium, so kommt es zu Zelluntergang und Nekrose. Fiir diese These spricht
die Tatsache, dass die Inhibierung des mBzR mit 4CIDZP zu einer Abnahme des
mitochondrialen Ca”" fiihrt und dariiber hinaus zu einer verminderten MPTP Offnung
und iiber diesen Mechanismus nur vermutet werden kann, dass es auch zu einer

Stabilisation des mitochondrialen Membranpotenziales kommt.

Fiir den mBzR konnten bisher nicht nur direkte zelluldre Effekte in isolierten
Kardiomyozyten als auch in anderen Geweben bei Regulationsprozessen beschrieben
werden, sondern auch eine entscheidende Rolle bei der Regulation apoptotischer
Vorgéinge. Der Vorgang der Apoptose beschreibt einen genau geregelten zelluldren
Prozess, der zum gerichteten Untergang einer Zelle fiihrt. Dieser findet nicht nur im
gesunden Gewebe statt sondern ist auch entscheidend in der Entstehung von
Neoplasien. Aus diesem Grund gibt es vielfdltige endogene und exogene Stimuli, die
zur Einleitung der Apoptose fithren. Physiologisch ist die Apoptose bei Zellen mit
defektem Erbmaterial oder aber auch in der Ontogenese. Auf zelluldrer Ebene sind
Mitochondrien entscheidend bei Einleitung der Apoptose:

Ein wichtiger Schritt bei der Entstehung der Apoptose ist das Offnen der MPTP,
wodurch es zur Ruptur der mitochondrialen Membran und in der Folge auch zum
Zusammenbruch des mitochondrialem Membranpotenziales AY, kommt. In der
mitochondrialen Matrix, zwischen innerer und &uflerer mitochondrialer Membran
gelegen, befinden sich verschiedene Caspasen und Cytochrome. Kommt es nun zu zur
Offnung der MPTP und zur Ruptur der mitochondrialem Membran, so werden
Caspasen und Cytochrome in das Zytosol der jeweiligen Zelle freigesetzt und es kommt
zur Initiierung des kontrollierten Zelltod. **.

Klinisch bedeutsam ist die Regulation der Apoptose besonders bei der Entstehung von
Neoplasien, so gibt es bekannte Proto-Onkogene die zu einer verdnderten Regulation
der Apoptose fiihren. Eine bekannte Familie an Genen die eine grof3e Rolle spielen ist
die B-Cell Lymphome 2 (Bcl-2) Genfamilie. Bekannte Vertreter sind z.B. das Bax-Gen,
dass pro-apoptotisch wirkt oder aber das Bcl-2 Gen mit anti-apoptotischer Funktion '
Es konnte bereits gezeigt werden, dass Bcl-2 die Offnung der MPTP hemmen kann.

Durch die verminderte Offnung der MPTP kommt es zu einer Stabilisierung der
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mitochondrialen Membran und es konnen keine Caspasen aus der mitochondrialen
Matrix ins Zytosol freigesetzt werden.

Die Arbeitsgruppe um Hirsch et al. konnte zeigten, dass ein prototypischer Ligand des
mBzR 1-(2-Chlorophenyl-N-methylpropyl)-3-isoquinolinecarboxamide (PK11195) in
der Lage ist, den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotenziales zu
induzieren und dadurch zu einer vermehrten Entstehung von Apoptose zu fithren. Auch
konnte gezeigt werden, dass PK11195 den anti-apoptotischen Effekt des Bcl-2 autheben
kann, durch den direkten Wirkmechanismus am Mitochondrium 2 Auf zellulirer
Ebene liegt diesem Regulationsmechanismus die Modulation des Ca*’-Haushaltes zu
Grunde. So kommt es in Anwesenheit von PK11195 zu einem Anstieg des Ca®" im
endoplasmatischen Retikulums und des mitochondrialen Ca>" '°. Im Gegensatz dazu ist
dieser Effekt mit dem Benzodiazepin Diazepam nicht moglich, so dass davon
ausgegangen werden muss, dass es unterschiedliche Bindungsstellen am mBzR gibt .
Diese Ergebnisse machen deutlich, wie wichtig es ist, weitere zelluldire Mechanismen

und Wirkungsweisen des mBzR zu untersuchen.
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5.4 Klinische Relevanz der Protektion durch den mitochondrialen

Benzodiazepinrezeptor

Der mBzR ist im Korper ubiquitir auf verschiedensten Zellen und Geweben
vorhandenen und spielt bei vielfiltigen Regulationsprozessen eine Rolle®. So konnte
2005 von Akar et al. gezeigt werden, dass die Inhibierung des mBzR wéhrend der
Reperfusion im Tiermodell, an ganzen Kaninchenherzen, vor reperfusions-induzierten
Arrhythmien schiitzt. *. Von Brown et al. konnte ebenfalls im Tiermodell, also am
ganzen Kaninchenherzen, als auch an isolierten Kardiomyozyten von Kaninchen,
zeigen, dass die Inhibierung des mBzR im Ischdmie-Reperfusionsmodell vor post-
infarkt-bedingten Arrythmien schiitzen kann und das mitochondriale Membranpotenzial
wihrend der Reperfusion stabilisiert wird °. Es konnte auerdem gezeigt werden, dass
die Anwesenheit von 4CIDZP wiéhrend der Reperfusion die postischdmische,
kontraktile Funktion des Myokards an isolierten Kardiomyozyten nach Ischdmie und
Reperfusion verbessert. >

In einem in vitro Modell isolierter kardialer Mitochondrien aus adulten Ratten konnte
kiirzlich gezeigt werden, gezeigt werden, dass ein neuer Ligand des mBzR, TRO40303,
auch einen kardioprotektiven Effekt ausiiben kann. Dieser Ligand bindet spezifisch an
eine Cholesterol-Bindungsstelle und fiihrt zu verminderter Permeabilitit der
mitochondrialen Membran und ist in der Lage, die mitochondriale Funktion zu

ige . 40.4
stabilisieren. ***

In der vorliegenden Arbeit haben wir an einem Modell mit isolierten Kardiomyozyten
gezeigt, dass eine Hemmung des mBzR vor dem Entstehen des myokardialen
Reperfusionsschadens schiitzen kann. Der protektiven Wirkung liegt die Beeinflussung
von Ca’" -Oszillationen, Hyperkontraktur, MPTP-Offnung und letztendlich die
Verhinderung der Nekrose zu Grunde. Diese Ergebnisse tragen zu einem besseren
Verstindnis der Mechanismen auf zelluldrer Ebene bei. Dies ist eine Voraussetzung
dafiir, die Inhibiton des mBzR auch in einem in vivo Modell und spéter in der Klinik

anwenden zu konnnen.

Eine Reihe von in vitro bereits als erfolgsversprechend klingende pharmakologische
oder mechanistische Verfahren wurde bereits in kleineren klinischen Studien erprobt.

So konnte fiir Postconditioning gezeigt werden, dass es sowohl in vitro, als auch in vivo
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zu einer Reduktion des Reperfusionsschadens und der InfarktgroBe kommt .

Postconditioning beschreibt repetitive Zyklen von Ischdmie und Reperfusion zu Beginn
des eigentlichen Reperfusionsvorganges. Auf zelluldrer Ebene liegt der durch
Postconditioning vermittelten Protektion eine Verdnderung der Erholung des
zytosolischen pH-Wertes zu Grunde, es kommt jedoch ebenfalls zu einer Abnahme der

zytosolischen Ca®"-Oszillationen und zu einer verminderten Offnung der MPTP. °',

Ein weiterer bisher erfolgreich in vitro und in vivo erprobter klinischer Ansatz ist die
selektive Hemmung der MPTP-Offnung. Die genaue Ultrastruktur der MPTP ist noch
nicht im Detail bekannt, ein wichtiger Bestandteil der MPTP ist das Protein
Cyclophilin-D (Cyp D). Es konnte gezeigt werden, dass dessen selektive Hemmung mit
Cyclosporin A die Offnung der MPTP verhindert, sowohl im Tiermodell als auch in

einer Pilotstudie in Menschen. 2! 24 2642,

Die oben beschriebenen und bereits klinisch erfolgreich erprobten Mechanismen sind
ein erster Grundstein in der klinischen Therapie des akuten Reperfusionsschadens. Die
vorliegenden Daten im Zusammenhang mit der Inhibition des mBzR ermdglichen eine

weitere Mdglichkeit den akuten Reperfusionsschaden zu verhindern.
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6. Zusammenfassung

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Inhibierung des mitochondrialen
Benzodiazepinrezeptors (mBzR) isolierte Herzen von Kaninchen nach Ischdmie und
Reperfusion vor post-reperfusionsbedingten Arryhthmien schiitzen kann. In der
vorliegenden Studie haben wir untersucht, ob die Inhibition des mBzR auch isolierte
ventrikulire Kardiomyozyten vor zytosolischen Ca*"-Oszillationen und vor daraus
resultierender Nekrose schiitzen kann. Des Weiteren wollten wir untersuchen ob eine
verminderte Offnung der mitochondrialen Permeabilitits Transistionspore (MPTP)
diesem protektivem Mechanismus zu Grunde lieg.

Zur Durchfiihrung der Versuche verwendeten wir isolierte ventrikuldre Kardiomyozyten
adulter ménnlicher Wistar-Ratten. Diese wurden fiir 60 Minuten mit einem hypoxischen
Medium und anschlieBend mit einem normoxischen Medium perfundiert um Ischimie
und Reperfusion zu simulieren. Zelllinge, zytosolisches Ca*" und das Offnen der MPTP
wurden mit den Fluoreszenfarbstoffen Fura-2-AM bzw. Calcein-2AM detektiert.
Mitochondriales Calcium wurde mit Rhodamin gemessen. Der mBzR wurde selektiv
mit 10uM 4CIDZP (10uM) inhibiert, aktiviert wurde er mit 4,6uM FGIN-1-27. Die
MPTP wurde selektiv mit 500nM Cyclosporin A inhibiert, jeweils wihrend der
Reperfusion.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es durch die Inhibition des
mBzR wihrend der Reperfusion zu einer deutlichen Abnahme sowohl der Frequenz der
zytosolischen Ca®*-Oszillationen als auch der Amplitude kam. Auch das Ausmaf der
Hyperkontraktur und der Nekrose wurde signifikant reduziert. Der mitochondriale
Calcein-Verlust, als Surrogatmarker fiir die MPTP-Offnung, konnte durch die
Inihibition des mBzR deutlich reduziert werden. Der Effekt war vergleichbar mit dem
von CspA, einem bekannten, potenten MPTP-Inhibitor. Auch zeigte sich eine
signifikante Abnahme der Reaktiven Sauserstoffspezies (ROS) und des mitochondrialen
Calciums wihrend des Reperfusion.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung des mBzR
Kardiomyozyten vor reperfusions-induzierter Nekrose schiitzt, indem es zu einer
Abnahme der Ca*"-Oszillationen kommt. Zusitzlich zeigt die vorliegende Arbeit dass es
zu einer reduzierten Offnung der MPTP kommt. Diesem Mechanismus liegt am ehesten
eine Interaktion der MPTP mit dem mBzR zu Grunde, wahrscheinlich durch einen

verminderten Gehalt an mitochondrialem Calcium.
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7. Summary

Inhibition of the mitochondrial benzodiazepine receptor (mBzR) exhibits cardio-
protective effects towards development of arrhythmia during ischemia and reperfusion
in isolated rat heart. The present study investigated whether inhibition of the mBzR
protects isolated cardiomyocytes against Ca’" oscillation-induced necrosis and
whether this is due to interaction with the mitochondrial permeability transition pore
(MPTP).

Methods: Isolated adult rat cardiomyocytes were superfused for 60 min with a hypoxic
buffer and then reperfused with a normoxic buffer to simulate ischemia and reperfusion,
respectively. Cell length, cytosolic Ca®" and MPTP opening were analysed using fura-2
or calcein, respectively. The concentration of mitochondrial Ca>” was measured using
rhodamine. The mBzR inhibitor 4CI1 DZP (10 uM), an activator of the mBzR, FGIN-1-
27 (4.6 uM), or an inhibitor of the MPTP, cyclosporine A (Csp A; 500 nM), were
applied during reperfusion

Results: Inhibition of mBzR during reoxygenation markedly reduced the frequency und
amplitude of cytosolic Ca®" oscillations. The extent of cardiomyocyte-contracture was
markedly reduced, also the extent of necrosis was markedly reduced. The reperfusion-
induced loss of mitochondrial calcein, which indicates MPTP opening, was significantly
reduced by inhibition of mBzR. The effect was comparable with CspA, a known
inhibitor of MPTP. Mitochondrial Ca*" levels were notably reduced by inhibition of
mBzR.

Conclusions: The present study shows that inhibition of the mBzR protects
cardiomyocytes against reperfusion-induced necrosis by reducing Ca®" oscillations.
Furthermore, the data demonstrate a reduced opening of MPTP due to an interaction

with mBzR, probably due to a decreased mitochondrial Ca**-load.
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