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1 Einleitung

1.1 Der myokardiale Reperfusionsschaden

Der Verschluss der KoronargefaBe, der zu einer Ischamie am Herzen fihrt, und die
immer haufiger durchgeflhrte akute Reperfusionstherapie in Form von PCI hat in
den letzten Jahren zu intensiven Nachforschungen geflhrt, welche Folgen auf
zellularer Ebene mit diesem klinischen Ereignis korrelieren. Hierbei interessiert vor
allem, ob es durch die Reperfusion zu einer zusatzlichen Schadigung am
Myokardgewebe kommt und ob diese in der Reperfusion noch verhindert oder

verringert werden kann.

Reperfusion von zuvor ischdmischem Myokardgewebe kann noch nach Stunden zu
Zelltod in Form von Nekrosebildung oder Apoptose fihren (Umansky et al., 1995;
Gottlieb et al., 1994). In der frihen Reperfusionsphase, die die ersten Minuten
umfasst, ist eine Hyperkontraktur der Kardiomyozyten einer der wichtigsten Griinde
fr die Ausbildung einer Myokardnekrose. Reperfundiertes Myokard weist dabei eine
besondere Form der nekrotischen Gewebeschadigung auf, die als
Kontraktionsbandennekrose bezeichnet wird (Fujiwara et al., 1989; Garcia-Dorado et
al., 1992). Das Ausmal der Kontraktionsbandennekrose korreliert mit dem Ausmaf
makroskopischer myokardialer Schrumpfung, die in der frihen Reperfusionsphase
entsteht (Barrabes et al., 1996). Histologisch sieht man in diesen reperfundierten
Herzen hyperkontrahierte Myofibrillen und eine Ruptur zellularer Membranen (Piper
et al., 2004).

Es wurde gezeigt, dass eine temporare pharmakologische Blockade des kontraktilen
Apparates in  der frihen Reperfusionsphase  das  AusmaB  der
Kontraktionsbandennekrose und der Infarktgrésse zu reduzieren vermag (Garcia-
Dorado et al., 1992).

An isolierten Herzmuskelzellen kann das Elementargeschehen des friihen
Reperfusionsschadens beobachtet und analysiert werden. Nach simulierter Ischamie
und nachfolgender simulierter Reperfusion (im Modell isolierter Kardiomyozyten als

Anoxie/Reoxygenation  bezeichnet) kommt es zur Hyperkontraktur der

Herzmuskelzellen. Diese ist charakterisiert als irreversible Zellverkirzung auf



30-40 % ihrer Ausgangslange und Zellabrundung (Ladilov et al., 1999; Siegmund et
al., 1990; 1991). Die Hyperkontraktur reoxygenierter Kardiomyozyten kann ebenfalls
durch temporare pharmakologische Blockade des kontraktilen Apparates verhindert
werden (Siegmund et al., 1991).

1.2 Energiestoffwechsel und Kationenhomoostase wahrend myokardialer
Ischamie und Reperfusion

Bei Ischamie, d.h. einer deutlichen Einschrankung oder vélligen Unterbrechung der
koronaren Durchblutung besteht ein Missverhaltnis von Sauerstoffangebot und
Sauerstoffbedarf im Herzmuskelgewebe. Die mitochondriale Atmung wird in der
Folge reduziert und kompensatorisch wird der Energiestoffwechsel auf Glykolyse
umgestellt. Mit fortschreitender Ischamie wird die Deckungslicke im zellularen
Energiebedarf gréBer und es kommt zum Abbau der zellularen Reserven von ATP
und Phosphokreatin (Kupriyanov et al., 1995; Owens LM et al., 1996). Durch Bildung
von Milchsaure und ATP-Abbau kommt es zum Abfall des zytosolischen pH-Wertes
(Kupriyanov et al., 1995; Schafer et al., 2000). Das zunehmende Energiedefizit
bedingt eine Verlangsamung, bzw. einen Stillstand wichtiger metabolischer
Funktionen. Die Aktivitdt der Na*/K*-ATPase nimmt ab und hierdurch kann das Uber
verschiedene Mechanismen wie Na*/H*-Austauscher, Na*/HCO®*-Symporter,
Na*/Ca?*-Austauscher oder Na*-Kandle in die Zelle gelangte Na* nicht mehr entfernt
werden. Infolgedessen kommt es zu einer zytosolischen Na™-Akkumulation (Pike et
al., 1993; Ladilov et al., 1995; Haigney et al., 1992). Durch das erhdhte intrazellulare
Na® wird bei einer teildepolarisierten Zelle der ,reverse mode“ des
Na*/Ca®*-Austauschers aktiviert, wodurch Na* aus der Zelle hinaus und Ca** in die
Zelle hineintransportiert wird (Ladilov et al., 1999; Haigney et al., 1992). Als Folge
kommt es zu einer Ca**-Uberladung des Zytosols.

Im Modell der isolierten Kardiomyozyten lassen sich die Details der
Reperfusionsphase analysieren: Wiederversorgung mit O, und Substraten der zuvor
Anoxiebedingungen ausgesetzten Myokardzelle fuhrt schnell zu einer (teilweisen)
Erholung der Kationenkontrolle. Ca®* und Na* fallen innerhalb von 10 min wieder auf
das Initialniveau vor Anoxie ab, der pH-Wert reguliert sich innerhalb der gleichen Zeit



nahezu wieder auf Normalwert ein (Ladilov et al.,, 1995). Bezlglich des
intrazellularen Ca?*-Gehalts lassen sich 3 Teilphasen unterteilen.

1. Ein initialer schneller Abfall zu einem niedrigeren, aber noch erhdhten
Ca?*-Niveau, bedingt durch Sequestration von Ca®** in das Sarkoplasmatische
Retikulum (SR).

2. Das Auftreten von oszillierenden Ca®*-Anstiegen und -Abféllen, die auf eine
repetitive Aufnahme und Freisetzung von Ca?' durch das Sarkoplasmatische
Retikulum zurGckzufihren sind.

3. Der Abfall der Ca?*-Konzentration auf Normalniveau durch den ,forward mode*
des Na*/Ca?*-Austauschers (Siegmund et al., 1994).

Die Reenergetisierung in der Reoxygenationsphase bei erhdéhtem intrazellularen
Ca?*-Gehalt und den darauf folgenden Oszillationen filhrt zu (iberschieBender
Kontraktion der Myofibrillen, der unmittelbaren Ursache der Hyperkontraktur der
Zellen (Ladilov et al., 1999; Siegmund et al., 1990; 1991). Die Hyperkontraktur ist in

der Regel irreversibel.
1.3 Protektionsmechanismen gegen den myokardialen Reperfusionsschaden

In einer Reihe von Studien wurde gezeigt, dass die Hyperkontraktur in der friihen
Phase der Reoxygenation noch verhindert oder verringert werden kann.

1) Hemmung des kontraktilen Apparates

Eine temporare Blockade des kontraktilen Apparates mit BDM (2,3-Butanedione
monoxime) in der Reoxygenationsphase vermag die Hyperkontraktur zu verhindern
(Siegmund et al., 1991). Auch in vivo kann durch Applikation von BDM in der
Reperfusionsphase die kontraktile Funktion des Myokards verbessert und die
InfarktgréBe reduziert werden (Garcia Dorado et al., 1992).

2) Azidose

Es konnte gezeigt werden, dass eine langere Aufrechterhaltung der zytosolischen
Azidose in der Reoxygenationsphase die Entwicklung der Hyperkontraktur signifikant
reduziert. Erstens sind die Kardiomyozyten in Phase 1 der Ca®*-Erholung trotz
hohem Kalziumgehalt und wiederkehrender Energetisierung durch die
pathophysiologisch auftretende Azidose gegentber einer Hyperkontraktur geschitzt
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(Siegmund et al., 1997). Zweitens konnte gezeigt werden, dass eine verzdgerte
pH-Erholung in Phase 2 der Ca®-Erholung (durch gleichzeitige Inhibition des
Na*/H*-Exchangers und des Na'/HCOj3; -Symporters) die Kalziumoszillationen und
die Hyperkontraktur signifikant reduziert (Ladilov et al., 1995; Schéfer et al., 2000).
Der Schutz ist einerseits auf eine Desensitivierung des kontraktilen Apparates
gegenilber Ca?*, andererseits auf eine Hemmung des SR durch die Azidose

zuruckzufiahren.

3) Beschleunigte Ca ?*-Elimination

Abdallah et al. (2005) konnten zeigen, dass eine schnellere Ca®*-Elimination im
Zytosol reperfundierter Kardiomyozyten zur Reduktion des myokardialen
Reperfusionsschadens bzw. der Hyperkontraktur fihrt. Die schnellere Elimination
kann durch Aktivierung von SERCA durch vorherige Stimulation des cGMP-
Signalweges erzielt werden. Auch in Versuchen am Schweineherzmodell konnte dies
bestatigt werden, da Urodilatin, welches das cGMP intrazellular erhéht, in der
Reperfusion gegeben zu signifikanter Abnahme der InfarktgréBe fuhrt (Padilla et al.,
2001).

1.4 Rolle der p38 MAP-Kinase

Eine Reihe von Arbeiten zeigten, dass wahrend der Reperfusion bestimmte
Proteinkinasen aktiviert werden, die am reperfusionsinduzierten Zelltod nachweislich
beteiligt sind. In diesem Zusammenhang scheint die p38 MAP-Kinase eine
besondere Rolle zu spielen. Einige Arbeiten demonstrierten, dass eine Hemmung
der p38 MAPK-Aktivitat in Ischamie und Reperfusion am in vivo Modell zu
zellprotektiven Effekten flhrt.

Die p38 MAPK gehdrt zur Familie der mitogen aktivierten Proteinkinasen, zu denen
auch die ,signal regulated kinase“ (ERK) und die ,c-Jun-NHa-terminal protein kinase*
(JNK), auch ,stress-activated protein kinase® (SAPK) genannt, gehéren. Alle diese
MAP-Kinase-Mitglieder werden durch zweifache Phosphorylierung an Tyrosin (Tyr)-
und Threonin (Thr)-Resten aktiviert. Sie scheinen eine wichtige Rolle in der
Weiterleitung von Signalen von der Zellmembran zum Transkriptionsapparat zu

spielen und sind an Prozessen wie Zellwachstum, Zelldifferenzierung und
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Zelltransformation beteiligt (Mansour et al., 1994; Leppa et al., 1998). Die p38 MAPK
wird durch mehrere Arten zellularen Stresses , wie Ischamie, Reperfusion,
Hitzeschock, UV-Bestrahlung, osmotischer Schock und entziindungsauslésende
Zytokinine aktiviert. Ihre Aktivierung scheint in vielen Zelltypen am Zelltod beteiligt zu

sein.

Es wurde gezeigt, dass es in Kardiomyozyten zu einer p38 MAPK-Aktivierung unter
Ischamie und zu einer weiteren Aktivitatssteigerung unter Reperfusion kommt
(Yoshinori et al., 1997; Xin L. Ma et al., 1999; Tian-Li Yue et al., 2000; Bogoyevitch et
al., 1996; Anu Punn et al., 2000). Wird die p38 MAPK in Ischamie und Reperfusion
gehemmt, so fuhrt dies sowohl zu einer Reduktion apoptotischer Zellen in vitro (Tian-
Li Yue et al., 2000), als auch der Infarkigrésse im in-vivo-Modell (Barancik et al.,
2000). Interessant ist, dass eine Hemmung der p38 MAPK nur wahrend der
Reperfusionsphase das Nekroseareal zu reduzieren und die Erholung kardialer
Funktionen zu verbessern scheint (Xin L. Ma et al., 1999).

Die p38 MAPK wird durch reaktive Sauerstoffspezies aktiviert (Andre Kulisz et al.,
2002; Clerk et al., 1998). Diese werden in Ischamie (Duranteau et al., 1998), und in
noch héherem AusmaB in der Reperfusion gebildet (Terry et al., 1997). Die
Aktivierung der p38 MAPK wahrend Ischamie/Reperfusion konnte durch
Sauerstoffradikalfanger inhibiert werden (Clerk et al., 1998; Andre Kulisz et al.,
2002). Auch konnte in einigen Arbeiten in vivo kardioprotektive Effekte durch Gabe
von Radikalfangern (u.a. mit N-Acetylzystein) in der Ischdmie- und
Reperfusionsphase gezeigt werden (Werns et al., 1985; Jolly et al., 1984; Terry et
al., 1997, Ambrosio et al., 1987), in anderen jedoch ist dieser kardioprotektive Effekt
nicht bestétigt worden (Uraizee et al., 1987).

1.5 Verwendetes Modell

Bei dem Modell handelt es sich um ein Modell isolierter Kardiomyozyten aus der
adulten  Ratte, die einer simulieten Ischdamie und  Reperfusion
(Anoxie/Reoxygenation) ausgesetzt werden. Dieses Modell wurde gewahlt, da es
sehr gut geeignet ist, Veranderungen der lonenhomdostase und Veranderungen im
Zellstoffwechsel direkt auf zellularer Ebene zu analysieren, und mit der in der
Reoxygenation auftretenden Hyperkontraktur in kausalen Zusammenhang zu setzen.
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An diesem Modell wurden Dbereits viele der oben beschriebenen
pathophysiologischen Veranderungen in Ischamie/Reperfusion untersucht. Von
Vorteil erwies sich hierbei, dass die Kardiomyozyten keinen Zugkraften ausgesetzt
sind und die sarkolemmale Integritdt auch bei starken morphologischen
Veranderungen erhalten bleibt. Dies macht es mdéglich, Veranderungen des
Stoffwechsels und der lonenhomdostase zu bestimmen (Siegmund et al., 1992).

1.6 Ziel der Arbeit

Das zentrale Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Bedeutung der p38 MAPK fir
den Ischamie/Reperfusionsschaden von Myokardzellen.
Hierzu wurde analysiert,
1. ob eine p38 MAPK-Aktivierung in Kardiomyozyten unter simulierter
Ischamie/Reperfusion stattfindet.
2. ob die Aktivierung der p38 MAPK in der Reperfusion durch Radikal-
abhangige Ursachen ausgeldst wird.
3. ob die Hemmung der p38 MAPK-Aktivitat in der Frihphase der
Reperfusion sich auswirkt auf die Entwicklung der Hyperkontraktur, der
zytosolischen Kalzium-Homdbostase und des zytosolischen pH-Wertes
der Kardiomyozyten.



2 Material

2.1 Chemikalien

Albumin (aus Rinderserum)

2',7-bis-( 2 caboxyethyl)-5-(and-6)-

carboxyfluorescin, acetoxymethylester

(BCECF,AM)

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

Cystein

EGTA

Fura-2-AM

Hepes

Medium 199

N2

N-Methylglucamin

Resazurin

SB 202190
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Roche Applied Science,

Mannheim

Molecular Probes,

Leiden, Niederlande

Biochrom KG, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Molecular Probes,
Leiden NL

Roche Applied Science,

Mannheim

Biochrom, Berlin

Messer Griesheim,
Krefeld

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Calbiochem, Bad Soden



N-Acetyl-L-Cysteine

BCECF-AM

Tris

Na-monovanadat

SDS (Dodecylsulfate Na-salt)

MetOH

HCL

3-Mercapto-1,2-Propandiol

Benzonase

Acrylamid

N,N-Methylen-bis-Acrylamid

NBT (Nitroblautetrazoliumchlorid)

Antikdrper: Anti—rabbit IgG

Triton X-100

NaCl

6-Aminohexansaure

14

Sigma, Taufkirchen

Molecular Probes,
Leiden NL

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Applichem, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt



MgCl»

Tween 20

BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate)

Bromphenolblau

APS (Amoniumpersulfat)

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamine)

Glycin

BSA

Anti-p38 MAPK

Anti-Phospho-p38 MAPK

Protein-Molekulargewichts-Marker

15

Fluca, Buchs, Schweiz

Applichem, Darmstadt

Applichem, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Serva, Heidelberg

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

New England Biolabs,
MA, USA

Die Ubrigen verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Calbiochem, Sigma,

Roche Applied Science, Invitrogen (Eggenstein) und VWR (Darmstadt) in der

héchsten erhéltlichen Qualitéat bezogen.

Alle verwendeten Chemikalien wurden nach Herstellerangaben gelést und

aufbewahrt.



2.2 Haufig verwendete Medien und Puffer

2.2.1 Zellkulturmedien

CCT/HEPES-Stammlésung:

Medium 199/HEPES-Stammlésung
HEPES
Kreatin
Karnitin

Taurin

Diese Losung wurde auf pH 7,4 titriert.

Vorplattierungsmedium:

Ausplattierungsmedium:

CCT/HEPES-Stammlésung +
FCS
Penicillin

Streptomycin

CCT/HEPES-Stammlésung +
Penicillin

Streptomycin

Alle Medien wurden sterilisiert und bei 4 °C aufbewahrt.

16

9,8 g/l
36 g/l
5mM
2mM
5mM

4% (vol/vol)
100 1U/ml
10 pg/ml

100 1U/ml
10 pg/ml
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2.2.2 Perfusionsmedien

Die in unseren Experimenten verwendeten Perfusionsmedien werden im Folgenden

beschrieben.

Normoxische HEPES-gepufferte Tyrode-Lésung (Normoxie-
/Reoxygenationsmedium):

Zusammensetzung (in mM/L):  NaCl (125,0), KCI (2,6), KH2PO4 (1,2), MgSO,4
(1,2),CaCl, (1,0), HEPES (25,0), Glucose (2,5), pH-
Wert 7,4

Die Lésung wurde bei 37 °C mit 1 N NaOH auf pH 7,4 titriert.

Anoxische HEPES-gepufferte Tyrode-Losung (Anoxiemedium):

Zusammensetzung (in mM/L):  NaCl (125,0), KCI (2,6), KH2PO4 (1,2), MgSO,4
(1,2), CaCl, (1,0), HEPES (25,0)
Die Lésung wurde bei 37 °C mit 1 N NaOH auf pH 6,4 titriert.

Das Anoxiemedium wurde nach der von Allshire et al. (1987) beschriebenen
Methode autoklaviert. Zuvor wurde dem Medium der Redoxindikator Resazurin (1 %
vol/vol) und Cystein (5,0 mM) hinzugegeben und danach solange mit N, begast, bis
ein Farbumschlag von lila nach rosa sichtbar wurde. AnschlieBend wurde das
Medium in dampfdrucktauglichen GeféaBen fir 40 min bei 2bar und 120 °C
autoklaviert, um einen Sauerstoffpartialdruck von < 22 pPa zu erreichen.

2.2.3 Puffer und Léosungen zur Elektrophorese

AA/Bis-Stammlésung (30/0,75) oder (30/0,3): Acrylamid 29,25 % (wt/vol),
Bisacrylamid 0,75 % (wt/vol) oder 0,3 % (wt/vol)

Anodenpuffer: Tris 30 mM (pH-Wert: 10,4), Methanol 20 % (vol/vol)
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Erst-Antikérper-L6sung: p38 MAPK-AK  (aus Kaninchen) 2,5 pug/ml  oder
phosphorylierter p38 MAPK-AK (aus Kaninchen)) 2,5 pug/ml, BSA 2 % (wt/vol), Tris
50 mM, NaCl 150 mM, Tween 0,05 % (vol/vol)

Kathodenpuffer: Tris 25 mM (pH-Wert 9,4), 6-Aminohexansdure 40 mM, Methanol
20 % (vol/vol)

Konzentrierter Anodenpuffer: Tris 300 mM (pH-Wert: 10,4), Methanol 20 % (vol/vol)

Laufpuffer (SDS-Page): Glycin 1,44 % (wt/vol), Tris 0,3 % (wt/vol), SDS 0,1 %

(wt/vol)

Lysispuffer: Tris/HCI 50 mM (pH-Wert: 6,7), SDS 2 % (wt/vol), Natriumvanadat 10 %
(wt/vol), Mercaptopropandiol 20 % (wt/vol)

Gefarbter Protein Marker (New England Biolabs, Beverly, MA, USA)
Sammelgel-Lésung (2 %): H20 6,4 ml, AA/Bis-Stammlésung (30/0,75) 1,2 ml,
Sammelgelpuffer (0,5 mol/l Tris, pH 6,8) 2,5 ml, SDS 10 % (wt/ vol) 100 ul, TEMED

12 pl, APS 10 % (wt/vol) 50 pl

Substratpuffer: Tris/HCI 100 mM (pH-Wert: 9,5), MgCl, 5 mM, NaCl 10 mM, NBT
0,0005 % (wt/vol), BCIP 0,00025 % (wt/vol)

TBS (Tris Buffered Saline): Tris/HCL 10 mM, NaCl 150 mM, pH Wert 7,4
Trenngel-Lésung (12,5 %): HO 9 ml, AA/Bis-Stammldsung (30/0,3) 11,25 ml,
Trenngelpuffer (1,5 mol/L Tris, pH 8,6) 6,7 ml, SDS 10 % (wt/vol) 270 ul, TEMED

22,5 ul, APS 10 % (wt/vol) 180 pl

Zweit-Antikdrper-Losung: Anti-Kaninchen IgG 1 pg/ml, BSA 2 % (wt/vol), Tris 50 mM,
NaCl 150 mM, Tween 0,05 % (vol/vol)



2.3 Gerate und Laborbedarf

Zellkultur und Herzmuskelzellisolierung:

Brutschrank
Deckglaser

Gewebehacker

Langendorff-Apparatur
Nylonnetz
Praparationsbesteck
Sterilbank

Fluoreszenzmessungen:

Inverses Mikroskop
UV-Lampe
Monochromator
Dichroid-Spiegel
Emissionsfilter
CCD Camera

Computer-Software

Anoxie-Reoxygenationsexperimente:

Dampfdruckkochtopf
Druckstabile GlasgefaBe mit
veschliessbarem Deckel
Edelstahlkapillaren
Gasdichte Schlauche
Gasventile

Peristaltikpumpe

Perfusionskammer

Kendro, Hanau

Menzel, Braunschweig
Harvard Apparatus

tber Hugos Sachs Elekronik,
March-Hugstetten

Eigenbau

NeolLab, Heidelberg
Eickenmeyer, Tuttlingen
Kendro, Hanau

Olympus, Hamburg
TILL Photonics, Gréfelfing
TILL Photonics, Gréfelfing
Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg
TILL Photonics, Gréfelfing
TILL Photonics, Gréfelfing

All American, Canada

Bormiolli Rocco, ltalien

Latek, Eppelheim
Kahlensee, GieBen
Kahlensee, GieB3en
Gilson-Abimed, Langenfeld
Eigenbau



Western Blots:

Blotkammer
Blotpapier
Cell Scraper

Elekrophoresekammer (Hoefer SE600 Series)

PenStrep
PVDF Membran

Zellkulturschalen (35 x 10 mm)

Weitere Geréte:

Glasgerate
Heizrihrer
Inkubator
Perfusionsheizung

Pipetten

pH-Meter

Wasserbad
Wasserdemineralisierungsanlage
Zentrifugen

Verbrauchmaterialien:

Kulturschalen, Typ Falcon 3001
Pipettenspitzen
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Biotech. Fisher, Reiskirchen
Biotech. Fisher, Reiskirchen
Costar, NY, USA

Amersham Pharmacia Biotech.,
San Francisco, CA, USA
Gibco/Invitrogen, NJ, USA
Millipore, Bedford, MA, USA
Falcon, NJ, USA

Schott, Mainz

Jahnke & Kunkel, Staufen
Kendro, Hanau

Eigenbau
Eppendorf-Nethler-Hinz,
Hamburg

WTW, Weinheim

Julabo, Seelbach
Millipore, Eschborn
Haraeus, Hanau

Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf-Nethler-
Hinz,Hamburg
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3 Methoden

3.1 Herzmuskelzellisolierung
3.1.1 Versuchstiere

In unserem Modell wurden Herzmuskelzellen adulter 200-300 g schwerer Wistar
Ratten verwendet, die im Tierstall des Physiologischen Institutes gezichtet wurden
und freien Zugang zu Nahrung (Atromin) und Wasser hatten.

3.1.2 Herzmuskelzellpraparation

Die Isolierung der Herzmuskelzellen fand nach der von Piper et al. (1982)
beschriebenen Methode statt.

Als Lésungen wurden verwendet:

Ca*-Stammlésung: CaCl, (100,0 mM/L)

Powell-Medium: NaCl (110,0 mM/L), NaHCO; (25,0 mM/L), KCI
(2,6 mM/L), KH,PO4 (1,2 mM/L), MgSO4
(1,2 mM/L), Glucose (11,0 mM/L)

Kollagenasepuffer: Powell-Medium (50 ml), Kollagenase (20 mg),

Ca®*-Stammlésung (12,5 pl)

Nach kurzer Ethernarkose wurden die Tiere durch Genickbruch getdtet. Nach Offnen
des Brustraumes wurde das Perikard entfernt, Herz und Lunge angehoben, durch
Scherenschlag vom Kérper getrennt und sofort in eiskalte isotonische NaCl-Lésung
gelegt. Hier wurden Gewebereste vom Herz abprapariert und dieses danach mit der
Aorta ascendens an eine Langendorff-Apparatur angeschlossen. Hier wurde es
zunachst fur kurze Zeit mit Powell-Medium retrograd perfundiert, um das in den
Koronarien verbliebene Blut auszuwaschen. AnschlieBend wurde es bei einer
Flussrate von 2-3 ml/min rezirkulierend mit Kollagenasepuffer perfundiert. Dann
wurden die Ventrikel von den Vorhéfen abgeschnitten und das Ventrikelgewebe, erst

mechanisch mit einem Gewebehacker, anschlieBend mit zwei Skalpellen manuell,
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zerkleinert. Danach schloss sich eine zehnminltige Inkubation des Gewebes in
Rezirkulationspuffer an (37 °C). Die Mazeration der Kardiomyozyten wurde durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren mit einer 5 ml Pipette unterstitzt. Um restliche
Zellaggregate zu entfernen wurde die Suspension durch ein Nylonnetz (0,2 mm
PorengréBe) gefiltert. Jetzt wurde die Zellsuspension bei 25xg flir 3 min zentrifugiert.
Das sich gebildete Pellet wurde nach Aufnahme in Powell-Medium (mit 200 uM
CaCly) ein zweites Mal bei 25xg flir 2 min zentrifugiert. Dann wurde das Pellet in
Powell-Medium, das 400 uM CaCl; enthielt, aufgenommen und durch Aufschitteln
resuspensiert. Diese Suspension wurde, entsprechend der Anzahl der praparierten
Herzen auf Reagenzglaser verteilt, die zuvor mit einer ca. 10 ml hohen
Flissigkeitssaule aus Powell-Medium beschickt worden waren. Nach erneuter
Zentrifugation (25xg far 1 min) erhielt man eine Zellpopulation, die zu 70-80 % aus
stédbchenférmigen, lebenden Kardiomyozyten bestand.

3.2 Zellkultur

Die Kulturschalen wurden, um ein Anheften der Kardiomyozyten an den
Glasdeckglaschen zu erreichen, Uber Nacht mit Vorplattierungsmedium (s.
Kap. 2.2.1) beschickt, was unmittelbar vor dem Ausplattieren abgesaugt wurde. Im
Ausplattierungsschritt wurde das zuletzt gewonnene Zell-Pellet vorsichtig in
Ausplattierungsmedium aufgenommen (25 ml pro Herz) und auf die vorplattierten
Schalen verteilt. Ein nach dem Absaugen des Ausplattierungsmediums auf das
Deckglaschen gelegter Plastikring gewahrleistete eine relativ dichte Anheftung der
Herzmuskelzellen auf dem  Deckglaschen. Nach einer vierstiindigen
Anheftungsphase (37 °C) wurde das Ausplattierungsmedium gewechselt, wobei
abgerundete, tote Zellen entfernt wurden, sodass die letztendliche Kultur aus ca.
90 % stabchenférmigen Kardiomyozyten bestand. Diese auf den Deckglaschen
anhaftenden Kardiomyozyten konnten dann far unsere Anoxie-
Reoxygenationsexperimente oder Western-Blot-Analysen genutzt werden.



23

3.3 Anoxie-, Reoxygenationsexperimente

3.3.1 Versuchsaufbau

FlOr unsere Anoxie-, Reoxygenationsexperimente wurden die Deckglaschen mit den
darauf haftenden Kardiomyozyten in eine Perfusionskammer eingebaut und diese
danach gasdicht verschlossen. Die Medien wurden, mittels einer Peristaltikpumpe
durch Edelstahlkapillaren mit einem Reservoir verbunden, mit einer Geschwindigkeit
von 0,5 ml/min durch die Perfusionskammer gepumpt. Das anoxische Medium wurde
wahrend des Versuches mit N> begast. Die Temperatur in der Perfusionskammer
betrug 37 °C.

VA

[——]

i

CCD Kamera

Computer

[/ Emissionsfilter

Dichroischer

Lichtquelle Spiegel

(Xenonlampe)

Monochromator

Mikroskop-
Objektiv

Kardiomyozyt

—— *

T

N~ ——”

Reservoir Perfusionskammer Pumpe

Abbildung 1: Vereinfachte schematische Darstellung des Versuchsaufbaues. Unten ist das
Perfusionssystem, oben die Apparatur fir die fluoreszenzmikroskopischen Messungen
dargestellt; Anregungslicht=blaue Linie, Emissionslicht=rote Linie
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3.3.2 Fluoreszenzmikroskopische Messungen zur Ermittlung der intrazellularen
lonenkonzentration von Ca?*, H* und Mg?*

Die lonenmessungen wurden auf der Basis der Fluoreszenzmikroskopie
durchgefuhrt. Das von einer Xenonlampe generierte Licht wurde durch einen
Monochromator soweit gefiltert, dass einwelliges Licht entstand, welches Uber einen
Dichroidspiegel auf die mit Fluoreszenzfarbstoff beladenen Zellen in der
Perfusionskammer gelenkt wurde. Das von den Zellen ausgehende Fluoreszenzlicht
gelangte durch ein inverses Mikroskop, den Dichroidspiegel und einen
Emissionsfilter zu einer Kamera, die an ein Computersystem angeschlossen war. Die
Daten der fluoreszenzmikroskopischen Messungen wurden, auf diese Weise zum
Computer gelangt, vom Till-Vision-System ausgewertet.

3.3.2.1 Ermittlung der intrazelluliren Ca*-Konzentration mittels des
Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2-AM und Kalibrierung des Fluoreszenzsignals

Zur intrazelluldren Ca®**-Konzentrationsbestimmung wurden die Zellen zum Beladen
fir 30 min bei 37 °C in Ausplattierungsmedium (s. Kapitel 2.2.1) mit Fura-2-AM
(2,5 pM) inkubiert. Fura-2-AM penetriert als Acetoxymethylester das Sarkolemm und
wird von intrazelluldren Esterasen gespalten, so dass es als geladenes Molekil die
Zellwand nicht mehr passieren kann. Nach dieser Beladungszeit erfolgte eine
15-mindtige Nachinkubation in Ausplattierungsmedium. Die Anregung von Fura-2-
AM erfolgt mit den Wellenlangen 340 nm und 380 nm, das Emissionsmaximum liegt
bei 510 nm. Die Daten der Fura-2-Messungen wurden als Ratio (340 nm/380 nm)
wiedergegeben. Die Kalibrierung wurde nach dem von Li et al. (1987) beschriebenen
Protokoll durchgefthrt.

Als Lésungen wurden verwendet:

Kalibrierungslésung: NaCl (10 mM), KCI (125 mM), MgSO4 (1 mM),
HEPES (25 mM), Zusatz von: CaCl, (3 mM) oder
EGTA (5 mM); lonomycin (5 upM), Nigericin
(10 mg/l), pH 7,4 bei 37 °C, titriert mit 1 N KOH.

Um den Rmax-Wert (maximales Ratio) zu ermitteln, wurden dem Perfusat 3 mM

CaCl, hinzugegeben, um den Rmin-Wert (minimales Ratio) zu bestimmen 5 mM



25

EGTA. Um die freie zytosolische Ca®*-Konzentration zu eruieren wurde folgende
Formel (Grynkiewicz et al., 1985) angewandt: [Ca?**]=Kdxbx (R-Rmin)/ (Rmax-R)

[Ca*]: Zytosolische Kalziumkonzentration

R: Fura-2-Ratio (340/380 nm)

Rmax: Maximales Ratio

Rmin: Minimales Ratio

b: Quotient aus Emissionsintensitat der 380 nm Wellenlange des Rmin-

Wertes und der Emissionsintensitat der 380 nm Wellenlange des Rmax-
Wertes

Kd-Wert:  MaB fiir die Affinitat von Fura-2 zu freien zytosolischen Ca?*-lonen.
Dieser Wert ist abhangig vom pH-Wert. In vitro bestimmten
Grynkiewicz et al. (1985) einen Kd-Wert fir Fura-2 von 224 nmol/l.
Entsprechend verschiedener pH-Werte konnten in Kardiomyozyten
folgende Werte ermittelt werden:

pH-Wert 7,15 6,5
Kd-Wert 312 £ 9 nmol/l |337 4 nmol/l

(nach Ladilov et al., 1997)

3.3.2.2 Ermittlung des intrazellularen pH-Wertes mittels des
Fluoreszenzfarbstoffes BCECF-AM

Um die Zellen mit BCECF zu beladen, wurden diese fiir 15 min bei 37 °C in
Ausplattierungsmedium (s. Kapitel 2.2.1) mit BCECF (1,2 uM) inkubiert, und danach
fir 30 min in Ausplattierungsmedium nachinkubiert. BCECF kann, nachdem als
Acetoxymethylester in die Zelle gelangt, nach Esterabspaltung durch intrazellulare
Esterasen die Zellwand nicht mehr penetrieren. Der Fluoreszenzfarbstoff BCECF
wird mit den Wellenlangen 440 und 490 nm angeregt, wobei das Emissionsmaximum
bei 520 bis 560 nm liegt. Anderungen des pH-Wertes wurden als Anderung des
BCECF-Ratios (490 nm/440 nm) wiedergegeben. Die Kalibrierung wurde nach der
von Koop et al. (1992) beschriebenen Methode durchgefihrt.

Kalibrierungslosung:  NaCl (11,0 mM), KCI (124,0 mM), MgCl, (1,0 mM), TES
(30 mM) bzw. MES (30,0 mM) bzw. HEPES (30 mM), Nigericin (10 pg/ml)
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Die unterschiedlichen Puffersubstanzen wurden je nach eingestelltem pH-Wert

eingesetzt.

TES pH 6,8- 8,2
MES pH 5,5- 6,7
HEPES pH 6,8- 8,2

Der pH-Wert der Lésung wurde mit KOH bei 37 °C eingestellt. Um den intrazellularen
pH-Wert dem extrazelluldren anzugleichen wurde das Protonophor Nigericin

(10 pg/ml) verwendet.

3.3.2.3 Ermittlung der intrazelluliren Mg*-Konzentration mittels des
Fluoreszenzfarbstoffes Mg-Fura-2-AM

Um Veradnderungen der intrazellularen ATP-Konzentration wéhrend Anoxie und
Reoxygenation zu ermitteln, wurde in den Versuchen die Mg-Fura-Ratio-Methode
eingesetzt. Sie basiert darauf, dass bei der Hydrolyse von ATP Mg?* freigesetzt wird,
und somit ein Anstieg der freien intrazelluldren Mg?*-Konzentration mit einem Abfall
der ATP-Konzentration korreliert (Leyssens et al., 1996). Vor Start der eigentlichen
Anoxie-Reoxygenationsexperimente wurden die Kardiomyozyten fur 30 min bei
37 °C mit Mg-Fura-2-AM (2,5 pM) in Medium 199 inkubiert. Mg-Fura-2-AM penetriert
als Acetoxymethylester die Zellwand, wird intrazellular von Esterasen gespalten, und
kann als geladenes Molekll die Zelle nicht mehr verlassen. Die Anregung von
Mg-Fura-2-AM erfolgt mit den Wellenlangen 340 nm und 380 nm, das
Emissionsmaximum liegt bei 510 nm. Die Daten der Mg?*-Fura-2-Messung wurden

als Ratio (340 nm/380 nm) wiedergegeben.
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3.3.3. Experimentelles Protokoll

Zur Simulation von Ischamie und Reperfusion wurden die Kardiomyozyten fir
40-70 min mit  Anoxiemedium  und  anschlieBend fir 15 min  mit
Reoxygenationsmedium perfundiert (s. Kap. 3.3). In der Reoxygenation wurden
Aktivatoren oder Inhibitoren eingewaschen, die kurz in der folgenden Tabelle
beschrieben werden. Auch in der Reoxygenation von Kardiomyozyten, die danach
der Gelelektrophorese zugefiihrt wurden, wurden zu bestimmten Zeitpunkten diese

Substanzen hinzugegeben.

Substanz Konzentration Eigenschaften
SB 202190 5 umol spezifischer p38 MAPK:-Inhibitor
N-Acetyl L-cystein 0,5 mmol Sauerstoff-Radikalfanger

3.3.4 Messparameter

Die folgenden Parameter wurden in den Experimenten bestimmit.

Parameter Einheit Methode

Zytosolischer Ca”*-Gehalt In "arbitrary units" (a.u.) der Fura-2
Fura-2-Ratio oder als

Absolutwerte

"Diastolische" und Maximalwerte und Fura-2
"Systolische" Ca > Werte Minimalwerte der Oszillationen;

in "arbitrary units" (a.u.) der

Fura-2-Ratio
Ca“*-Oszillationen Anzahl der Oszillationen/min Fura-2
Zytosolischer pH-Wert In "arbitrary units" (a.u.) der BCECF

BCECF-Ratio oder als

Absolutwerte

Zelllange Zelllange in % bezogen auf die | Zelllangenmessung

Ausgangslange
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3.4 Bestimmung der p38 MAPK-Phosphorylierung durch Protein-
Gelelektrophoretische Methoden

3.4.1 Probennahme

Zur Probengewinnung wurden die Kardiomyozyten an den zuvor spezifizierten
Zeitpunkten im Versuchsablauf mit einem Zellschaber vom Deckglas gelést. Danach
wurden sie fur 10 min mit 200 ul Lysispuffer bei Raumtemperatur inkubiert (s.
Material 2.2.3).

Zur Nukleinsaureverdauung wurde fir weitere 10min 10 ul Benzonase®
(Endkonzentration 50 U/ml) hinzugefligt. Das Zelllysat wurde mit 10 % (vol/vol) einer
Bromphenolblau (0,001 % wt/vol), Wasser/Glycerin—Ldsung (1/1 vol/vol) versetzt.
AnschlieBend wurden die Proben fir 5 min auf 95 °C erhitzt, um eine vollstandige

Denaturierung der Proteine zu erreichen.

3.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde nach Laemmli (1970)
durchgefihrt.

Die zur Herstellung der Gele bendtigten Substanzen (s. Material 2.2.3) wurden
jeweils in einem Erlenmeyerkolben angesetzt und mit einer Wasserstrahlpumpe
5 min entgast. Die 12 % Trenngel-Lésung wurde, nachdem in die gesauberte
Gelkammer gegossen, mit destilliertem Wasser Uberschichtet. Dann polymerisierte
das Gel fiir ca. 30-60 min, das Wasser wurde abgegossen und das Trenngel mit
einer 2 % Sammelgel-Lésung Uberschichtet. Der sofort eingesetzte Gelkamm wurde
nach 10 min  Polymerationszeit = gezogen. AnschlieBend wurde die
Elektrophoresekammer mit Laufpuffer befillt. Um die Position der untersuchten
p38 MAPK aufgrund ihres Molekulargewichtes schon wahrend der Gelelektrophorese
abschatzen zu koénnen, wurde ein gefarbter Protein-Molekulargewichtmarker
(zwischen 6,5 und 175kDa) mit auf das Gel aufgetragen. Die
SDS-Gelelektrophorese fand bei konstanter Spannung von 200V Uber 3 h bei

Raumtemperatur statt.
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3.4.3 Western-Blot-Verfahren

Die Proteinbanden wurden im ,Semi Dry Blotting“-Verfahren durch Elektrophorese
auf Polyvinyliden-Difluorid (PVDF)-Membranen transferiert.

Hierzu wurde die PVDF-Membran mit 100 % Methanol benetzt und danach kurz mit
Anodenpuffer gespdlt. Dann wurde die Anode der Western-Blot-Apparatur zuerst mit
drei in konzentriertem Anodenpuffer getrdnkten, dann mit drei in Anodenpuffer
getrankten Filterpapieren und schlieBlich mit der PVDF-Membran bestlckt. Jetzt
wurde das Gel, nach Lésen von der Glasscheibe der Gelkassette, aufgelegt. Zum
Schluss wurden drei in Kathodenpuffer getrankte Filterpapiere und die Kathode der

Apparatur aufgelegt (Puffer s. Material 2.2.3).

3.4.4 Immunologische Nachweismethoden nach Western-Blot

Um die unspezifischen Bindungsstellen flir die spater zum Einsatz kommenden
Antikbérper abzusattigen, wurden die PVDF-Membranen nach erfolgtem
Proteintransfer fir 1 h mit 3 % BSA in TBS geblockt. Nach zweimaligem Waschen fir
5 min in TBS wurden die PVDF-Membranen 2 h mit dem jeweiligen Erst-Antikérper
inkubiert. Der p38 MAPK- Antikdrper ist gegen die Aminosauresequenz Thr-Gly-Tyr
der 38 kDa Form der MAP-Kinasen gerichtet, der pp38 MAPK-AK gegen pThr180
und pTyr182. AnschlieBend fanden zwei Waschgéange von je 10 min mit TBS und
0,1 % Triton statt. Nach der nun folgenden, 120 min dauernden
Zweitantikérperinkubation wurden die Membranen erneut 3-malig gewaschen
(zweimal 10 min mit TBS und 0,5 % Triton, dann 10 min mit einer Lésung aus
Tris/HCI (100 mM, pH-Wert 9,5), MgCl, (5 mM) und NaCl (10 mM).

Die Entwicklung der PVDF-Membranen fand in stark abgedunkelter Umgebung bei
Raumtemperatur mit einem Substratpuffer statt, dem BCIP zugesetzt war, welches
durch die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (AP) des Zweit-Antikérpers in ein
violettes Prazipitat umgesetzt wird (Puffer und Antikérperlésungen s. Material 2.2.3).
Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Membranen in destilliertes Wasser
tberfihrt und nach 10 min Wasserung auf Filterpapieren an der Luft getrocknet.
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3.4.5 Auswertung

Gesamt p38 MAPK und phosphorylierte p38 MAPK wurden densitometrisch
quantifiziert. Die statistischen Ergebnisse wurden als Verhéltnis zwischen der
aktivierten phosphorylieten Form der p38 MAP-Kinase gegeniber der gesamt

p38 MAP-Kinase in Prozent dargestellt.

3.5 Statistik

Ergebnisse der Daten wurden als Mittelwerte £t SEM von n verschiedenen
Experimenten wiedergegeben.

Statistische Vergleiche wurden durch einfache Varianzanalyse (One way Anova)
unter Nutzung des Student-Newman-Keuls-Tests flr post-hoc Analysen
durchgefihrt. Unterschiede mit p<0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Veranderungen der Kationenhomoostase und der Zelllange unter
simulierter Ischamie (Anoxie) und Reperfusion (Reoxygenation) im Modell
adulter Kardiomyozyten

4.1.1 ATP-Abbau und Rigorkontrakturentwicklung wahrend Anoxie

Um die pathophysiologischen Situationen von Ischamie und Reperfusion zu
simulieren, wurden die isolierten Kardiomyozyten erst mit Anoxielésung (pH 6,4) und
dann mit Reoxygenationslésung (pH 7,4) perfundiert (s. Methoden 3.4.1). Unter
Anoxie entwickeln die Zellen bei abnehmendem ATP-Gehalt nach 10-20 min eine
Rigorkontraktur, wobei sie sich auf 70 % ihrer Ausgangslange verkirzen. Wie in
Abb. 2 gezeigt, geht der ATP-Abbau der Rigorentwicklung unmittelbar voraus
(Sigmund et al., 1990). Als Indikator fiir den ATP-Abbau wird hier die Anderung der
freien Mg®*-Konzentration mithilfe des Fluoreszenzindikators Mg-Fura angewandt, da
das zytosolische ATP an Mg?* gebunden ist und es beim ATP-Abbau zur Freisetzung

von Mg®* kommt (Budinger et. al., 1998).
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Abbildung 2: Verdnderung der Mg®*-Konzentration (Mg-Fura-Ratio) und Zellldnge wahrend
Anoxie (exemplarischer Verlauf)
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4.1.2 Zytosolische pH-Wert Anderung

Da unter Anoxie die intrazelluldaren Vorrate an ATP und Kreatinphophat schnell
aufgebraucht sind, weicht der Energiestoffwechsel der Zelle auf anaerobe Glykolyse
aus. Hierbei entsteht Milchsdure, die zu Laktat und H* dissoziiert und zu einer
intrazellularen Azidose flihrt. Der unter normoxischen Verhaltnissen vorherrschende
intrazellulare pH-Wert von 7,12 £ 0,04 fallt unter Anoxie rasch ab, sodass nach
60 min ein pH von 6,42 + 0,04 vorliegt. Unter Reoxygenation und steigendem
Energiegehalt erreichen die Kardiomyozyten innerhalo von ca. 15 min wieder
anndhrend ihren normoxischen pH-Wert. Abb. 3 zeigt den zeitlichen Verlauf des
pH-Wertes wahrend Anoxie und Reoxygenation.
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Abbildung 3: Zytosolische pH-Wert Anderung wahrend Anoxie und Reoxygenation
(exemplarischer Verlauf)

4.1.3 Veranderung des zytosolischen Kalziums und der Zelllange

Nach dem Rigoreintritt (s. Abb. 4 Mitte) unter Anoxie kommt es in den Zellen zu einer
intrazellularen Ca?*-Uberladung (s. Abb. 5). Hierbei steigt die Fura-2-Ratio auf Werte
von 4,10+0,20 was einer Ca®*-Konzentration von 1,88 +0,05puM entspricht.
Waéhrend der Reoxygenation entwickeln die Kardiomyozyten eine Hyperkontraktur
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(Verklrzung der Zellen auf 30 % ihrer Ausgangslange, s. Abb. 4 rechts) und die
Fura-2-Ratio und die Ca?*-Konzentration fallt wieder auf Initialniveau ab (s. Abb. 5).

Normoxie Anoxie Reoxygenation

Abbildung 4: Fura-2 beladene Kardiomyozyten unter basalen Bedingungen (links), unter
Anoxie (mitte) und am Ende der Reoxygenation (rechts). Die Farbkodierung drickt die
zytosolische Kalziumkonzentration aus. Grin entspricht hierbei einem physiologischen
Kalziumgehalt, rot einer Kalziumuberladung
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Abbildung 5: Exemplarischer Verlauf der Fura-2-Ratio und der Zelllange in 60-mindtiger
Anoxie und folgender Reoxygenation. Fura-2-Ratio (—), Zelllange (*—-¢)

Die Erholung der zytosolischen Ca®*-Kontrolle in der Reoxygenation lasst sich in
3 Phasen einteilen, deren pathophysiologischen Ursachen schon zuvor erlautert
wurden. Zunéchst kommt es zu einer schnellen Abnahme der Ca®*-Konzentration,

danach zum Auftreten von Ca?*-Oszillationen, und schlieBlich zu einem weiteren



34

Absinken der Ca®*-Konzentration, sodass nach 10-15 min normoxische Werte
erreicht werden (s. Abb. 6).

Phase 1 Phase 2 Phase 3
\ I I ]

Fura-2-Ratio (a.u.)
N
Zelllange (% der Ausgangslange)

0 5 10 15
Reoxygenation (min)

Abbildung 6: Exemplarischer Verlauf von Zelllange (o---o) und Fura-2-Ratio (—) in
Reoxygenation

4.2 P38 MAPK-Phosphorylierung wahrend Anoxie und Reoxygenation und
deren Beeinflussung durch SB 202190 und N-Acetylzystein in der
Reoxygenationsphase

Zunachst wurde der Aktivierungsstatus der p38 MAPK in Anoxie und Reoxygenation
analysiert. Hierzu wurde die p38 MAPK-Phosphorylierung als Ausdruck ihrer
Aktivierung im Western-Blot-Verfahren bestimmt. Diese wurde an verschiedenen
Zeitpunkten wahrend Anoxie und Reoxygenation bestimmt. Es wurden spezifische

80 und Tyr'® doppelt phosphorylierte p38 MAPK

Antikdrper gegen die an Thr
eingesetzt. Unter Anoxie kommt es zu einem stetigen Ansteigen des
Phosphorylierungsgrades beginnend bei 5 min und einem Maximum bei 30 min
Anoxie. In den ersten 5 min der Reoxygenation kommt es zu einem weiteren

Ansteigen, jedoch nimmt dieser nach 10 min dann wieder ab (s. Abb. 7).
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Abbildung 7: p38 MAPK-Phosphorylierung in Anoxie und Reoxygenation. Oben ist ein
exemplarischer Blot dargestellt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM (n=5
Western Blots; *p < 0.05 versus Kontrolle)

Als weiterer Punkt wurde analysiert, ob es Mdglichkeiten einer Hemmung der
p38 MAPK in der Reoxygenation gibt. Der spezifische Inhibitor der p38 MAPK SB
202190 wurde dem Reoxygenationsmedium zugesetzt. Hierbei wurde festgestellt,
dass es zu einer signifikanten Hemmung in der frihen Reoxygenationsphase kommt
(s. Abb. 8). Diese Hemmung ist bei einer Konzentration von 5 ymol am deutlichsten
und kann durch héhere Konzentrationen nicht gesteigert werden. Da gezeigt wurde,
dass es durch Sauerstoffradikale zu einer Aktivierung der p38 MAPK kommt (Andre
Kulisz et al., 2002; Clerk et al., 1998), war von Interesse, ob durch Zugabe des
Radikalfangers N-Acetylzystein (N-ACC) es auch zu einer Hemmung der
p38 MAPK-Phosphorylierung kommt. Auch hierdurch kann eine signifikante
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Hemmung des Phosphorylierungsgrades in der frihen Reoxygenationsphase
erreicht werden (s. Abb. 8).
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Abbildung 8: P38 MAPK-Phosphorylierung unter Kontrollbedingungen, unter Zugabe von SB
202190 (5 uM) oder N-ACC (0,5 mM). Oben ist ein exemplarischer Blot dargestellt. Daten
dargestellt als Mittelwerte + SEM (n=5 Western Blots; *p < 0.05 versus Kontrolle, #p < 0.05

versus 5 min Reox)
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4.3 Einfluss des p38-Inhibitors SB 202190 und des Sauerstoffradikal-Féngers
N-Acetylzystein auf die reoxygenationsinduzierte Hyperkontraktur, die

zytosolische Kalzium-Homoéostase und den pH-Wert

4.3.1 Beeinflussung der reoxygenationsinduzierten Hyperkontraktur

In den vorherigen Messungen konnte bestatigt werden, dass die p38 MAPK in der
Reoxygenation aktiviert ist. Im Folgenden wurde der Einfluss von SB 202190 und
N-Acetylzystein auf die reoxygenationsinduzierte Hyperkontraktur geprift. Abb. 9
zeigt den Verlauf der Zellverkiirzung wahrend der Reoxygenationsphase. Die unter
Kontrollbedingungen auftretende massive Hyperkontraktur kann durch Zugabe von
SB 202190 in der Reoxygenation nahezu véllig aufgehoben werden. Zu einer
schwéacheren, jedoch auch signifikanten Reduktion des Hyperkontrakturgrades

kommt es durch Zugabe von N-Acetylzystein.
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Abbildung 9: Zellverkirzung wahrend der Reoxygenation unter Kontrollbedingungen, in
Gegenwart von SB 202190 (5 uM) oder N-ACC (0,5 mM). Die Daten sind dargestellt als
Mittelwerte £ SEM (n=60; *p < 0.05 versus Kontrolle)
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4.3.2 Beeinflussung des zytosolischen Kalzium-Verlaufs in der Reoxygenation

Um festzustellen, ob die Hyperkontrakturhemmung in der Veranderung der
Kalziumhomdostase begrindet liegt, wurde die Kalziumkonzentration in der
Reoxygenationsphase bestimmt. Es zeigen sich unter Kontrollbedingungen, unter
Anwesenheit von SB 202190 und unter N-Acetylzystein keine signifikanten
Unterschiede in der Erholungskinetik. Nach 10 min Reoxygenation werden
Kalziumwerte wie vor Anoxie erreicht. In Abb. 10 ist die Kalzium-Erholungskinetik in

der Reoxygenation dargestellt.

—e— Kontrolle
—a— N-ACC
—o— SB 202190

Fura-2 Ratio (a.u.)
w

O 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10
Reoxygenation (min)

Abbildung 10: Zytosolische Kalziumerholung wéahrend der Reoxygenation unter
Kontrollbedingungen, in Anwesenheit von SB 202190 (5 uM) oder N-ACC (0,5 mM). Daten
sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM (n=60)
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4.3.3 Beeinflussung der Oszillationsfrequenz

Da die Oszillationen in der Reoxygenation zur Hyperkontraktur fihren, kénnte der
Grund flr eine Reduktion der Hyperkontraktur in einer Abnahme der Oszillationen zu
suchen sein. Daher wurde untersucht, ob sich ihre Frequenz unter SB 202190 oder
N-Acetylzystein verandert. In Anwesenheit von SB 202190 und auch N-Acetylzystein
wurde eine signifikante Reduktion der Oszillationsfrequenz in der frihen
Reoxygenation beobachtet (Abb. 11).
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Abbildung 11: zeigt die Oszillationsfrequenz (min”') wahrend der friihen Reoxygenation bei
4 min unter Kontrollbedingungen, unter Anwesenheit von SB 202190 (5 yM) oder N-
Acetylzystein (0,5 mM). Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM (n=60;"p < 0.05 versus
Kontrolle)
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In Abb. 12 sieht man an einem exemplarischen Verlauf das véllige Ausbleiben von
Oszillationen in der Reoxygenationsphase in Anwesenheit von SB 202190
gegentber Kontrolle.
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Abbildung 12: Exemplarischer Verlauf der Fura-2-Ratio von SB 202190 gegenuber Kontrolle
in der Reoxygenationsphase
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4.3.4. Beeinflussung der zytosolischen pH-Erholung durch SB 202190

Unter normoxischer Perfusion liegt der pH-Wert bei 7,12 £ 0,04 (n=12), um dann in
der Anoxiephase auf pH®6,40+0,03 (n=12) abzufallen. Nach ca. 15 min
Reoxygenation erreichen die Zellen dann wieder ihren praanoxischen pH-Wert. Um
zu Uberprifen, ob SB 202190 seine protektive Wirkung auf den Hyperkontrakturgrad
Uber den Mechanismus einer verzégerten pH-Erholung entfaltet, wurden die
pH-Werte in der Reoxygenationsphase gemessen. Abb. 13 zeigt, dass SB 202190
den Verlauf des pH-Wertes wahrend der Reoxygenation nicht beeinflusst.
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Abbildung 13: zeigt den Verlauf des zytosolischen pH-Wertes wahrend der Reoxygenation
unter Kontrollbedingungen und in Anwesenheit von SB 202190 (5 uM). Daten sind
dargestellt als Mittelwerte + SEM (n=12, von 4 verschiedenen Rattenherzen an 4
verschiedenen Tagen).
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5 Diskussion

5.1 Mechanismus der Interaktion von p38 MAPK und reoxygenationsinduzierter

Hyperkontraktur unter Ischamie und Reperfusion

Das zentrale Ziel dieser Arbeit war zu untersuchen, auf welche Weise eine
Hemmung der p38 MAPK in der frihen Reperfusionsphase gegen die
reoxygenationsinduzierte Hyperkontraktur schitzen kann. Bei der Hyperkontraktur
handelt es sich um das zellulare Korrelat des akuten myokardialen
Reperfusionsschadens, der in der Akutphase der Reperfusion den wichtigsten
Mechanismus der Myokardschadigung darstellt. Er entsteht durch das gleichzeitige
Auftreten von hohen Kalziumspiegeln und einer Reenergetisierung der
Myokardzellen Gber eine Uberschiessende Aktivierung des Kontraktionsapparates.

Diese Studie demonstriert, dass es tatsachlich zu einer p38 MAPK-Aktivierung unter
simulierter Ischamie kommt, die in den ersten 5 min der Reperfusionsphase noch
weiter zunimmt. Durch eine Hemmung dieser p38 MAPK-Aktivitat in der friihen
Reperfusionssphase konnte das AusmafB der Hyperkontraktur der Kardiomyozyten
stark vermindert werden.

Es stellt sich nun die Frage, auf welchem zelluldren Mechanismus diese Protektion

gegen den myokardialen Reperfusionsschaden beruht.

1. Es kdnnte eine beschleunigte Ca®*-Elimination aus dem Zytosol vorliegen.
Abdallah et al. (2005) haben festgestellt, dass eine Beschleunigung der
Ca®-Elimination (ber das Sarkolemm gegen den akuten myokardialen
Reperfusionsschaden bzw. die Hyperkontraktur schitzt. Die hier vorgestellten
Ergebnisse zur zytosolischen Ca®*-Erholung (Abb.4.3.2.1) zeigen, dass es zu keiner
schnelleren Ca?*-Elimination in der Reperfusionsphase kam, wenn die p38 MAPK
gehemmt wurde. Eine Verminderung der Hyperkontraktur durch eine beschleunigte

Ca**-Elimination wurde somit ausgeschlossen.

2. Die protektive Wirkung einer p38 MAPK-Hemmung koénnte durch eine
Abnahme der Oszillationsfrequenz hervorgerufen werden. Nach dem ersten initialen
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Ca?*-Abfall unter simulierter Reperfusion treten Ca®*-Oszillationen auf, die durch eine
zyklische Verschiebung von Ca®* zwischen Sarkoplasmatischem Retikulum (SR) und
Zytosol hervorgerufen werden (Sigmund et al., 1992; Piper et al., 1993). Durch die
unter  den Ca**-Oszillationen auftretenden, zeitweise ~ sehr  hohen
Kalziumkonzentrationen und der (gleichzeitig wiederkehrenden zellularen
Reenergetisierung kommt es Uber eine UberschieBende Kontraktion der Myofibrillen
zur Hyperkontraktur, d.h. einer Zelllangenabnahme auf ca. 30 % der Initiallange
(Ladilov et al., 1999; Siegmund et al., 1990). Die Oszillationen von zytosolischem
Ca?* finden zeitgleich mit der Hyperkontrakturentwicklung statt. Durch Unterdriickung
der Oszillationen kann die Hyperkontraktur der Kardiomyozyten verhindert werden
(Sigmund et al., 1997). Unter Hemmung der p38 MAPK in der Reperfusionsphase
waren die Oszillationen, die unter Kontrollbedingungen bei 4 min ihr Maximum
haben, aufgehoben. Dies weist darauf hin, dass die p38 MAPK-Hemmung gegen die
Hyperkontraktur schiitzt, weil hierdurch die Ca?*-Oszillationen unterdriickt werden.

Fir die Reduktion der Ca®*-Oszillationen sind mehrere mechanistische Erklarungen
denkbar.

1. Méglich ware eine Modifikation der Ca?*-freisetzenden (Ryanodinrezeptor) oder
der Ca®‘-aufnehmenden Mechanismen (Ca®**-ATPase) des SR (ber eine
Beeinflussung der Aktivitdt der zytoplasmatischen Phospholipase A, (PLA)).
P38 MAPK-Aktivierung fuhrt Gber Aktivierung von Phospholipase A, zur Freisetzung
von freien Fettsduren u. a. Arachidonsdure, was eine Verstarkung des Ca?*-Cyclings
zwischen SR und Zytotoplasma bewirken kann (Lawrence et al., 2003). Inhibition der
p38 MAPK senkt (iber Hemmung dieses Aktivierungsweges das Ca®**-Cycling
zwischen SR und Zytoplasma (Magne et al., 2001).

2. Denkbar ist auch eine Hemmung des Ryanodinrezeptors, bei dessen Hemmung
die Oszillationen ausbleiben (Sigmund et al., 1997), zumal gezeigt werden konnte,
dass Arachidonsaure in Herzmuskelzellen zu gesteigerter Ca®*-Freisetzung tber den
Ryanodinrezeptor fihrt (Damron et al., 1993; Dettbarn et al., 1993; El-Hayek et al.,
1993). Eine Hemmung des oben beschriebenen Aktivierungsweges (p38 MAPK>
PLA,) kénnte also eine Ca®*-Freisetzung lber den Ryanodinrezeptor, und somit die
Oszillationen, reduzieren.

FOr diese Hypothesen spricht auch, dass in vivo protektive Effekte auf

Herzinfarkigrosse durch Behandlung mit PLAx-Inhibitoren festgestellt wurden
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(Lawrence et al., 2003). Um einen genauen mechanistischen Ansatz zu identifizieren

sind jedoch noch weitere Studien nétig.

3. Der protektive Effekt durch Hemmung der p38 MAPK kénnte auch durch eine
verzdgerte pH-Erholung in der Reperfusion hervorgerufen werden. Es konnte gezeigt
werden, dass eine verzdgerte pH-Erholung in Phase 2 der Ca*-Erholung die
Kalziumoszillationen und die Hyperkontraktur signifikant reduziert (Schafer et al.,
2000; Ladilov et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit ist jedoch gezeigt, dass in der
Reperfusion kein Unterschied beziglich des pH-Wertes gegentiber Kontrolle unter
dem Einfluss einer p38 MAPK-Hemmung auftritt.

Es stellt sich die Frage, wodurch die p38 MAPK in Ischamie/Reperfusion aktiviert
wird. Man weiB, dass die p38 MAPK durch ROS (reactive oxygen species) aktiviert
wird (Clerk et al., 1998; Andre Kulisz et al., 2002) und ROS in Hypoxie (Duranteau et
al., 1998) und noch in gréoBerem AusmaB in der Reoxygenation gebildet werden
(Terry et al., 1997). Auch konnte demonstriert werden, dass die Aktivierung der
p38 MAPK durch den Einsatz von Radikalfangern, sowohl in Hypoxie, als auch in
Reoxygenation unterdriickt werden kann (Clerk et al., 1998; Andre Kulisz et al.,
2002). Auch im experimentellen Modell dieser Arbeit wurde untersucht, ob die
p38 MAPK-Phosphorylierung durch Hemmung von ROS supprimiert werden kann,
und ob diese Hemmung einen protektiven Einfluss auf den frihen myokardialen
Reperfusionsschaden hat. Es zeigte sich, dass die p38 MAPK-Aktivierung in der
frihen Reperfusionsphase durch den Radikalfanger N-Acetylzystein inhibiert wird. Es
wurde auch gefunden, dass bei Gabe von N-Acetylzystein die
reoxygenationsinduzierten Oszillationen des zytosolischen Kalziums signifikant
gesenkt sind. Auch die Hyperkontraktur war in Gegenwart von N-Acetylzystein
deutlich vermindert. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass ROS ein
Upstream-Signal der p38 MAPK in der reoxygenierten Myokardzelle darstellen und
daher als Trigger fir die durch p38 MAPK induzierten Ca?"-Oszillationen in der

Reperfusionsphase fungieren.

Die gefundenen Ergebnisse kénnten Befunde aus verschiedenen friheren Studien
an intakten Herzen erklaren, die gezeigt haben, dass eine Hemmung der p38 MAPK
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in Ischamie und Reperfusion (Barancik et al.2000), oder auch nur in Reperfusion (Xin
L. Ma et al., 1999) die Nekroseareale verkleinert.

Auch durch Hemmung von ROS in Ischamie konnten kardioprotektive Effekte an
in-vivo-Modellen gezeigt werden, z.B. mit SOD (Superoxide dismutase) (Werns et al.,
1985), mit SOD kombiniert mit Katalase (Jolly et al., 1984), mit MPG
(2-Mercaptoproprionylglycine) + 1,10 Phenantroline (Terry et al., 1997) oder mit N-
Acetylzystein (Fischer et al.,, 2003; Alberola et al., 1991), in anderen, dass
Radikalfanger sogar nur in der Reperfusion eingesetzt zu einem Schutz der Zelle
fihren (Jolly et al., 1984, Ambrosio et al., 1987). Nach den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit am zellularen Modell von Ischamie-Reperfusion kann vermutet
werden, dass ein Teil des protektiven Effektes einer antioxidativen Therapie des
ischamisch-reperfundierten Herzens auf Unterdrickung des
ROS-p38 MAPK-Signalweges beruht.

Es muss aber auch angemerkt werden, dass in einigen Studien kein signifikanter
Unterschied gegentiber der Kontrollgruppe bei Gabe von SOD in der Ischamie und
Reperfusionsphase (Uraizee et al., 1987) oder nur in der Reperfusionsphase
(Gallagher et al., 1986; Przyklenk et al.,, 1989) festgestellt wurde. Flr diese
Diskrepanz sind verschiedene Grinde denkbar. Zum einen ist die Hemmung von
Radikalbildung bei unterschiedlichen antioxidativen Interventionen intrazellular sehr
unterschiedlich. Zum anderen sind auch Bedingungen denkbar, bei denen der zuvor
beschriebene Mechanismus einen geringen Einfluss hat. Uber diesen Mechanismus
werden, wie oben diskutiert, die Ca®"-Oszillationen in einer Ca**-iiberladenen
Herzzelle moduliert. Bei sehr hohen zytosolischen Ca®*-Spiegeln treten aber
vermutlich starke Ca**-Oszillationen auch ohne den modulierenden Einfluss von
ROS und p38 MAPK auf.

5.2 Schlussfolgerung

Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass eine Hemmung der p38 MAPK in der
Reperfusionsphase den myokardialen Reperfusionsschaden zu unterdriicken
vermag. Dies lasst die Hemmung der p38 MAPK als Therapie zur Protektion gegen

den myokardialen Reperfusionsschaden vielversprechend erscheinen.
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6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Hauptbefunde unserer Studie zeigen, dass

1)

die p38 MAPK-Aktivierung unter Ischamie- und Reperfusionsbedingungen in
Herzmuskelzellen stattfindet.

Hemmung der p38 MAPK die Hyperkontraktur in der frihen
Reperfusionsphase signifikant reduziert.

die Abnahme der Hyperkontraktur in  der Reperfusion bei
p38 MAPK-Hemmung auf eine  Verdnderung der  zytosolischen
Ca?*-Homdostase, speziell der Unterdriickung der Ca?*-Oszillationen,

zurickzufuhren ist.

ROS in der frihen Reperfusionsphase ein Upstream-Signal der p38 MAPK
darstellen.
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7 Summary

Our principal findings show, that

1) ischemia and reperfusion cause activation of p38 MAPK in cardiomyocytes.

2) inhibition of p38 MAPK reduces reperfusion-induced hypercontracture in the first

few minutes of reperfusion.

3) reduction of hypercontracture in reperfusion is caused by alteration of

Ca?*-homeostasis, specifically by depression of Ca**-oscillations.

4) reactive oxygen species are an upstream-Signal of p38 MAPK in the first few

minutes of reperfusion.
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