
Das myokardiale Reperfusionssyndrom unter dem 
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chung funktioneller und mitochondrialer Parameter am 
Modell des isoliert perfundierten Kaninchenherzen 
nach Langendorff. 
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1 Einleitung 
Ischämische Herzerkrankungen, wie der Myokardinfarkt oder die 

Angina pectoris, stellen ein Haupt-Gesundheitsproblem in der 

westlichen Welt dar. In den letzten drei Jahrzehnten konnte durch 

den beträchtlichen Fortschritt auf den Gebieten der Prävention, der 

Pathogenese und der Therapie die Mortalität merklich gesenkt 

werden (von circa 65% auf etwa 35%) (66). 

Verschiedene Risikofaktoren, wie Hypercholesterinämie, Nikotin-

konsum, Hypertension oder Diabetes mellitus gelten als gesichert, 

das Auftreten von ischämischen Herzkrankheiten zu fördern als 

Konsequenz der Bildung von arteriosklerotischen Plaques und/oder 

Thrombosen in dem koronararteriellen Stromgebiet und der Ent-

wicklung von Koronarspasmen. In der Folge kommt es zur Minder-

perfusion des betroffenen Myokardareals mit konsekutiver kontrak-

tiler Dysfunktion und Arrhythmieneigung durch die Zerrüttung des 

zellulären Metabolismus´ und der zellulären Integrität. Die Ischä-

mie führt zu einem Mangel an energiereichen Phosphaten, gestei-

gerter anaerober Glykolyse mit Laktatbildung und Azidose, intra-

zellulärer Natrium- und Kalziumüberladung, Strukturänderung von 

Zellorganellen, elektromechanischer Entkopplung, Membran-

schädigungen und schließlich zum Zelltod (40, 41). 

Von entscheidender Bedeutung für den Patienten ist die frühest-

mögliche Revaskularisation des betroffenen Myokardareals durch 

moderne Therapiemodalitäten, wie beispielsweise aortokoronare 

Bypassoperationen, diverse Thrombolyseverfahren, perkutane 

transluminale Koronarangioplastie (PTCA), intrakoronare Stent-

einlage u.ä., wobei jedoch selbst bei reversibel geschädigtem Myo-
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kard durch rasche Interventionen nicht regelmäßig eine initiale 

Verbesserung der kontraktilen myokardialen Funktion erreicht wird 

(77). Überdies hinaus kann durch die Reperfusion an sich ein, von 

dem eigentlichen Ischämieschaden abzutrennender, zusätzlicher 

Schaden an den zellulären und subzellulären Strukturen bewirkt 

werden (85). Die zugrundeliegenden pathophysiologischen Mecha-

nismen und deren bisheriger Stand sollen im folgenden einzeln 

dargestellt werden.  

1.1 Myokardiale Ischämie 

Metabolische Veränderungen 

Das Myokard bezieht unter normalen aeroben Bedingungen seine 

Energie überwiegend aus der mitochondrialen Oxidation von Ace-

tyl-CoA, welches beim Abbau der Fettsäuren durch β-Oxidation, 

als auch beim Abbau der Kohlenhydrate durch oxidative Decar-

boxylierung von Pyruvat entsteht; vorwiegende Substrate hierfür 

sind freie Fettsäuren (zu etwa 50-60%), Glucose (zu etwa 30%) 

und Laktat (20%) (60). 

Bei ischämischen Ereignissen (z. B. Myokardinfarkt, Herzkatheter-

untersuchung, Operationen unter extrakorporaler Zirkulation) 

kommt es durch die Unterbrechung der Blutzufuhr zum absoluten 

Sauerstoffmangel mit der Folge des Erliegens des aeroben Stoff-

wechsels (oxidative Phosphorylierung, β-Oxidation) und zur Sti-

mulation der anaeroben Glycolyse. Hierbei wird die Kapazität, en-

ergiereiche Phosphate in Form von ATP und Kreatinphosphat zu 

bilden, drastisch vermindert (nur 3 Mol ATP / Mol Glucose vs. 38 

Mol bei oxidativem Metabolismus), so dass es rasch zur Erschöpf-

ung der ATP-Speicher kommt mit konsekutivem Sistieren der me-
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chanischen Kontraktionen und dem intrazellulären Anhäufen saurer 

Metaboliten (99). Hauptsächlich jedoch führen die durch die Lak-

tatproduktion der anaeroben Glykolyse und die Hydrolyse von 

ATP entstehenden Protonen zur intra- und extrazellulären Azidose 

(94), welche wiederum negative Auswirkungen auf die Membran-

leitfähigkeit, auf metabolische Funktionen und sowohl auf die Kal-

ziumhomöostase als auch auf die Kalziumansprechbarkeit der 

Myofilamente hat (15, 38, 60). 

Abbildung 1-1: Übersicht über den Glucosestoffwechsel der Herzmuskelzelle, 
mit Darstellung der für das Ischämie-Reperfusionssyndrom wichtigen Ionen-
kanäle (60). 
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Elektromechanische Veränderungen  

Mit der Erschöpfung der zellulären Energieproduktion werden 

ATP-abhängige Ionenkanäle, insbesondere die sarkolemmale Na+-

K+-ATPase und die Ca2+-ATPase des sarkoplasmatischen Retiku-

lums (SR-Ca2+-ATPase) insuffizient (45), mit dem Effekt des ver-

minderten Membranpotentials (durch Kaliumaustritt), mitochon-

drialer Kalziumeinlagerung (protonen-getriebener Kalziumefflux 

sistiert) und zytosolischer Natrium- und Kalziumanhäufung. Die 

intrazelluläre Azidose führt über den Na+-H+-Austauschcarrier 

(NHE1) zu einem zusätzlichen Natriumeinstrom (siehe Abbildung 

1-1), der während der Ischämie nur gering an dem sogenannten 

Kalzium-„Overload“ via Na+-Ca2+-Austauschcarrier beteiligt ist 

(32, 71). Für erhöhte intrazelluläre Kalziumkonzentrationen wer-

den für adulte Cardiomyozyten im wesentlichen folgende Effekte 

beschrieben: 

• Aktivierung zahlreicher Enzyme, wie Proteinkinasen, Oxid-

asen, Phospholipasen, lysosomale und zytosolische Proteasen 

(z. B. Calpain), was zu ultrastrukturellen Schäden führt, sowie 

zur Produktion freier Radikale (ROS) 

• Akkumulation von Kalziumphosphat in der Mitochondrienma-

trix führt zur Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung  

• Aktivierung Ca2+-abhängiger ATPasen, mit der Folge erhöh-

ten ATP-Verbrauchs als Ursache kontraktiler Dysfunktion  

• Auftreten von postischämischen Kontrakturen und Arrhyth-

mien 

• Präzipitationen in Myofilamenten mit Bildung von  

“contraction bands” 
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Laut R.B. Jennings und C. Steenberger liegt die intrazelluläre Kon-

zentration des Kalziums während noch reversibler Ischämiephasen 

im mikromolaren, während irreversibler Ischämien jedoch im milli-

molaren Bereich (42). Die Frage, ob die Kalziumüberladung ein 

sekundäres Phänomen oder letztendlich der auslösende Grund des 

letalen Ischämie-Reperfusions-Schadens ist, bleibt ungeklärt.  

Als Konsequenz des ATP-Mangels, der Formation von Sauerstoff-

radikalen, dem Verlust der Ionenhomöostase und der Akkumula-

tion intrazellulärer, osmotisch wirksamer Substanzen sowie der 

Aktivierung membranschädigender Enzymkaskaden kommt es un-

ausweichlich zu Zell- und Mitochondrienschwellung und nach ent-

sprechend schweren Ischämien sequentiell zu Membranrupturen, 

welche einen irreversiblen Zellschaden definieren. (26, 33, 40, 41, 

98) 

Strukturelle und ultrastrukturelle Veränderungen 

Graduelle histologische Unterschiede zwischen schwerer rever-

sibler und irreversibler ischämischer Schädigung der Myozyten las-

sen sich anhand elektronenmikroskopischer Untersuchungen fest-

stellen. Betroffene, reversibel geschädigte Zellen zeigen hier eine 

Schwellung der Mitochondrien, Aufhellung der Matrixgranula, 

Cristaeveränderungen, Zell- und Zellkernödem sowie periphere nu-

kleäre Chromatinaggregationen.  

Zeichen der irreversiblen Schädigung sind zusätzlich zu den ge-

nannten: Bildung von amorphen mitochondrialen Matrixablager-

ungen („flocculent densities“: Kalziumphosphat), Fragmentation 

der Cristae, Myofibrillenüberdehnung („hypercontractions“), Auf-

lösung des sarkoplasmatischen Retikulums sowie sarkolemmale 

und mitochondriale Membranrupturen (36, 42). 
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Die bestimmende Determinante der Reversibilität eines ischä-

mischen Insultes schließt zwangsläufig die Ischämiedauer mit ein, 

jedoch nicht ausschließlich. Ebenso mitbestimmende Faktoren sind 

hauptsächlich: 1.) Kollateralgefäßbildung, 2.) Grunderkrankungen, 

wie Diabetes mellitus oder kardiale Hypertrophie, 3.) Gewebs-

temperatur und Stoffwechselrate, 4.) individuelle metabolische Re-

aktion auf die Ischämie, 5.) Ernährungs- und Hormonstatus, 6.) vo-

rausgegangene Ischämien, 7.) Medikamente und 8.) Alter, Ge-

schlecht und Spezies (35). Inwiefern der Reperfusionsschaden ei-

nen quantitativen und qualitativen Anteil hat und sich modifizieren 

lässt, ist Gegenstand aktueller Forschung. 

1.2 Reperfusionssyndrom 

Während die Wiederherstellung der koronaren Durchblutung nach 

einem ischämischen Ereignis essentiell notwendig ist, um die wei-

ter fortschreitende ischämische Destruktion zu stoppen, kann durch 

die Reperfusion selbst, über eine Reihe von intra- und extrazellulä-

ren pathophysiologischen Vorgängen, ein zusätzlicher Schaden an 

den durch die Ischämiephase potentiell reversibel lädierten und 

somit potentiell überlebensfähigen Kardiomyozyten bewirkt wer-

den, bis hin zur Gewebsnekrose (durch Zellödem und folgende 

Membranruptur) und zur Apoptoseinduktion (27). Je nach Dauer 

der vorausgegangenen Ischämiephase kann dieser Reperfusions-

schaden („reperfusion injury“) von reversibler oder irreversibler 

Natur sein, wobei dessen Schwere direkt proportional mit der     

Ischämiezeit korreliert (11, 46). 

Die prolongierte mechanische Dysfunktion, die nach einer einzigen 

oder nach mehreren, aufeinanderfolgenden kurzen Ischämie-
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perioden trotz Wiederherstellung eines normalen oder fast norma-

len Koronarflusses und Abwesenheit morphologischer Schäden für 

Stunden bis wenige Tage auftritt („myocardial stunning“) sowie 

postischämische ventrikuläre Arrhythmien sind typische Erschei-

nungsformen des reversiblen Reperfusionsschadens . 

Mit der Wiederherstellung der Perfusion im betroffenen Areal 

kommt es durch die Bereitstellung der erforderlichen Substrate zur 

langsamen Wiederaufnahme des aeroben Zellstoffwechsels; me-

chanische Aktivitäten stellen sich wieder ein, ATP-Speicher füllen 

sich, ATP-abhängige Enzyme und Membranproteine werden reak-

tiviert. Die rasche interstitielle Elimination der in der Ischämie-

periode angefallenen osmotischen Substanzen spielt eine große 

Rolle insofern, dass durch die Reperfusion im Extrazellulärraum 

relativ schnell wieder physiologische Zustände eintreten, hingegen 

die Zellmembranen nicht so schnell in der Lage sind, die intra-

zellulären Metaboliten, insbesonders hohe Konzentrationen an Na-

trium, Kalzium, Laktat und Protonen, auszuschleusen. Das hier-

durch erzeugte osmotische Gefälle bewirkt eine zusätzliche Zell-

schwellung durch Flüssigkeitseinstrom aus dem Interstitium. 

Gleichzeitig wird durch die pH-regulierenden Mechanismen (via 

NHE1, Na+-HCO3
--Symport, H+-Laktat-Symport, Cl-HCO3--

Austauscher) ein intrazellulärer Einstrom von Natrium begünstigt. 

Dieses gilt neben Membrandefekten als Voraussetzung für den ex-

azerbierten „Kalzium-Overload“ in der Reperfusion, wobei dem 

sarkolemmalen Na+-Ca2+-Austauscher, der über die hohen intrazel-

lulären Na+-Konzentration angetrieben wird, die primär kausale 

Verantwortung hierfür überwiegend zugeschrieben wird (34, 75). 

Shattock et al. wiesen nach, dass während der Ischämie die sarko-
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lemmale Na+-K+-ATPase in den Zellbinnenraum transloziert und 

während der Reperfusion nur insuffizient relokalisiert, somit zur 

transienten Na+-Überladung beiträgt (87).  

Der „Kalziumoverload“ als Ursache des Reperfusionssyndroms ? 

Zusätzlich zu den schon oben erwähnten Folgen steht die zytoso-

lische Ca2+-Überladung im Verdacht, energieverbrauchende trans-

membranöse Kalziumtransporter, wie den Ca2+-H+-Symport an der 

mitochondrialen Innenmembran, zu aktivieren und somit für Kon-

traktionsvorgänge wichtige ATP-Bestände zu verbrauchen (69). 

Daneben existieren zahlreiche Hinweise auf eine übermäßige Akti-

vitätssteigerung kalziumabhängiger Proteasen (wie den Calpainen), 

die zur Proteolyse kontraktiler Filamente oder für den Kontrak-

tionsvorgang wichtiger Proteine (z. B. des Ryanodinrezeptors des 

SR) und ATPasen führen könnten und daher große Bedeutung bzgl. 

des Reperfusionssyndroms einnehmen (11, 37, 53, 63). 

Die Entstehung freier Sauerstoffradikale als Ursache des Reper-

fusionssyndroms ? 

Verschiedene Studien haben in den letzten Jahren durch 1.) den 

direkten Nachweis freier Sauerstoffradikale („reactive oxygen spe-

cies“: ROS, mittels „spin traps“), 2.) die Erzeugung jener mit De-

monstration deren negativer Auswirkungen auf das Myokard und 

3.) den Einsatz kardioprotektiver Antioxidantien kurz nach der   

Ischämie gezeigt, dass die Entstehung der ROS einen wesentlichen 

Anteil an dem frühen Reperfusionsschaden hat (22, 74). So führen 

die durch das freie Elektron hochreaktiven Radikale unter anderem 

zur Peroxidation der sarkolemmalen Phospholipide, zur verminder-

ten Ca2+-Ansprechbarkeit der Myofilamente (durch selektive Thiol-



9 

gruppenoxidation), zur Beeinträchtigung der Ca2+-Aufnahme in das 

sarkoplasmatische Retikulum (durch Hemmung der SR-Ca2+-

ATPase) und zur Hemmung der oxidativen Phosphorylierung so-

wie zur direkten Schädigung zytoskelettaler Proteine (31, 39, 89, 

101, 105, 109). Die beschriebenen Effekte nehmen so wiederum 

Einfluss auf die Ca2+-Homoöstase und auf die elektromechanische 

Kopplung der Herzmuskelzelle. Auch werden Reperfusion-

sarrhythmien auf das schlagartige Entstehen freier Sauerstoffradi-

kale (Hydroxylradikal, Superoxidanion, Singletsauerstoff) in der 

frühen Reperfusionsphase zurückgeführt (16). Die Aktivierung von 

NAD(P)H-Oxidasen,  Xanthinoxidase und Arachidonsäurekaskade, 

die Störung der mitochondrialen Elektronentransportkette, die Bil-

dung von Peroxynitrit aus NO (EDRF), die Autooxidation von Ka-

techolaminen und die Aktivierung von Makrophagen kommen als 

radikalerzeugende Quellen in Frage (11, 74). 

Das Endothel und die inflammatorische Antwort als Ursache des 

Reperfusionssyndroms ? 

Die auf die Ischämie / Reperfusion zurückzuführende mikrovasku-

läre Schädigung bewirkt über die Expression proinflammatorisch-

er, prokoagulatorischer sowie vasokonstriktiver Mediatoren als 

auch über eine gestörte Vasomotion Verhältnisse, welche die   

Wiederherstellung einer normalen koronaren Perfusion behindern. 

Zusätzlich zum endothelialen Ödem und verminderter NO-Frei-

setzung führen Mikrothrombosen, Adhäsion von neutrophilen Gra-

nulozyten und gesteigerter Vasomotorentonus zur Gefäßwider-

standserhöhung, die bis hin zum totalen Sistieren des Koronarflus-

ses reichen kann („no-reflow“-Phänomen) (12). 
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Neben den vaskulären Mechanismen erlangt bei längeren 

(>30 min.) Ischämien die Aktivierung der Komplementkaskade mit 

der Bildung von vasoaktiven und chemotaktischen Anaphyla-

toxinen (C3a, C4a, C5a) und zytotoxischer Membranangriffskom-

plexe (C5b-9, MAC) besondere Bedeutung hinsichtlich des Reper-

fusionsschadens, in deren Folge es zur Myozytolyse, zur Ausschüt-

tung von Zytokinen und proteolytischen Enzymen sowie zur Bil-

dung von freien Sauerstoffradikalen durch aktivierte Makrophagen 

kommt (74). 

Hinsichtlich der großen klinischen Relevanz des Ischämie-Reperfu-

sionssyndroms wurden bis heute zahlreiche Ansätze gefunden, den 

Reperfusionsschaden zu minimieren. So zielen beispielsweise die 

NHE1-Hemmung (durch HOE694, HOE642 oder Amilorid), die 

selektive Ca2+-Kanalhemmung (Ryanodin, R56865) und hypokalz-

ämische, alkalotische Reperfusionslösungen erfolgreich darauf ab, 

den Kalziumoverload und das damit verbundene Auftreten von Ar-

rhythmien, Kontrakturen, „myocardial stunning“ und von Zell-

nekrosen merklich zu verringern (7, 55, 108). 

Durch NO-Synthase-Hemmung (durch L-NAME, AMG), Hem-

mung der Bradykinininaktivierung sowie durch Angiotensin-Con-

verting-Enzyminhibition (Rampiril, Enalapril) konnte das myokar-

diale „stunning“ vermindert werden, wahrscheinlich durch die   

überwiegend vasodilatierenden Eigenschaften des Bradykinins 

bzw. Prostazyklins (90, 93, 111). 

Glykosaminoglykane, wie Heparin und N-Acetylheparin, bewirken 

durch die unspezifische Hemmung der Komplementkaskade eine 
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Hemmung der Granulozytenaktivierung und somit einen Rückgang 

an reperfusionsbedingten Zellschäden (10). 

Substanzen, die in der Lage sind, die Bildung von freien Radikalen 

zu vermindern (SOD, Katalase, MPG, Dimethylthioharnstoff, Des-

ferrioxamin), konnten, wenn sie innerhalb der ersten fünfzehn Mi-

nuten nach Beginn der Reperfusion appliziert wurden, die posti-

schämische kontraktile Dysfunktion und das Auftreten von Ar-

rhythmien signifikant reduzieren (11).  

1.3 Einfluß des Ischämie-Reperfusions-syndroms 

auf die Mitochondrienfunktion 

Mitochondrien nehmen im Herzmuskelgewebe etwa 35% des Zell-

volumens ein und erzeugen über die oxidative Phosphorylierung 

circa 95% des für die Herzarbeit benötigten ATP. Daneben sind sie 

an spezifischen Synthesen (Orotsäure, Phosphatidylethanolamin, 

Harnstoff) und an der aktiven Steuerung der zellulären Ca2+-Homö-

ostase beteiligt (59). Funktionseingeschränkte Mitochondrien sind 

als Ursache zahlreicher Krankheiten des Nervensystems und der 

Skelettmuskulatur bekannt. Hinsichtlich des „myocardial stun-

ning“, einer Form des reversiblen Reperfusionsschadens, existieren 

mehrere Hinweise auf das Vorliegen mitochondrialer Dysfunktio-

nen. So wurden in reversibel geschädigten Kardiomyozyten sowie 

in deren Mitochondrien während der frühen Reperfusionsphase er-

höhte Ca2+-Konzentrationen gemessen, welche wiederum ATP- 

verbrauchende Ca2+-H+-Carrier an der inneren Mitochondrienmem-

bran aktivieren, den Zellenergiebedarf somit erhöhen und in der 

Folge zum Missverhältnis zwischen oxidativer metabolischer Rate 

und mechanischer Funktion („oxygen paradox“) führen (56, 69). 
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Als molekulare Ursache des Reperfusionsschadens gilt derzeit die 

Beteiligung freier Sauerstoffradikale (ROS) als gesichert (24, 25); 

hierdurch könnten auch Bestandteile der Mitochondrien (Atmungs-

kettenenzyme, Membranlipide oder mitochondriale DNA) direkt, 

oder über die Entstehung von Peroxynitrit (ONOO-) geschädigt 

werden und somit zur Funktionsstörung führen. Toyo-oka et al. 

beschrieben synergistisch deletäre Effekte der ROS und des Ca2+-

Overloads auf Enzyme der Atmungskette (105). 

Ferner kommt es durch den ischämischen Zellstress zur Transloka-

tion pro-apoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie, was durch Cyto-

chrom-c-Katalyse (mitochondriales Enzym der Atmungskette) in 

der Aktivierung der Caspasen-Kaskade über den Apoptose activa-

ting factor 1 (AF1) mündet und somit die Apoptose induzieren 

könnte (115). 

Mehrere Studien haben gezeigt, dass Ischämie und Reperfusion zu 

einer erhöhten Aktivität von kalzium-aktivierten Proteasen, soge-

nannter Calpaine, führen, welche Zellnekrosen und die Einleitung 

des programmierten Zelltodes nach sich ziehen können (50).  

Die Tatsache, dass diese aktivierten Proteasen an Schädigungen 

des Zytoskeletts, Zellmembranen und anderen zytoplasmatischen 

Proteinen, wie Rezeptoren oder Carrierproteinen, beteiligt sind 

(siehe Kapitel 1.4), wirft die Frage auf, inwiefern sie negative 

funktionelle und strukturelle Auswirkungen auf Mitochondrien ha-

ben. Da Mitochondrien auch eine große Rolle in der Vermittlung 

des programmierten Zelltodes spielen, wäre es denkbar, mit spezi-

fischen Calpaininhibitoren den Mitochondrienschaden und damit 

eventuell das Ausmaß der Apoptose zu verringern, zusätzlich zu 

den etwaigen, frühen kontraktilen, respektive zellenergetischen 
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Vorteilen, die eine solche Proteasensuppression möglicherweise 

mit sich brächte.  

1.4 Calpain-Calpastatin-System 

Für die intakte Funktion aller zellulären Systeme des Organismus 

sind biosynthetische Prozesse essentiell. Unter kontinuierlich 

wechselnden Bedingungen der Umgebung stellt die adaptive Bio-

synthese von Proteinen und Enzymen sowie der kontrollierte Ab-

bau derer die Basis für die Überlebensfähigkeit einer jeden Zelle 

dar. Adäquate proteolytische Systeme hierfür unterscheiden sich 

funktionell hinsichtlich ihrer Substratspezifität und ihrer Regula- 

tionsmechanismen. In Säugetierzellen wird der Abbau der Proteine 

durch die folgenden drei Systeme vermittelt: 

• Saure lysosomale Proteasen (Cathepsine D, B, L, H) 

• Zytosolischer multikatalytischer Proteasenkomplex  

(Proteasom, Makropain) 

• Kalzium-aktivierte neutrale Proteasen (Calpain-System), 

wovon dem Calpain-System und seinem endogenen Inhibitor Cal-

pastatin in den letzten Jahren wachsendes Interesse zuteilgeworden 

ist, da es offensichtlich in einer Vielzahl physiologischer und     

pathophysiologischer Prozessen in und außerhalb der Zelle invol-

viert ist.  

1.4.1  Struktureller Aufbau der Calpaine 

Alle Proteasen des Calpain-Systems (E.C 3.4.22.17) sind im Allge-

meinen intrazelluläre, zytosolische oder membrangebundene Ca2+-

abhängige Cysteinproteinasen. Bislang sind in Säugetieren mindes-

tens dreizehn Isomere der Calpainfamilie charakterisiert worden 
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(siehe Tabelle 1-1), die aufgrund ihres Vorkommens den ubiquitä-

ren (syn. konventionellen, z. B. µ- und m-Calpain) oder den gewe-

bespezifischen Calpainen (z. B. p94, nCL-1 oder Calpain 3 im Ske-

lettmuskel) zugeordnet werden können (78).  

Die „klassischen“ ubiquitären Calpaine µ- und m-Calpain (syn. 

Calpain 1 und 2) sind sich im inaktiven Zustand makromolekular 

fast identisch: beide Isoformen existieren als Heterodimere, besteh-

end aus einer großen katalytischen (80kDa, L-chain) und einer 

kleinen regulatorischen Untereinheit (30kDa, S-chain), wobei letz-

tere in beiden Enzymen homolog sind (ein Genlocus, CAPN4), und 

die großen Untereinheiten (80kDa) sich nur geringfügig bezüglich 

der Konformität und der Aminosäurensequenz (zu 61% identisch) 

unterscheiden (19, 67). 

Vier Domänen (I-IV) repräsentieren die große 80kDa Untereinheit, 

während die 30kDa Untereinheit aus zwei Domänen (V und VI) 

aufgebaut ist. Hierbei weist Domäne II starke Sequenzhomologien 

zu anderen Cystein-Proteasen, wie Papain oder den Cathepsinen D, 

B, H und L auf und wird als nicht durch Kalzium aktivierbar be-

schrieben. Domäne IV und VI entsprechen calmodulin-ähnlichen 

Domänen mit fünf EF-Motiven und stellen die Ca2+-bindende Ein-

heit des Enzyms dar. In der Abwesenheit von Kalzium sperren sie 

das aktive Zentrum von Domäne II. Der Domäne I wird als Propep-

tid eine auf die katalytische Domäne II inhibitorische Funktion zu-

gesprochen; zusammen mit den Domänen III und V verbindet sie 

die zwei calmodulin-ähnlichen Domänen mit der katalytischen 

Einheit. Röntgenstrukturanalytisch wurde eine große topologische 

Ähnlichkeit der Domäne III mit Untereinheiten von TNF-α und 

sogenannten C2-Domänen festgestellt (78), welche in vielen Prote-
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inen vorkommen, die an intra- und extrazellulären Signalprozessen 

beteiligt sind (Phospholipasen A2 und C, Proteinkinase C und Sy-

naptotagmin). Es wird vermutet, dass sie zusammen mit der Do-

mäne I an der Substraterkennung beteiligt ist. Die hydrophobe, 

glycinreiche Domäne V soll eine wichtige Rolle in der Interaktion 

der Calpaine mit Phospholipiden und Membranen spielen (19, 64, 

80, 96, 97).  

Zimmermann et al. wiesen an „knockout-Mäusen“ nach, dass zu-

mindest ein normales Allel des für die kleine Untereinheit kodie-

renden Gens für das frühe fetale Überleben essentiell ist (114). Je-

doch sind die genauen Funktionen und Interaktionsmechanismen 

der einzelnen Domänen, sowie Untereinheiten noch nicht hinrei-

chend geklärt.  

Nur wenige dieser typischen Calpaine sind wie die relativ gut be-

schriebenen µ- und m-Calpaine (nach der in vitro zur Aktivierung 

benötigten mikro- bzw. millimolaren Ca2+-Konzentrationen be-

nannt) heterodimerisch aufgebaut; die meisten der bislang charak-

terisierten bestehen nur aus der variablen großen Untereinheit. 

Neben diesen „typischen“ Calpainen mit der µ-/m-ähnlichen 

L-Untereinheit sind in niedereren Organismen, wie Nematoden, 

Pilzen und Hefen bereits auch „atypische“ Calpaine gefunden wur-

den, welche neben der katalytischen Papain-bezogenen Domäne 

andere amino- und carboxyterminale Domänen enthalten (91).  

Innerhalb der Zelle hängt die Verteilung der Calpaine von der Zell-

art und dem jeweiligen Calpainisoenzym ab, so ist z. B. in Gliazel-

len von C6 Mäusen die Calpain 2-Aktivität zu 70% mit der Zell-

membran assoziiert, während das Calpain 1 hauptsächlich (80%) 

im Zytosol gefunden wird (43, 84).  
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Gen Genprodukt Homologe Vorkommen 

CAPN1 Calpain 1, µ-Calpain

 (80kDa-Untereinheit)

(Typisches Calpain) ubiquitär 

CAPN2 Calpain 2,  m-Calpain

(80kDa-Untereinheit) 

(Typisches Calpain) ubiquitär 

CAPN3 Calpain 3 

(p94, nCL-1) 

(Typisches Calpain) Skelettmuskel 

CAPN4 30kDa-Untereinheit (Regulatorprotein) Ubiquitär 

CAPN5 Calpain 5

(hTRA-3, nCL-3)  

TRA-3 (Nemato-

den) 

ZNS, Hoden, 

Leber, Niere 

CAPN6 Calpain 6 (Calpamo-

dulin, CAPN6) 

TRA-3 (Nemato-

den) 

Plazenta 

CAPN7 Calpain 7 (PalBH) PalB (Pilze), Cp11 

(Hefen) 

Ubiquitär 

CAPN8 Calpain 8 

(nCL-2) 

(Typisches Calpain) Magen 

CAPN9 Calpain 9

(nCL-4) 

(Typisches Calpain) Verdauungstrakt

CAPN10 Calpain 10A-H (Typisches Calpain) Ubiquitär 

CAPN11 Calpain 11 (Typisches Calpain) Hoden 

CAPN12 Calpain 12 (Typisches Calpain) Follikel 

CAPN13 SOLH SOL (Drosophila) Ubiquitär 
Tabelle 1-1 : Die Familie der zur Zeit charakterisierten Calpaingene, ihren Pro-
dukten und deren Homologe in anderen Organismen, sowie der Ort ihrer Ex-
pression.
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1.4.2     Aktivierung des Calpain-Calpastatin-Systems 

Neben diversen Aktivatoren, wie Metallionen (Mg2+, Al3+), Carni-

tin, Anserin und Methylhistidin scheint der Anstieg der intrazellu-

lären Kalziumkonzentration bzw. eine gesteigerte Empfindlichkeit 

des Enzyms für Kalzium der Hauptaktivierungsmechanismus des 

Calpain-Systems zu sein (64). Die Bindung von Ca2+-Ionen an die 

„Calmodulin-ähnlichen“ Domänen (IV und VI) der großen und 

kleinen Untereinheit soll durch autolytische Spaltung beider Unter-

einheiten zu einer neuen aktiven Form des Calpainenzyms führen, 

die nach Konformationsänderung und etwaiger Dissoziation ihr 

aktives Zentrum freigibt, um Substrate, Inhibitoren oder auch eige-

ne Untereinheiten zu binden und zu spalten (72, 91). Jene autoly-

sierten, neuen Calpaine benötigen weniger Ca2+ zur Katalyse als 

ihre Ausgangsformen. Dieser Prozess ist für m-Calpain beschrie-

ben, welches eine die physiologischen Verhältnisse übersteigend 

hohe Konzentration an freien Ca2+-Ionen (0,75 mM) benötigt, um 

in „in-vitro“-Versuchen seine maximale proteolytische Aktivität zu 

erreichen. Ähnliche Ca2+-sensibilisierende Mechanismen wurden 

für die Interaktion mit verschiedenen Phospholipiden der Zell-

membran (2), für die Aktivierung von m-Calpain durch µ-Calpain 

(103) und für ein zytoskelletäres Aktivatorprotein beschrieben, das 

einen Komplex mit m-Calpain bildet und schon bei niedrigen Ca2+-

Konzentrationen im mikromolaren Bereich zur Autolyse führt (76). 

Als ubiquitärer, endogener Calpaininhibitor nimmt das Calpastatin 

in der strikten Enzymregulation eine wichtige Rolle ein; zum einen 

hemmt es unter physiologischen Ca2+-Konzentrationen sterisch die 

Autolyse und die katalytische Aktivität der aktiven Form des Cal-
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pains als auch die evtl. zur Aktivierung führende Bindung an Zell-

membranbestandteile (47, 48), zum anderen ist wiederum m-

Calpain in der Lage, Calpastatin zu spalten und somit in seiner in-

hibitorischen Funktion zu inaktivieren. Tompa et al. wiesen nach, 

dass Calpastatinfragmente eine aktivierende Funktion auf µ- und 

m-Calpain besitzen (104).  

Die physiologische und pathophysiologische Funktion der Calpain-

aktivierung wird im wesentlichen durch die Funktion der durch sie 

gespaltenen Proteine bestimmt. Hierfür kommen beispielsweise 

folgende Substrate in Betracht, wobei ein gemeinsames Spal-

tungsmotiv bisher noch nicht identifiziert werden konnte (5, 14, 19, 

48, 80, 83): 

Zytoskelettale Proteine:  Desmin, Vimentin, Talin, Fibro-

nektin, Vinculin, α-Aktinin, Zytokeratin, Spectrin, Tau, Mikrotubu-

li assoziierte Proteine (MAP1/2), Troponine T, I, C, Ankyrin, Tro-

pomyosin  

Membranproteine: Adhäsionsmoleküle (N-CAM, A-CAM, 

Integrine, Connectine, Titin, Paxillin), Rezeptoren (Ryanodinrezep-

tor des SR), Regulatorproteine (Phospholamban), Carrierproteine 

(Ca2+-ATPase) 

Enzyme: Kinasen (Protein Kinase C, Kalzium/Calmodulin ab-

hängige Protein Kinase IV), Phosphatasen (Phosphorylasephospha-

tase, Protein Tyrosinphosphatase 1B), Phospholipase (Phospholi-

pase C), Synthasen (iNOS-Synthase) 

Andere: Zytokine (IL-1α), Transkriptionsfaktoren (YY1, c-Fos, 

c-Jun), Tumorsuppresoren (p53, NF2), Crystallin 
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1.4.3   Physiologische und pathophysiologische  

 Bedeutung von Calpainen 

Obwohl die genauen Funktionsweisen des Calpain-Calpastatin-

Systems noch nicht komplett verstanden sind, deuten eine Vielzahl 

von Studien auf dessen potentielle Relevanz in der regulierten Pro-

teolyse von Schlüssel- und Strukturproteinen hin. So ist eine Betei-

ligung des Calpain-Calpastatin-Systems belegt für den Auf- und 

Umbau des Zytoskeletts („cell remodeling“, (14)), die Muskelzell-

differenzierung (18), die Fusion von Myoblasten (9, 65, 102), die 

Zellzyklusregulation (82), die Plättchenaktivierung (86), sowie für 

die Apoptoseeinleitung (30, 51). 

Das Fehlen oder die verstärkte Aktivierung des Calpainsystems 

konnte für eine große Anzahl diverser pathologischer Prozesse de-

monstriert werden. In Zusammenhang mit ischämie-/reperfusions-

bedingten Prozessen wurden durch die Calpainaktivierung indu-

zierte destruktive Mechanismen an mehreren Organsystemen be-

schrieben, wie beispielsweise an Hepatozyten (51), dem proxima-

len Nierentubulussystem (23), an kortikalen Neuronen des ZNS 

(84), sowie an Kardiomyozyten (73, 92). 

Eine gesteigerte Transkription von Calpaingenen (CAPN3) konnte 

für die Beckengürtel-Muskeldystrophie (LGMD2A) und für die 

Muskeldystrophie vom Typ Duchenne nachgewiesen werden (84). 

Mutationen des für Calpain 10A-H codierenden Gens (CAPN10) 

sollen mit der Enstehung des Typ-2-Diabetes mellitus verbunden 

sein (78). Ferner wird eine übermäßige Aktivierung der Calpaine 

bei neurodegenerativen (M. Alzheimer, M. Parkinson), -trauma-
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tischen (Waller´sche Degeneration) und demyelinisierenden (Mul-

tiple Sklerose) Erkrankungen diskutiert (14, 70).   

Stella et al. beschrieben niedrige Calpain-Aktivitäten in Kardiomy-

ozyten als mögliche Ursache einer linksventrikulären Hypertrophie 

bei essentieller Hypertonie (95). 

Eine Ca2+-Akkumulation mit konsekutiver Calpainaktivierung, 

welche wiederum zur Destruktion und Präzipitation von Crystalli-

nen führt, wird für die Kataraktentstehung verantwortlich gemacht  

(88). Desweiteren wurden µ- und m-Calpain, sowie Autoantikörper 

gegen Calpastatin in der extrazellulären Knorpelmatrix von an 

rheumatoider Arthritis befallenen Gelenken gefunden, was die Fra-

ge einer ursächlichen Beteiligung des Proteasensystems impliziert 

(78). Die Beteiligung des Calpain-Calpastatin-System an der Kar-

zinogenese (Nierenzell-, Lungen- und Mammakarzinomen, Glio-

men) wird noch diskutiert (4, 13, 49). 

1.4.4  Calpaininhibitoren  

Die oben erwähnten Assoziationen der Calpainaktivität an eine 

Vielzahl pathologischer Vorgänge lassen die Beeinflussung dieses 

Systems, im Sinne einer direkten oder indirekten Hemmung, als 

möglichen Therapieansatz sinnvoll und aussichtsreich erscheinen. 

Zu diesem Zweck wird zur Zeit eine Vielzahl an synthetischen In-

hibitoren der Calpaine entwickelt und beforscht, welche allerdings 

bis jetzt die hochspezifischen Eigenschaften des endogenen Anta-

gonisten Calpastatins noch nicht erreicht haben, so dass durch sie 

auch andere Proteasesysteme (siehe Kapitel 1.4) gehemmt oder so-

gar auch toxische Effekte bewirkt werden. Eine direkte, von außen 

bewirkte Applikation von Calpastatin scheidet aufgrund der Mole-
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külgröße und fehlender Membrangängigkeit aus; denkbar ist evtl. 

die von außen bewirkte Aktivierung oder vermehrte Expression des 

endogenen Inhibitors. Zu den endogenen Antagonisten gehören 

ferner das extrazelluläre α2-Makroglobulin und die zweite Domäne 

des Kininogens (80). 

Synthetische Calpaininhibitoren beinhalten die Gruppen der 

peptidischen Aldehyde (Calpaininhibitor 1 und 2, MDL 28170), 

der Oxirane (CA-074, E64, E64d), der Ketone (Z-LLY-CHN2), 

der Ketoamide (AK275, AK295), der Mercaptoacrylate (PD150), 

sowie andere nicht-peptidische Inhibitoren und Zinkionen (1, 6, 

44, 62, 107). 
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2 Fragestellung 
Hinsichtlich der klinischen Bedeutung des myokardialen Ischämie-

Reperfusionssyndroms und der wahrscheinlichen Beteiligung des 

Calpain-Calpastatin-Systems hieran, soll in der vorliegenden Ar-

beit der konzentrationsabhängige Einfluss des neuen, nicht-

peptidischen Calpaininhibitors A-705239 auf den Ischämieschaden 

und das Reperfusionsverhalten untersucht werden. Hierzu wurden 

Kaninchenherzen im Versuchsaufbau nach Langendorff isoliert 

zellfrei retrograd perfundiert, einer normothermen, globalen „now-

flow“-Ischämie von 45 Minuten ausgesetzt und für 60 Minuten re-

perfundiert. Anhand hämodynamischer (Herzfrequenz, Koronarwi-

derstand, isovolumetrischer Kontraktionsdrücke) und laborchemi-

scher Parameter (Nekrose-anzeigende Enzyme LDH und CK) sollte 

(i) die myokardiale Globalfunktion und zelluläre Integrität erfasst 

und (ii) mitochondriale Schädigungen mittels respirometrischer 

Untersuchung an Herzmuskelhomogenaten quantitativ und qualita-

tiv aufgedeckt sowie etwaige Effekte durch den Einsatz des Inhibi-

tors hieran objektiviert werden. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Modell des isoliert perfundierten Herzens 

Das angewandte Modell ist dem Versuchsaufbau von Oskar Lang-

endorff (21) nachempfunden und stellt ein offen kommunizieren-

des System dar. Das Prinzip hierbei besteht in der retrograden Per-

fusion des Herzens über einen Katheter, der entgegengesetzt des 

physiologischen Blutflusses in der Aorta platziert wird. Das be-

nutzte Perfusat verlässt schließlich das Herz über die Vena cava 

superior et inferior und die eröffnete Arteria pulmonalis. 

Die Entscheidung, ob mit konstantem Druck oder mit konstanter 

Volumenstromstärke (Flow) perfundiert werden sollte, fiel auf die 

druckkonstante Perfusionsart, da der Flow als abhängiger Messpa-

rameter einen Aufschluss über eine etwaige Vasomotion geben 

sollte. 

In Analogie zu dem Ohm´schen Gesetz gilt folgende Beziehung 

zwischen Strömungswiderstand, Perfusionsdruck und Flow: 

Da die Druckdifferenz ∆p bei druckkonstanter Perfusion als Kon-

stante auftritt, ist demnach der Flow Φ proportional zum Kehrwert 

des Strömungswiderstandes R. Nach dem Hagen-Poisseuilleschen 

Gesetz besteht folgendes Verhältnis zwischen dem Strömungswi-

derstand R, dem Radius r, der Gefäßlänge l und der Viskosität η: 

Φ
=∆

=
.)konst(pR (1) 
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4r~Φ (3) 

 

Da Gefäßlänge, Viskosität und der Perfusionsdruck hier als kon-

stante Größen agieren, ergibt sich aus Gleichung eins und zwei, 

dass sich der Flow Φ proportional zur vierten Potenz des Gefäßra-

dius verhält: 

Somit erweist sich der Flow und der aus ihm abgeleitete  Gesamt-

widerstand als ein sehr sensitiver Parameter zur Erfassung einer 

Vasomotion. 

Das Perfusionsmodell (siehe Abb. 3-1) bestand im wesentlichen 

aus einem doppelwandigen Perfusatbehältnis und einem Schlauch-

system aus Silikon- und Polyethylenschläuchen durch welche das 

Perfusat mittels einer Rollerpumpe dem Herzen zugeführt wurde. 

In dem Perfusatbehältnis erfolgte die Anreicherung mit Sauerstoff  

über einen Bubbler bis zu einem Sauerstoffpartialdruck von etwa 

540-600 mmHg. Durch variable Kohlendioxidbeimischung konnte 

der pH-Wert auf 7,39 bis 7,44 während der gesamten Versuchs-

dauer eingestellt werden. Der Rollerpumpe nachgestellt  war ein 

Mikrofilter und ein höhenverstellbares und mit der Atmosphäre 

verbundenes Überlaufgefäß, welches durch Niveauänderung die 

Einstellung des Perfusionsdruckes auf  70mmHg gestattete. Das 

überschüssige Volumen, welches die Rollerpumpe förderte, ge-

langte über einen Rücklauf in das Perfusatreservoir zurück. 

(2) 4r
l8R
⋅π

η⋅⋅
=
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Zur Bestimung des Koronarflusses diente ein sich kurz vor dem 

Perfusionskatheter befindliches Flowmeter, das die Durchströmung 

auf Grundlage elektromagnetischer Induktion maß. Um Luftembo-

lien zu vermeiden, die z.B. durch einen Defekt im Schlauchsystem 

oder während der Versuchsvorbereitung entstehen konnten, war 

zwischen dem Überlauf und dem Flowmeter eine Blasenfalle integ-

riert. 

Das mittels einer Krokodilklemme an einem Stativ befestigte Herz 

wurde sofort nach der Präparation in ein kleines, mit warmer Per-

fusionslösung gefülltes Becherglas überführt und mit einer Rot-

lichtwärmeleuchte bestrahlt, um normotherme Bedingungen zu 

gewährleisten. Zur Temperaturhomöostase dienten auch die dop-

pelwandigen Behältnisse, die von einer Thermopumpe kontinuier-

lich mit warmen Wasser (39°C) durchspült wurden und die Blasen-

falle, das Herzbehältnis und das Perfusatreservoir umgaben bzw. 

bildeten. Das venöse Perfusat wurde schließlich zur Bestimmung 

der Laborparameter in gewissen Perioden gesammelt (s. Kapitel 

3.6). 

Die Messvorrichtung für die linksventrikuläre Kontraktionskraft 

bestand aus einer Schlauch-Ballon-Kombination, die über eine 

Verzweigung Anschluss an ein höhenverstellbares und mit Aqua 

dest. gefülltes Überlaufgefäß hatte, mit welchem die Vorlast im 

Ballon durch Höhenverstellung auf 3mmHg einreguliert wurde. 

Mittels eines Zwei-Wege-Hahns konnte die Verbindung zu dem 

mit der Außenwelt kommunizierenden Überlauf geöffnet oder ge-

schlossen und somit eine Wahl über den Kontraktionsmodus er-

möglicht werden. Bei Öffnung des Zwei-Wege-Hahns konnte sich 

der Ballon entleeren und die Kontraktionen erfolgten auxoton, an-
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dernfalls war die Verbindung nach außen unterbrochen und es re-

sultierten isovolumetrische Kontraktionen. Die Messeinheit hierfür, 

wie auch für die Druckmessung im Perfusionskatheter, bestand aus 

mechano-elektrischen Druckwandlern. Mit Beginn des Versuches 

wurde ein bipolares EKG angelegt, dessen Registrierung ebenso 

wie die der Kontraktionsamplitude, des Perfusionsdruckes und des 

Koronarflows auf einem Mehrkanalschreiber fortdauernd erfolgte. 

Abbildung 3-1: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. 

Bal - Latexballon (Hugo Sachs Elektronik KG, March; Größe 12, Volumen 1,3 
ml); BF - Blasenfalle; Flow - Koronarflußmessung (Meßkopf: Blood Flow 
Transducer 300A, Fa. Empco®, USA; Verstärker: Blood Flowmeter SP2202, 
Fa. Gould, USA); Hz - Thermopumpe (Thermomix UB, Fa. Braun, Melsung-
en); KV - Kugelventil; MF-Mikrofilter (Ultipor®, Pall Biomedica, Portsmouth; 
Porengröße 40µm); P1 - Perfusionsdruckmessung (Combitrans® Monitoring 
Set, Fa. Braun, Melsungen); P2 - Linksventrikuläre Druckmessung (Com-
bitrans® Monitoring Set, Fa. Braun, Melsungen); Pbeh - Perfusatbehältnis; 
Reg - Registrierung: Mehrkanal-EKG-Schreiber (Uniscript DU 210, Fa. Picker, 
München); RP - Pumpe: Schlauch-Rollen-Pumpe, Masterflex® 7566-10 (Cole 
& Parmer Instrument Co., Chicago, USA); ÜL – Überlaufgefäß 
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3.2 Präparation und Organentnahme 

Nach Beendigung der Vorbereitung am Perfusionsmodell, dem 

Nullabgleich und der Kalibrierung der Druckabnehmer erfolgte die 

Narkoseeinleitung der Tiere mittels einer 1:1 verdünnten Pentobar-

bital-Natrium-Applikation (ca. 25mg Nembutal®/kg Körperge-

wicht; CEVA GmbH, Bad Segeberg) und die Koagulationsprophy-

laxe mit 1000 I.E. Heparin pro kg Körpergewicht, was der Appli-

kation von 1 ml/kg KG einer 1:4 verdünnten Liquemin®-Lösung 

(Hoffmann-La Roche AG) entspricht. Beides geschah über eine 

mittels einer 25-G-Butterfly kanülierten Ohrvene. Darauf folgte die 

Umlagerung und Fixierung in Rückenlage. 

Zur Vorbereitung der Tracheotomie wurden ca. 10 ml Lokala-

naesthetikum (Xylocain® 2%, Astra Chemicals GmbH, Wedel) 

subkutan infiltriert. Nach dem Hautschnitt und der Freipräparation 

der Trachea erfolgte die Tracheotomie ca. 0,4 cm unterhalb des 

Ringknorpels und die Kanülierung mit einem Kunststofftubus (I.D. 

3,5mm), über den die kontinuierliche Beatmung mit Raumluft mit-

tels einer Starlingpumpe (Fa. Braun, Melsungen) durchgeführt 

wurde.  

Nach Vertiefung der Narkose bis zur Schmerzfreiheit mit Nembu-

tal® erfolgte die Längsinzision des Abdomens und die Thoraxer-

öffnung durch Ablösen des Diaphragmas von den ventralen Ab-

schnitten der Rippenbögen und durch mediane Sternotomie. Nun 

wurde stumpf der Thymus abpräpariert, perikardiotomiert und 

-reseziert, um die V. cava inferior et superior sowie die Aorta     

ascendens darzustellen. 
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Nach dem Abklemmen von V. cava superior et inferior wurde die 

Aorta ascendens kurz vor dem Arcus aortae quer inzidiert, um den 

Perfusionskatheter (I.D. 4 mm) einzubringen und zu fixieren, über 

den sodann, nach sorgfältiger Sicherstellung der Luftblasenfreiheit, 

die aortokoronare Injektion einer 4°C kalten kardioplegen Lösung 

nach Brettschneider (Custodiol®, Dr. Köhler Chemie GmbH, Als-

bach) erfolgte. Zur Gewährleistung des Abflusses wurden während 

der Injektion die Vena cava superior et inferior sowie die Venae 

pulmonales eröffnet. Nach Injektion von ca. 25-30 ml der kardio-

plegen Lösung erlosch die mechanische Herzaktivität und es konn-

te mit dem Herauslösen des Herz-Lungen-Paketes begonnen wer-

den, welches daraufhin freihängend mit einer an einem Stativ be-

festigten Krokodilklemme fixiert wurde. Es folgte dann das Ablö-

sen der Lungen und der Trachea sowie des umliegenden Bindege-

webes und eine Inzision des linken Atriums, durch welche der noch 

zusammengefaltete Latexballon zur Druckmessung im linken 

Ventrikel positioniert wurde (siehe Abbildung 3-2). Unter Berück-

sichtigung auf Blasenfreiheit wurde nach dem Verbinden des Ka-

theters mit dem Perfusionssystem das Herz an das EKG ange-

schlossen und nun retrograd mit einem Druck von 80 ± 0,8 mmHg 

perfundiert. 

Anschließend folgte das Entfalten des Ballons und die Registrie-

rung der auxotonen Kontraktionen in den ersten zehn Minuten der 

steady-state-Periode. Nach dieser Zeit wurde der Modus der Kon-

traktion geändert (isovolumetrisch) und bis zum Ende des Versu-

ches beibehalten. Die gesamte Präparationszeit dauerte etwa 20 

Minuten, wobei die Kardioplegiezeit durschnittlich drei Minuten in 

Anspruch nahm. 
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Abbildung 3-2: Schema des isoliert perfundierten Herzens. 

 

3.3 Versuchstiere 

Für die 75 Organentnahmen wurden Bastardkaninchen beiderlei 

Geschlechts mit einem Körpergewicht von 2,8 bis 3,4 kg verwen-

det. Die Tiere wurden von der Firma Behring-Werke Marburg pa-

rasitenfrei aufgezogen und waren durchschnittlich 5-6 Monate alt. 

Die Organentnahmen wurden dem Regierungspräsidium Gießen 

angezeigt und gemäß dem Tierschutzgesetz durchgeführt. 

3.4 Verwendeter Calpain-Inhibitor 

Eingesetzt wurde A-705239 (Firma BASF / Knoll, Ludwigshafen, 

BRD), ein synthetischer, wasserlöslicher Proteaseninhibitor (keto-

amidisches Benzoylalaninderivat mit Aminovinylbenzylresten in 

P2/P3) mit guter Gewebe- und Membrangängigkeit, sowie hoher 

oraler Bioverfügbarkeit. MG = 421.5; Bindekonstanten Ki=13,3 ± 

1,5 nmol für Calpain I, 27 ± 6 und 22 ± 3 nmol für die Cathepsine 

B und L. 
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3.5 Perfusionsmedium 
Als Perfusat wurde eine oxygenierte Krebs-Henseleit-HAES-Puffer-

lösung (KHHP) verwendet. Der jeweils frische Ansatz erfolgte durch 

Mischung von Hydroxyaethylstärke, Elektrolytlösung, 10%iger Glucose 

sowie der Zugabe von Natrium-Pyruvat. Mit 0,9%iger Natriumbikarbo-

natlösung wurde der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und konnte während 

des Versuches durch variable Kohlenstoffdioxidbeimischung konstant 

gehalten werden. Die Temperatur im Perfusionssystem betrug 37,5°C. 

Der Sauerstoffpartialdruck lag zwischen 560 und 590 mmHg. 

NaCl CaCl2·2H2O KH2PO4 MgCl2·6H2O KCl 

7,16g 1,75g 0,75g 1,35g 1,26g 

Vol-
% 
im 
Perf
usat 

Elektrolyt-

lösung 

Aqua dest. ad 1000 ml 21 

Hydroxy-

aethylstärke HAES®-steril 10%, Fresenius, Bad Homburg 
69 

Glucose Glucose® 10%, Fresenius, Bad Homburg 3 

Natriumbi-

karbonat 
Natriumbikarbonat 0,9%, Fresenius, Bad Homburg 7 

Pyruvat Pyruvat-Natrium-Salz (C3H3O3Na); 1g pro Liter Perfusat

Endkonzentrationen im Perfusat (in mmol/l): 

Na+ Cl- K+ Ca2+ Mg2+ 

38 110,8 4,5 2,38 1,33

PO4
3- Pyruvat HCO3

- Glucose 

1,10 10,0 ~24 2,5 g/l 
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3.6 Versuchsgruppen und Versuchsablauf 

Die insgesamt 75 auszuwertenden Versuche verteilten sich auf 

neun Versuchsgruppen. Versuche, die in der steady-state-Periode 

(den ersten 15 Minuten) Kontraktionsamplituden von 60mmHg 

nicht erreichten, wurden von der Auswertung ausgeschlossen. 

Die ersten vier Versuchsserien untersuchten die konzentrationsab-

hängige Wirkung des Calpaininhibitors (CIH) auf hämodynami-

sche und Nekrose-anzeigende Parameter nach einer Ischämiephase 

von 45 Minuten und anschließender Reperfusion von 60 Minuten. 

Hierzu wurde das Perfusat vor Versuchsbeginn mit dem Inhibitor 

(CIH) in drei verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Durch Un-

terbrechung der Perfusatzufuhr nach Ablauf der steady-state-

Periode wurde eine globale Ischämie des Herzens erzeugt. Ver-

suchsgruppe 1 diente als Kontrollgruppe. 

Versuchsgruppe  
1 n=10 

45 min Ischämie, 60 
min  

Reperfusion 

Kontrollversuche 
ohne CIH 

Versuchsgruppe  
2 n=10 

45 min Ischämie, 60 
min  

Reperfusion 

CIH 10-8 mol pro 
Liter Perfusat 

Versuchsgruppe  
3 n=10 

45 min Ischämie, 60 
min  

Reperfusion 

CIH 10-7 mol pro 
Liter Perfusat 

Versuchsgruppe  
4 n=10 

45 min Ischämie, 60 
min  

Reperfusion 

CIH 10-6 mol pro 
Liter Perfusat 

In den folgenden Versuchsgruppen 5 und 6 wurde der Calpaininhi-

bitor in den Konzentrationen von 10-8 und 10-6 mol pro Liter Perfu-

sat eingesetzt, allerdings wurde das Herz keiner Ischämie ausge-

setzt. Die reine Perfusionszeit verlängerte sich also hier um 45  

Minuten. Versuchsgruppe 7 diente als Kontrollgruppe. 
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Versuchsgruppe  
5 n=6 Keine Ischämie CIH 10-8 mol pro 

Liter Perfusat  

Versuchsgruppe  
6 n=6 Keine Ischämie CIH 10-6 mol pro 

Liter Perfusat 

Versuchsgruppe  
7 n=6 Keine Ischämie Kontrollversuche 

ohne CIH 

In den Versuchsserien 8 und 9 wurden Gewebeproben des linken 

Ventrikels gewonnen, um die mitochondriale Respiration vor     

Ischämie, nach Ischämie und nach Reperfusion unter CIH-Einfluß 

zu untersuchen. Die Biopsien wurden nach Ablauf der steady-state-

Periode (Biopsie A), nach Ablauf der Ischämie (Biopsie B) und 

nach der Reperfusion (Biopsie C) vorgenommen. Um nur einen 

Versuch für zwei zeitlich versetzte Gewebeentnahmen ausnutzen 

zu können, erfolgte die erste Biopsie nach Ligatur des Ramus in-

terventricularis anterior und Ramus posterior ventriculi sinistri 

durch Exzision des von der Ligatur distalen Areals (ca. 0,7 cm2). 

Die zweite Biopsie (B oder C) wurde dann proximal der Ligatur, 

entweder nach der Ischämiephase oder nach der Reperfusionsphase 

entnommen.  

Versuchsgruppe  
8 

n=8 

45 min Ischämie, 60 
min  

Reperfusion, Biop-
sien A, B und C 

Kontrollversuche 
ohne CIH 

Versuchsgruppe  
9 

n=9 

45 min Ischämie, 60 
min  

Reperfusion, Biop-
sien A, B und C 

CIH 10-8 mol pro 
Liter Perfusat  
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3.7 Versuchsmonitoring 

3.7.1  Hämodynamische Parameter 

Die Messung der hämodynamischen Parameter Herzfrequenz (hf; 

Schläge/min), linksventrikulärer systolischer und diastolischer 

Druck (Psys bzw. Pdia; mmHg), Koronarperfusion (flow; ml/min) 

und Perfusionsdruck (ap; mmHg) erfolgte kontinuierlich und wur-

de auf einem Mehrkanal-EKG-Schreiber (Uniscript DU 210, Fa. 

Picker, München) registriert. Nach Versuchsende wurden diese 

Aufzeichnungen zu vorgegebenen Zeitpunkten ausgewertet und auf 

einen PC übertragen. Durch Wiegen des Herzens nach Versuch-

sende, den Daten der Kontraktionsdrücke, der Koronarperfusion 

und des Perfusionsdruckes wurde mit folgenden Formeln der koro-

nare Gesamtwiderstand (Koronarresistenz wcor) sowie die Kontrak-

tionsamplitude (amp) berechnet: 

 Koronardurchblutung pro Gramm Herzgewicht (flq): 

 
 Koronarer Gesamtwiderstand (Koronarresistenz wcor): 

 Linksventrikuläre Kontraktionsamplitude (amp): 

 amp = Psys- Pdia   [mmHg] 









⋅

=
gmin

ml
hw

flowflq





 ⋅⋅

=
Φ
∆

=
ml

gminmmHg
flq
appwcor
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 Relative Linksventrikuläre Kontraktionsamplitude (amp%): 

 amp% = (amp x 100) / ampMW10-15 * [%] 
*wobei AmpMW10-15 aus den Mittelwerten der linksventrikulären Kontraktions-
amplituden (10 und 15 min nach Versuchsbeginn) in der steady-state-Phase ermittelt 
wurde. 

3.7.2  Nekrose-anzeigende Parameter LDH und CK 

Um die Nekroseparameter LDH und CK zu bestimmen, wurden 

dem venösen Perfusat der Versuchsgruppen 1–7 in fest definierten 

Intervallen (siehe Abbildung 3-3) Proben entnommen und diese bis 

zur Bestimmung in Eppendorff-Hütchen bei -4°C aufbewahrt. Die 

photometrische Analyse der Proben wurde durch das Institut für 

klinische Chemie der Justus-Liebig-Universität Gießen, Leiter 

Prof. Katz, nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft für 

Klinische Chemie durchgeführt. 

3.7.3  pH, pCO2, pO2, Temperatur 

Zur Konstanthaltung des Sauerstoffpartialdruckes (pO2) und des 

pH während des gesamten Versuches wurde das Perfusat in regel-

mäßigen Abständen überwacht. Dazu wurden dem Perfusat präkar-

dial Proben entnommen und mittels eines Säure-Basen-Analysators 

(ABL 2 Radiometer, Kopenhagen) pO2, pCO2 und pH gemessen. 

Durch Zugabe von CO2 und O2 über den Bubbler im Perfusatreser-

voir konnten diese Werte bei Bedarf nachreguliert werden. Die Per-

fusattemperatur (37,5°C) konnte über die Thermopumpe (Ther-

momix UB, Fa. Braun, Melsungen) eingestellt werden und wurde 

ebenfalls in regelmäßigen Intervallen mit einem digitalen Ther-

mometer gemessen. 
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Abbildung 3-3: Zeitplan der Versuchsgruppen 1-4, Entnahmezeiten der Biopsien in den 
Versuchsgruppen 8 und 9 sowie Sammelperioden zur Bestimmung von CK und 
LDH im venösen Perfusat der Gruppen 1-6 

-15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

Steady 
state min

(1)  Versuchsgruppen 1-4

(2)  Versuchsgruppen 8 und 9, 
Biopsieen t nahmen

-15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

Steady 
state min

Biopsie A Biopsie B Biopsie C

(3)  Perfusat sammelperioden in  den  
Gruppen 1-6

-15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

Steady 
state min
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3.8  Mitochondriale Oxymetrie 

Um Schädigungen auf mikrozellulärer Ebene durch Ischämie 

und/oder Reperfusion aufzudecken, wurden Herzmuskelbiopsien 

vor der Ischämiephase, direkt danach und nach der Reperfusi-

onsphase gewonnen (s. Kapitel 3.6). Mittels respirometrischer Un-

tersuchungen ist es möglich, durch geeignete Kombination ver-

schiedener Substrate (u.a. Pyruvat und Succinat) mit Hemmstoffen 

die gesamte Funktion der Mitochondrien zu untersuchen und somit 

Störungen im Energiestoffwechsel aufzudecken. 

Hierzu wurde das Biopsat (etwa 100 mg) direkt nach der Präparati-

on in einer auf Eis stehenden und mit frischem Storage-Puffer (s.u.) 

gefüllten Petrischale mittels Schere und Pinzetten sorgfältig in ein-

zelne Fasern zerteilt. Dieses Präparat wurde dann über Nacht in 

Storage-Puffer auf Eis durch einen Kurierdienst in das Muskellabor 

der Neurologischen Universitätsklink Halle-Wittenberg, Leitung 

Priv. Doz. Dr. F.N. Gellerich, verschickt, wo die respirometrischen 

Messungen erfolgten.  

Dort wurden nach erneuter Präparation und Permeabilisierung der 

Muskelfasern nach der sog. „skinned fiber“-Technik nach Veksler 

et al. (106) durch das milde Detergenz Saponin die mitochondria-

len Atmungsgeschwindigkeiten für die Substrate Pyruvat und Ma-

lat im Oxygraphen OROBOROS® der Firma Anton PAAR (Graz, 

Österreich) gemessen (Einheit: nmol O2/min/mg) und registriert. In 

mehreren Versuchen war zuvor belegt worden, dass die Lagerungs-

zeiten in der Storage-Pufferlösung nach Präparation bis zu 30 

Stunden betragen können, ohne dass die mitochondriale Funktion 

dadurch Einbußen nimmt (106). 
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Zusammensetzung des Storage Puffer:  

(Das Medium wurde bis zur Verwendung bei –18°C gelagert; die 

gepufferte Ca2+-Konzentration betrug 0,1 µmol/l.) 
MES KH2PO4 Taurin Dithiothreitol Imidazol 

49 mM 3 mM 20 mM 0.5 mM 20 mM

MgCl2 ATP CrP K2-Ca-EGTA K-EGTA 

9,5 mM 5,2 mM 15 mM 1,9 mM 8,1 mM

pH  7,1 

3.8.1  Testverfahren zur Überprüfung der Intaktheit der 

mitochondrialen Innenmembran 

Messung der Maximalatmung (state-3) und der Ruheat-

mung(state-4): 

Nach dem Aufarbeiten der Muskelfasern wurden diese den Sub-

straten Pyruvat / Malat zugesetzt, was den Sauerstoffverbrauch nur 

geringfügig erhöhte; die Stimulation der mitochondrialen Atmung 

erfolgte durch Zugabe von anorganischem Phosphat und ADP im 

Überschuss (5 mM), das mit Hilfe des Adn-Translokators im Aus-

tausch gegen mitochondrial gebildetes ATP in den Matrixraum 

transportiert und dort sofort phosphoryliert wird. Hierbei erhöht 

sich der Sauerstoffverbrauch maximal, welches als ein Indiz für die 

maximal mögliche Kapazität der an der Atmungskette beteiligten 

Enzyme des Mitochondriums gelten kann (state-3-Atmung). Durch 

Zugabe von Atractylat (1,8 mM) kann spezifisch der Adn-

Translokator gehemmt werden, so dass durch das Fehlen von ADP 

im mitochondrialen Matrixraum der Sauerstoffverbrauch limitiert 

wird und sich die Ruheatmung (state-4-Atmung) einstellt. 
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Messung der Leak-Atmung: 

Darauf erfolgte die Zugabe von Antimycin A (46 µM), das selektiv 

den Elektronentransport am Komplex III der Atmungskette unter-

bricht. Aus der Differenz zwischen der state-4-Atmung und der 

Antimycin-resistenten Atmung erhält man die Leak-Atmung, die 

Informationen über Permeabilitätsänderungen in der mitochondria-

len Innenmembran gewährt. 

Berechnung des respiratorischen Kontrollquotienten (RCI): 

Der respiratorische Kontrollquotient errechnet sich als Quotient aus 

State-3- und State-4-Atmung; er quantifiziert die Kopplung zwi-

schen Substratoxidation und ATP-Bildung. Schädigungen der In-

nenmembran ermöglichen einen Rückfluss von Protonen vom In-

termembranraum zurück in den Matrixraum ohne Beteiligung an 

der ATP-Synthese (state-4-Atmung erhöht, damit Quotient klei-

ner). 

3.8.2 Testverfahren zur Überprüfung der Intaktheit der 

mitochondrialen Außenmembran 

Cytochrom-c-Test 

Das Prinzip dieses Tests beruht darauf, daß Cytochrom-c als wich-

tiges Enzym der Atmungskette reversibel an der Außenseite der 

mitochondrialen Innenmembran gebunden ist. Normalerweise ver-

hindert die intakte Außenmembran ein Entfernen des Cytochrom-c. 

Bei Auftreten von Leaks in der Außenmembran kann es das Mito-

chondrium verlassen, und es kommt zu einer Verminderung der 

maximalen (state-3-)Atmungsraten, die durch Zusatz von exoge-

nem Cytochrom-c behoben werden kann. Ein Leak in der Außen-

membran würde sich hierbei als Atmungsgeschwindigkeitsanstieg 
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nach exogener Cytochrom-c-Zugabe darstellen. Als Maß für die 

Intaktheit der Außenmembran wurde der Quotient der beiden At-

mungsgeschwindigkeiten vor und nach Zusatz von Cytochrom-c 

gewählt. Ein steigender Quotient zeigt somit eine Beschädigung 

der Außenmembran an. 

Abbildung 3-4:   Schematische Darstellung der respirometrischen  
Untersuchung der Mitochondrienfunktion. 

3.9 Statistik 

Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde mit Hilfe des 

Programmes Statgraphics-Plus® erstellt. Dargestellt sind die 

arithmetischen Mittelwerte und die Standardabweichung der 

Mittelwerte (SEM). Im Rahmen der statistischen Analyse wurde in 

bezug auf Unterschiede zwischen den Gruppen die einfaktorielle 

Varianzanalyse (ANOVA) mit nachfolgendem t-test für ungepaarte 

Stichproben durchgeführt. Das Signifikanzniveau dieser Studie 

beträgt p≤0,05. Zur Evaluierung eines Unterschiedes in den 

Überlebensraten zwischen der behandelten und der Kontrollgruppe 

diente der exakte Test nach Fisher. 

 
 
 

[ O2 ] 

Zeit 

Meßzelle Computer 
Zugaben 

Substrate, 
ADP, 
Atractylat, 
Antim ycin A 

ADP+Pi                      ATP 

Sauerstoffsensor 
( POS-Elektrode ) 

O2 + SH2           S  + H2O 

Mitochon-
drien 

permeabilis ierte 
Cardiomyozyten 
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 amp 
[mmHg] 

amp % 
 

wcor  
[mmHg x min x 10g x ml-1] 

hf 
[min-1] 

VG 1 
Kontrolle 80,3 ± 4,3 98,4 ± 0,8 3,61 ± 0,39 155,0 ± 15,7 

VG 2 
CIH 10-8 mol/l 99,3 ± 8,2 101,3 ± 1,5 3,32 ± 0,34 149,1 ± 13,9 

VG 3 
CIH 10-7 mol/l 67,3 ± 8,3 100,9 ± 1,5 3,59 ± 0,47 170,1 ±  9,8 

VG 4 
CIH 10-6 mol/l 69,9 ± 7,9 97,6 ± 1,6 2,64 ± 0,23 191,5 ±  6,4 

Tabelle 4.1-1: Hämodynamikparameter nach Ablauf der „steady-state“-Phase (t=0) 

 

4 Ergebnisse 

4.1 Versuche mit globaler „no-flow“-Ischämie 

4.1.1  Parameter der Hämodynamik 

Im angewandten Modell des isoliert-perfundierten Kaninchen-

herzens diente Versuchsgruppe 1 als Kontrollversuchsreihe ohne 

den Einsatz des Calpaininhibitors bei einer Ischämiezeit von 45 

Minuten. Hierbei lagen zu Beginn der Versuche (Zeitpunkt t=0) die 

Mittelwerte der auxotonen linksventrikulären Druckamplitude 

(amp) bei 80,3 ± 4,3 (SE) mmHg und der relativen Druckamplitude 

(amp%) bei 98,4 ± 0,8 %. Der aus Koronarfluß, Perfusionsdruck 

und Herzgewicht berechnete Koronarwiderstand (wcor) lag bei 3,61 

± 0,39 mmHg x min x 10g x ml-1 und die der Herzfrequenz (hf) bei 

155 ± 15,7 min-1. Die Varianzanalyse (ANOVA) ergab für obige 

Messparameter zwischen den einzelnen Versuchsgruppen (VG 1-4) 

keinen signifikanten Unterschied (p>0,05) zu Versuchsbeginn, so 

dass hier von einer gleichen Grundgesamtheit ausgegangen werden 

kann und die Betrachtung von relativen Veränderungen durch 

Gruppenvergleich möglich ist.  
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 amp 
[mmHg] 

amp % 
 

wcor  
[mmHg x min x 10g x ml-1] 

hf 
[min-1] 

VG 1 
Kontrolle 28,5 ± 13,5 37,3 ± 10,1 9,92 ± 3,72 111,0 ± 20,0 

VG 2 
CIH 10-8 
mol/l 

45,0 ± 9,2 46,9 ± 10,0 7,05 ± 1,32 128,4 ± 15,5 

VG 3 
CIH 10-7 
mol/l 

24,0 ± 10,4 27,1 ± 9,0 11,36 ± 3,29 127,0 ± 24,7 

VG 4 
CIH 10-6 
mol/l 

21,8 ± 10,3 27,3 ± 13,1 8,16 ± 1,57 140,7 ± 37,4 

Tabelle 4.1-2:    Hämodynamikparameter nach Ablauf der Reperfusions-Phase (t=105) 

 

Die entsprechenden Werte sind in Tabelle 4-1.1 dargestellt. Hierbei 

ist außerdem zu beachten, dass im Versuchsmodell der Aortenper-

fusionsdruck (ap) bei 80 ± 4,4 mmHg konstant gehalten wurde. 

In VG 1 (Kontrollgruppe) ergab sich bis zum Versuchsende im 

Mittel eine relative Abnahme der isovolumetrischen Druckampli-

tude auf 37,3 ± 10 (SEM) %, eine Zunahme der Koronarresistenz 

auf 9,92 ± 3,72 mmHg x min x 10g x ml-1 und ein Abfall der Herz-

frequenz auf 111 ± 20 min-1. Auffällig in dieser Gruppe ist die vor-

zeitige Abbruchrate von insgesamt sieben Herzen innerhalb von 15 

Minuten nach Beginn der Reperfusionsphase durch Asystolie, 

Kammerflimmern oder ischämische Kontraktur.  

In VG 2 (CIH 10-8 mol/l) blieben neun Herzens bis zum Versuchs-

ende funktionell unauffällig, in den beiden anderen Versuchsserien 

(VG 3 und VG 4, CIH 10-7 bzw. 10-6 mol/l) schieden jeweils sechs 

Herzen im Verlauf der Reperfusionsphase aus der Bewertung aus.  
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Abbildung 4.1-1: Relative systolische Druckamplitude im Verlauf der 
Versuchszeit in Prozent des Basalwertes (Mittelwerte der Zeitpunkte t=-5 und 
t=0). Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 

4.1.1.1 Relative linksventrikuläre Kontraktionsamplitude  
Die relative linksventrikuläre Kontraktionsamplitude (amp%) er-

reichte in VG 2 (CIH 10-8 mol/l) postischämische Spitzenwerte von 

127 ± 8 % des Ausgangswertes und stabilisierte sich dann mit Wer-

ten zwischen 46 ± 10 bis 55 ± 10 % bis zum Versuchsende. VG 3 

(CIH 10-7 mol/l) zeigte postischämische Spitzen bis 101 ± 12 %, 

und die vier überlebenden Herzen hatten am Ende relative Drücke 

von 27 ± 9 %. In VG 4 (CIH 10-6 mol/l) wurden Spitzen bis 95 ± 

16 % kurz nach Beginn der Reperfusion erreicht; die vier überle-

benden Herzen entwickelten noch relative Drücke von 27 ± 13 % 

am Ende des Versuches. Die nachfolgend graphische Darstellung 

zeigt diese Ergebnisse im Überblick: 
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Ein Vergleich der vier Versuchsgruppen bezüglich der relativen 

Kontraktionsamplitude (siehe Abbildung 4.1-1) in der Reperfusi-

onsphase (45.–105. Minute) ergibt einen signifikanten Unterschied 

(p<0,01) zwischen der Kontrollgruppe (VG 1) und der mit in der 

Konzentration 10-8 mol/l CIH behandelten Gruppe (VG 2). Eben-

falls signifikante Unterschiede ergaben sich bei dem Vergleich der 

Versuchsgruppe VG 2 mit VG 3 (CIH 10-7 mol/l;  p<0,05) und 

VG 4 (CIH 10-6 mol/l;  p<0,01). Unterschiede zwischen der Kon-

trollgruppe und den Gruppen mit der höherdosierten Inhibitorkon-

zentration (VG 3 und VG 4), sowie zwischen den beiden Gruppen 

konnten nicht aufgedeckt werden. 

4.1.1.2 Koronarer Gesamtwiderstand (wcor) 
Der koronare Gesamtwiderstand lag in VG 2 (Calpaininhibitor in 

der Konzentration 10-8 mol/l) postischämisch bei Werten von 2 ± 

0,12 mmHg x min x 10g x ml-1 und stieg im Verlauf der Reperfusi-

on stetig bis auf 7 ± 1,3 mmHg x min x 10g x ml-1 an. Die Ver-

suchsgruppen 3 (CIH 10-7 mol/l) und 4 (CIH 10-6 mol/l) stiegen 

postischämisch von Werten von 2,7 ± 0,2 bzw. 2,6 ±  0,3 mmHg x 

min x 10g x ml-1 auf Werte zwischen 8 und 11 mmHg x min x 10g 

x ml-1 nach der Reperfusion an (siehe Tabelle 4.1-2 und Abbildung 

4.1-2). 

Für die Versuchsgruppe 2 (CIH 10-8 mol/l) ergibt sich ein hoch-

signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe 

(p<0,01); die niedrigeren  Werte zeigen hier eine deutlich geringere 

Verlegung des koronaren Stromgebietes an. Vergleiche zwischen 

VG 3 (CIH 10-7 mol/l) und VG 4 (CIH 10-6 mol/l) zur Kontroll-

gruppe VG 1 zeigten keine signifikanten Unterschiede.  
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Abbildung 4.1-2: Koronarer Widerstand im Verlauf der Versuchszeit der 
Versuchsgruppen VG 1-4. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des 
Mittelwertes. 

Abbildung 4.1-3: Herzfrequenz im Verlauf der Versuchszeit der Versuchs-
gruppen VG 1-4. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwer-
tes. 

- 20 - 10 0   10 20 30 40 50 60 70 80  90   100   110 120 

0   
1   
2   
3   
4   
5   
6   
7   
8   
9   

10   
11   
12   

Koronarresistenz (wcor)  

SEM  
n=4 

n= 9 
n=4 

n=3 

n=10   
n=10   
n=10   
n=10   

 Ischämie (45 min)  

      VG 1 (Kontrolle)   
    VG 2 (INH 10-8 mol/l)      
     VG 3 (INH 10-7 mol/l)      
      VG 4 (INH 10-6 mol/l)- 

[m
m

H
g⋅

m
in
⋅1

0g
⋅m

l-1
] 

t [min]  

- 20 - 10   0   10 20 30 40 50 60 70 80 90   100   110   120 

0   

50   

100   

150   

200   

250   
Herzfrequenz (hf) 

Ischämie (45 min)  SEM   

n=10   
n=10   
n=10   
n=10   

n=3   
n=4   
n=9   
n=4   

   VG 1 (Kontrolle)      
  VG 2 (INH 10-8 mol/l)          

VG 3 (INH 10-7 mol/l)        
VG 4 (INH 10-6 mol/l) 

m
in

-1
 

t [min] 



 45

4.1.1.3 Herzfrequenz (hf) 
Bei den Gruppenvergleichen hatten die Werte der Herzfrequenz in 

den Gruppen VG 3 (CIH 10-7 mol/l) und VG 4 (CIH 10-6 mol/l) 

über den Zeitraum der Reperfusion eine signifikant höhere Ten-

denz (p<0,01) als die Werte der Kontrollgruppe. Die Herzfrequenz 

der Gruppe VG 2 (CIH 10-8 mol/l) stellte sich als signifikant nied-

riger gegenüber den Werten der Gruppe VG 4 (CIH 10-6 mol/l) 

heraus. Alle anderen Vergleiche zeigten keine Unterschiede unter-

halb des Signifikanzniveaus (siehe Abbildung 4.1-3). 

4.1.2  Nekroseanzeigende Enzyme 

Die dem Effluvium entnommenen Proben zur Quantifizierung ei-

ner kardiomyozytären Schädigung anhand der Laktatdehydrogena-

se und Kreatinphosphokinase zeigten präischämisch im Gruppen-

vergleich keine relevanten Unterschiede. In der Kontrollgruppe be-

trug die venöse Freistzung der CK präischämisch 21 ± 8 U/l, die 

der LDH 51 ± 2 U/l; nach Ablauf der Reperfusion stiegen diese 

Werte auf 166 ± 49 U/l (CK), respektive 118 ± 20 U/l (LDH) an. 

4.1.2.1 Kreatinphosphokinase (CK) 
Die Freisetzung der CK in VG 2 (CIH 10-8 mol/l) stieg von präi-

schämisch 11 ± 3 U/l auf nur 44 ± 10 U/l nach Ablauf der Reperfu-

sionsphase an. Die Enzymaktivitäten der anderen Gruppen waren 

deutlich höher (siehe Abbildung 4.1-4). Ein Vergleich der Gruppen 

in der Reperfusionsphase zeigte eine signifikant niedrigere Freiset-

zung der CK in der mit 10-8mmol/l CIH-behandelten Gruppe 

(VG 2) gegenüber der Kontrollgruppe (VG 1; p<0,05), sowie ge-

genüber der mit 10-6 mmol/l CIH-behandelten Gruppe (VG 4; 

p<0,01). 
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Die Vergleiche der anderen Gruppen untereinander ergaben keine 

Unterschiede unterhalb des Signifikanzniveaus. 

Abbildung 4.1-4: Enzymaktivitäten der Kreatinkinase zu den entsprechenden 
Sammelzeitpunkten (jeweils 5 Minuten). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 

4.1.2.2 Laktatdehydrogenase (LDH) 
Die postischämische Freisetzung der LDH im Effluvium der Ver-

suchsgruppe VG 2 stieg von 47 ± 1 U/l auf nur 63 ± 4 U/l nach Ab-

lauf der Reperfusion an (siehe Abbildung 4.1-5). Die Gruppenver-

gleiche zeigten einen signifikant niedrigeren Anstieg der LDH-

Aktivitäten der Versuchsgruppe 2 (CIH in der Konzentration 10-8 

mmol/l) verglichen mit der Kontrollgruppe VG 1 (p<0,05), VG 3 

(p<0,05) und VG 4 (p<0,01). Die anderen Vergleiche zeigten keine 

Unterschiede. 
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Abbildung 4.1-5: Enzymaktivitäten der Laktatdehydrogenase zu den entspre-
chenden Sammelperioden (jeweils 5 Minuten). Dargestellt sind die Mittelwerte ± 
SEM. 
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4.2 Versuche ohne Ischämie 

Wie oben demonstriert entwickelte A-705239 in der Konzentration 

von 10-6 mmol/l in den Ischämie-/Reperfusionsversuchen auffal-

lend schlechte Resultate. Um aufzudecken, ob der Einsatz des In-

hibitors in der höheren Konzentration negative funktionelle Aus-

wirkung hat, wurden Versuche ohne Ischämiephase durchgeführt 

mit Einsatz des Inhibitors in den Konzentrationen 10-8 (VG 5) und 

10-6 mol/l (VG 6); die Ergebnisse wurden untereinander und mit 

der Kontrollgruppe (VG 7, ohne Substanzzusatz) verglichen.  

4.2.1  Parameter der Hämodynamik 

4.2.1.1 Relative linksventrikuläre Kontraktionsamplitude 
Die Werte der relativen Kontraktionsamplitude (amp%) lagen zum 

Zeitpunkt t=0 in VG 5 (CIH 10-8 mol/l) bei 99 ± 1%, in VG 6 (CIH 

10-6 mol/l) bei 99 ± 2% und nahmen im Verlauf des Versuches auf 

Werte von 41 ± 3% bzw. 28 ± 3% ab (siehe Abbildung 4.2-1). Die 

Kontrollwerte lagen anfangs bei 99 ± 1% und fielen auf 51 ± 5%. 

Im Gruppenvergleich ergaben sich keine signifikanten Unterschie-

de zu Versuchsbeginn. In VG 6 (CIH 10-6 mol/l) schied ein Herz 

zum Zeitpunkt t = 80 min wegen Kammerflimmern aus der Aus-

wertung aus. Signifikant schlechter waren die Druckamplituden 

von VG 6 (CIH 10-6 mol/l)  im Vergleich zu VG 5 (CIH 10-8 mol/l) 

und zur Kontrolle (VG 7; p<0,01).  
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Abbildung 4.2-1: Relative linksventrikuläre Kontraktionsamplitude im Verlauf 
der Versuchszeit ohne Ischämiephase in den Versuchsgruppen VG 5-7. Darge-
stellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
 

Abbildung 4.2-2: Koronarresistenz im Verlauf der Versuchszeit ohne Ischämie-
phase in den Versuchsgruppen VG 5-7. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
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4.2.1.2 Koronarer Gesamtwiderstand (wcor) 
Der koronare Gesamtwiderstand stieg in der Kontrollgruppe 

(VG 7) von 2,8 ± 0,3 mmHg x min x 10g x ml-1 auf 7,1 ± 2,1 

mmHg x min x 10g x ml-1 in der Kontrollgruppe an. In VG 6 (CIH 

10-6 mol/l) erreichte er gegen Ende des Versuches 12,3 ± 4,7 

mmHg x min x 10g x ml-1, in VG 5 (CIH 10-8 mol/l) nur 7,8 ± 0,9 

mmHg x min x 10g x ml-1 (siehe Abbildung 4.2-2). Der Anstieg in 

VG 6 (CIH 10-6 mol/l) war im Vergleich zu VG 5 (CIH 10-8 mol/l) 

und VG 7 signifikant höher (p<0,05). 

4.2.1.3 Herzfrequenz (hf) 
Die Herzfrequenz (siehe Abbildung 4.2-3) zeigte bei der Anwen-

dung von A-705239 in der Konzentration von 10-8 mol/l (VG 5) die 

niedrigsten Werte nach Ablauf der Versuchszeit (97 ± 22 min-1); 

jedoch konnten zwischen den Gruppen keine signifikanten Unter-

schiede festgestellt werden. 

Abbildung 4.2-3: Herzfrequenz im Verlauf der Versuchszeit ohne Ischämiephase in 
den Versuchsgruppen VG 5-7. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
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4.2.2  Nekroseanzeigende Enzyme 

4.2.2.1 Kreatinkinase (CK) 
Die Aktivität der CK zu Anfang des Versuches lag im Mittel bei 

44 ± 13 U/l in VG 5 (CIH 10-8 mol/l) und bei 38 ± 29 in VG 6 (CIH 

10-6 mol/l); zum Zeitpunkt t=105 lagen die Werte von VG 5 bei 53 

± 9 U/l, die von VG 6 bei 77 ± 27 U/l (siehe Abbildung 4.2-4). Ein 

signifikanter Unterschied bestand nicht.  

Auf die Analyse der Kontrollwerte wird hinsichtlich der fehlenden 

Ischämiephase verzichtet. 

Abbildung 4.2-4: Aktivität der Creatinkinase zu den entsprechenden Sammelpe-
rioden (jeweils 5 Minuten). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
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4.2.2.2 Laktatdehydrogenase (LDH) 
Die Aktivität der LDH lag in VG 5 (CIH 10-8 mol/l) anfangs bei 53 

± 4 U/l und veränderte sich bis zum Versuchsende kaum auf 54 ± 3 

U/l an. In VG 6 (CIH 10-6 mol/l) zeigte sich ebenfalls kaum eine 

Veränderung von 51 ± 5 U/l auf 59 ± 5 U/l (siehe Abbildung 

4.2-5). Im Vergleich der beiden Gruppen konnte kein signifikanter 

Unterschied festgestellt werden. Auf die Analyse der Kontrollwerte 

wird hinsichtlich der fehlenden Ischämiephase verzichtet. 

 
Abbildung 4.2-5: Aktivität der Laktatdehydrogenase zu den entsprechenden 
Sammelperioden (jeweils 5 Minuten). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. 
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4.3 Mitochondriale Oxymetrie 

Die Zugabe von A-705239 in der Konzentration von 10-8 mol/l 

(VG 9) hatte präischämisch keinen Einfluß auf die gemessenen mi-

tochondrialen Funktionsparameter im Vergleich zu der nichtbehan-

delten Kontrollgruppe (VG 8). So konnte von einer gleichen Aus-

gangsgruppe ausgegangen werden. Nach 45-minütiger Ischämie 

wurde in der Kontrollgruppe (VG 8) ein signifikanter Abfall der 

state-3-Atmung von 6,4 ± 1,1 auf 3,5 ± 1,3 nmol O2/min/mg für die 

Substrate Pyruvat und Malat beobachtet. Durch die präischämische 

Zugabe des Calpaininhibitors kam es zu einem deutlich niedrige-

rem Abfall der state-3-Atmung von 6,8 ± 1,3 auf 5,0 ± 0,8 nmol 

O2/min/mg, vereinbar mit einer geringer ausgeprägten Schädigung 

der mitochondrialen Funktion. Nach Ablauf der Reperfusionsphase 

fiel die state-3-Atmung der Kontrollgruppe weiter auf Werte von 

2,6 ± 1,3 nmol O2/min/mg; Werte der Inhibitor-behandelten Grup-

pe (VG 9) lagen nach der Reperfusion bei 4,2 ± 1,2 nmol 

O2/min/mg und unterschieden sich damit signifikant von der Kon-

trollgruppe. Durch den Einsatz von A-705239 wurde die state-3-

Atmung nach der Reperfusion nur um 38% reduziert versus 59% in 

der Kontrollgruppe (siehe Abbildung 4.3-1). 

Die Calpaininhibition führte im Vergleich zur Kontrolle zu einem 

schwächeren Anstieg der state-4-Respiration und zu einem höheren 

RCI (respiratory control index) jeweils nach Ischämie- und Reper-

fusionsphase; anders als in der Kontrollgruppe waren jedoch die  
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Abbildung 4.3-1:  Mitochondriale state-3-Respiration der Herzmuskelhomogena-
te vor und nach 45minütiger Ischämiephase, sowie nach 60minütiger Reperfu-
sion. Die Kontrollgruppe (VG 8) erscheint hier hellgrau, die inhibitorbehandelte 
Gruppe (A-705239 in 10-8M; VG 9) dunkelgrau hinterlegt. 

state-4-Werte innerhalb der Gruppe nach Ischämie und nach Reper-

fusion nicht signifikant von den Werten vor der Ischämie zu unter-

scheiden (vgl. Tabelle 4.3-1), so dass davon ausgegangen werden 

kann, dass es unter Calpaininhibition zu keiner nennenswerten Be-

einflussung der state-4-Atmung kam.  

Der RCI war postischämisch und auch nach der Reperfusion in der 

unter CIH-Einfluß-stehenden Gruppe doppelt so hoch wie in der 

Kontrollgruppe, jedoch nur postischämisch signifikant unterschied-

lich von der Kontrollgruppe bei einem Stichprobenumfang von 

neun versus vier nach der Reperfusion.  

Durch den Einsatz des Calpaininhibitors wurde der Effekt der 

durch Ischämie und Reperfusion gesteigerten leak-Atmung (gestei-

gerte Durchlässigkeit der mitochondrialen Innenmembran für Pro-

tonen) im Vergleich zur Kontrolle deutlich reduziert: plus 66% vs. 
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 n State-3-
Respiration 

[nmolO2/min/mg] 

State-4-
Respiration 

[nmolO2/min/mg]

RCI 

 

Leak- 
Atmung 

[nmolO2/min/mg] 

Stimula-
tion durch 
Cyto-
chrom c[%]

Kontrolle       

Vor Ischä-
mie 4 6,4 ± 1,1 0,5 ± 0,1 12,5 ±2,7 0,15 ± 0,07 6,0 ± 10,0 

Ischämie  
45 min 8 3,5 ± 1,3*# 0,9 ± 0,3* 4,4 ± 2,5* 0,32 ± 0,14* 10,0 ± 6,0 

Reperfu-
sion 60 min 4 2,6 ± 1,3*# 0,9 ± 0,3* 3,2 ± 2,1* 0,43 ± 0,29 28,0 ± 16,0 

A-705239 

Vor Ischä-
mie 4 6,8 ± 1,3 0,6 ± 0,1 12,4 ± 1,1 0,12 ± 0,06  

Ischämie  
45 min 9 5,0 ± 0,8*# 0,6 ± 0,2 8,2 ± 2,3*# 0,20 ± 0,14 16,0 ± 9,0 

Reperfu-
sion 60 min 5 4,2 ± 1,2*# 0,7 ± 0,2 6,4 ± 2,7* 0,26 ± 0,24 15,0 ± 13,0 

Tabelle 4.3-1: Effekte des Calpaininhibitors A-705239 auf die mitochondriale Funktion nach 
myocardialer Ischämie und Reperfusion. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichung. 
Signifikante Unterschiede vom Basalwert in der Gruppe sind kursiv und durch * gekennzeichnet, 
Unterschiede zwischen den Gruppen durch #  (p<0,05). 

113% postischämisch, bzw. plus 113% vs. 186% nach der Reperfu-

sion.  

Die Stimulation der Pyruvat-abhängigen state-3-Respiration durch 

die Zugabe von Cytochrom c scheint in Anwesenheit des Calpain-

inhibitors niedriger zu sein. In der Kontrolle kam es nach der Re-

perfusionsphase zu einem Anstieg von 28,0 ± 16,0 %, unter Inhibi-

toreinfluß zu einer Zunahme von 15,0 ± 13,0 (s. Tabelle 4.3-1). 

Dieser Unterschied war jedoch bei einem Stichprobenumfang von 

n=5 nur tendenziell zu beobachten. Jedoch kommt es anscheinend 

auch innerhalb der CIH-Gruppe, gegensätzlich zur Kontrollgruppe, 

zu keiner Zunahme der Stimulierbarkeit nach der Reperfusion, ver-

glichen mit dem postischämischen Wert. 
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5 Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluß eines neu ent-

wickelten Calpaininhibitors (A-705239) auf die Reperfusionsphase 

nach myokardialer Globalischämie am Modell des isoliert perfun-

dierten Kaninchenherzens untersucht in Abhängigkeit seiner Ge-

webekonzentration. Es konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass 

die präischämische Applikation des Inhibitors  kardioprotektive 

Effekte in der bislang für die allgemeine Zellvitalität als desaströs 

belegten Reperfusionsphase aufweist. 

Die erstaunlich geringe Konzentration von 10-8 mol/l, die sich als 

nötige Perfusatkonzentration herausstellte, um zu optimalen Erho-

lungs- und Überlebensraten postischämisch zu führen, ist offen-

sichtlich auf eine gute Wasserlöslichkeit und Zellpermeabilität bei 

hoher Bioverfügbarkeit zurückzuführen. Diese Eigenschaften füh-

ren zu einer etwa 16-fach erhöhten Konzentration innerhalb der 

Herzmuskelzelle (61). 

Die aus Voruntersuchungen (68) bekannte glockenförmige Dosis-

Wirkungsbeziehung des verwendeten Calpaininhibitors zeigt (siehe 

Abbildung 5-1), dass ober- und unterhalb des Konzentrationsopti-

mums von 10-8 mol/l die protektiven Effekte vermindert werden. 

Hierfür scheinen neben der eigentlich effektiven Dosis zwei mögli-

che Gründe in Frage zu kommen: (i) es existieren bislang nicht be-

kannte schädliche Nebenwirkungen von A-705239 neben der Inhi-

bition von Calpain, die mit steigender Konzentration ins Gewicht 

fallen und / oder (ii) eine basale Aktivität der Protease Calpain 

wird für die Aufrechterhaltung einer normalen Zellfunktion benö-

tigt. Die letztere Vermutung wird von Untersuchungen mit trans-
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genen „knock-out-Mäusen“ gestützt, in denen die Genloci für µ- 

und m-Calpain ausgeschaltet wurden, was mit dem embryonalen 

Überleben nicht vereinbar war (3, 114). Mäuse, in denen das Cal-

painsystem nur partiell ausgeschaltet wurde (µ-Calpain) fielen zwar 

durch Thrombozytenfunktionsstörungen auf, waren aber dennoch 

überlebensfähig (8, 112).  

In unseren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der Cal-

paininhibitor A-705239 signifikant die myokardiale Funktion, die 

Erholungs- und die Überlebensraten verbessert, wenn er vor der 

Ischämiephase dem Perfusat zugesetzt wird.  Dies steht im Ein-

klang mit den von Saito et al. vorgestellten Ergebnissen an isoliert 

perfundierten Rattenherzen nach zwölfstündiger hypothermischer 

Konservierung, in denen durch den Einsatz des Calpaininhibitors-I 

im Vergleich zur Kontrollgruppe die globale myokardiale Funktion 

verbessert und die Freisetzung der nekroseanzeigenden Enzyme 

LDH, CK und GOT verringert werden konnte (81).  

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Anwendung von 

A-705239 (s. Kapitel 3) ohne Induktion einer ischämischen Situa-

tion zu keinen signifikanten Abweichungen der kardialen Funktion 
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Abbildung 5-1: Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen der Konzentration von 
A-705239 im Perfusat und der Erholungsrate der myokardialen Funktion 
nach Ablauf der Reperfusionsphase (60 min). 
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oder der kardiomyozytären Integrität führt, so dass davon ausge-

gangen werden muß, dass die zusätzliche Inhibition der Calpaine 

ohne vorangegangene Aktivierung während physiologisch beste-

hender Zustände der Zellfunktion entweder nicht eintritt und ohne 

Konsequenzen bleibt oder zu keinen mit unseren Mitteln messba-

ren Veränderungen führt.  

Für die Aktivierung des Calpainsystems, welches primär in den Z-

Scheiben- und I-Bandenregionen lokalisiert ist (52), und den suk-

zessiven Abbau der myokardialen Proteine wird die durch Ischämie 

und Reperfusion bewirkte zelluläre Kalziumüberhäufung verant-

wortlich gemacht (79). Die elektronenmikroskopisch gefundene 

Desintegration von Myofilamenten in verschiedenen Ischämie-

Reperfusionsmodellen (28, 110) könnte auf diese Art mit der Cal-

pain-abhängigen Degradation von Desmin, Calspectin (73, 113) 

und den Troponinen T und I korrespondieren.  

Als quantitativer Indikator der myokardialen Zellschädigung wäh-

rend der Reperfusion dienten in unserer Studie die Enzymaktivitä-

ten der Laktatdehydrogenase und Kreatinphosphokinase im Efflu-

vium; die Calpainaktivierung durch Ischämie oder Hypoxie könnte 

für deren gesteigerte Aktivitäten verantwortlich gemacht werden 

oder zumindest dazu beitragen, da durch dessen Inhibition, im Ein-

klang mit Ergebnissen anderer Autoren (17, 58), die Freisetzung 

o.g. Enzyme signifikant reduziert werden konnte. 

Neben der direkten Schädigung der Myofilamente wird die mito-

chondriale Dysfunktion während Ischämie und Reperfusion als 

entscheidender Faktor der kardialen Dysfunktion und der kardio-

myozytären Schädigung angenommen. So weist der Verlust der 

zytosolischen Enzyme Kreatinphosphokinase und Laktatdehydro-
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genase auf die gestörte Integrität des Sarkolemms hin, welche  

möglicherweise wiederum auf eine verschlechterte Energieversor-

gung durch die in ihrer Funktion beeinträchtigten Mitochondrien 

zurückzuführen ist (57).  

Die Aktivierung der Calpaine, welche sich auch im intermembra-

nösen Raum und in der mitochondrialen Matrix finden lassen 

(100), scheint eine essentielle Rolle hierbei zu spielen; so konnte in 

unseren Ergebnissen der Abfall der mitochondrialen state-3-

Atmung, der einerseits durch die Ischämie und andererseits noch 

stärker durch die anschließende Reperfusionsphase bewirkt wird, 

durch die Hemmung des Calpainsystems signifikant abgeschwächt 

werden. Eine reduzierte mitochondriale state-3-Respiration deutet 

auf eine Störung in der Atmungskette, speziell des Komplexes I 

hin, der als frühes Angriffsziel einer ischämischen und septischen 

Schädigung gilt (29). 

Zusätzlicher zellulärer und subzellulärer Schaden wird in der Re-

perfusionsphase durch Sauerstoffradikale („reactive oxygen spe-

cies“ – ROS) angerichtet. Je nach Ausmaß der oxidativen Schädi-

gung und der mitochondrialen Kalziumüberflutung kommt es ne-

ben der Aktivierung des Calpainsystems, Freisetzung proapoptoti-

scher Faktoren und DNA-Fragmentation (17) zu Permeabilitätsver-

änderungen an der inneren Mitochondrienmembran durch Öffnung 

sogenannter „membrane transitional pores“ (54). Das durch die 

veränderte postischämische Membranpermeabilität begünstigte 

Anschwellen der Mitochondrien kann zur Zerreißung der äußeren 

Mitochondrienmembran und der konsekutiven Freisetzung von Cy-

tochrom c führen, welches eine Schlüsselrolle in der Apoptose-

initiierung einnimmt (20, 115). Dieser Schaden konnte in unserer 
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Studie durch die präischämische Gabe des Calpaininhibitors A-

705239 signifikant abgeschwächt werden; hierauf deuten die im 

Vergleich zu dem Basalwert präischämisch nicht veränderte state-

4- und die im Vergleich zur Kontrollgruppe verminderte leak-

Respiration in den Ergebnissen der mitochondrialen Oxymetrie hin. 

Die Stimulation der state-3-Atmung durch die Zugabe von Cyto-

chrom c stellte sich in der inhibitorbehandelten Gruppe als nur ten-

denziell geringer ausgeprägt als in der Kontrollgruppe dar, so dass 

in weiteren Untersuchungen zu klären ist, ob und in welchem Aus-

maß der Calpain-induzierte Schaden an der Ruptur der äußeren 

Mitochondrienmembran beteiligt ist und zur Freisetzung von 

apoptoseinduzierendem Cytochrom c führt.    

Als relativ hochspezifischer, hydrophiler Inhibitor des Calpain-

systems mit guter Membrangängigkeit zeigte A-705239 gute pro-

tektive Effekte bezüglich der durch Ischämie und Reperfusion be-

dingten kardiomyozytären und mitochondrialen Schädigung im 

Fall der präischämischen Applikation; es bleibt zu klären, inwie-

fern der Einsatz in späteren Phasen der Ischämie bzw. der Reperfu-

sion eine ähnlich protektive Wirkung aufweist. Ferner bleibt offen, 

in welchem Ausmaß apoptoseinduzierende Vorgänge an der post- 

ischämischen Funktionsstörung beteiligt sind und durch die Gabe 

von A-705239 beeinflusst werden können. Es ist bekannt, dass der 

verwendete Calpaininhibitor gleichwohl auch die lysosomalen Ka-

thepsine B und L hemmt, somit die gezeigten protektiven Effekte 

bislang nicht allein der Calpaininhibition zuzuschreiben sind und 

deshalb hier weiterer Klärungsbedarf besteht.  
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Zusammenfassend kann hinsichtlich der klinischen Relevanz ge-

sagt werden, dass in Situationen, die mit hypoxischen und / oder 

ischämischen Zuständen einhergehen, wie z.B. bei Transplantatio-

nen, kardiochirurgischen Eingriffen mit extrakorporaler Zirkulation 

oder septischen Krankheitsbildern, die selektive Inhibition des Cal-

painsystems aufgrund seiner ubiquitären Präsenz eine interessante 

Möglichkeit der Organpräservation darstellen könnte und somit 

weiterer Überlegungen bedarf. 
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6 Zusammenfassung 
In der vorliegenden Studie wurde der Einfluß des selektiven Cal-

paininhibitors A-705239 auf das myokardiale Reperfusionssyn-

drom nach 45-minütiger Globalischämie am Modell des isoliert 

perfundierten Kaninchenherzens nach Langendorff untersucht. 

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde A-705239 in den Konzentratio-

nen von 10-8 bis 10-6 mol/l präischämisch dem Perfusat zugegeben 

und es wurden die myokardiale Funktion und die zelluläre Integri-

tät der einzelnen Therapiegruppen während der Reperfusionsphase 

von 60 Minuten mit einer unbehandelten Kontrollgruppe ver-

glichen. Als Messgrößen dienten hierbei kardiodynamische (links-

ventrikuläre auxotone Kontraktionsamplitude, koronarer Gefäß-

widerstand, Herzfrequenz) sowie laborchemische Parameter (En-

zymaktivitäten der Kreatinkinase und Laktatdehydrogenase im ko-

ronaren Effluvium).  

Es konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von A-705239 in einer 

Konzentration von 10-8 mol/l postischämisch zu einer höheren   

Überlebensrate und funktionellen Verbesserung führt. Im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe ergab sich eine signifikant höhere links-

ventrikuläre Druckamplitude, ein signifikant niedrigerer Koronar-

widerstand und eine geringere Freisetzung der LDH und CK. Da-

her kann geschlussfolgert werden, dass der präischämische Einsatz 

von A-705239 in einer Konzentration von 10-8 mol/l protektive Ef-

fekte aufweist bezüglich der durch Ischämie und Reperfusion be-

wirkten kardiomyozytären Schädigung im Modell des normotherm 

isoliert perfundierten Kaninchenherzens. 
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Aufgrund auffallend schlechterer Resultate bei der Anwendung 

von A-705239 in einer Konzentration von 10-6 mol/l wurden im 

zweiten Teil der Arbeit, hinsichtlich einer etwaigen negativen 

Auswirkung der Substanz in jener Konzentration, Versuche ohne 

Ischämiephase durchgeführt. Hier konnten weder funktionelle noch 

laborchemische Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen mit 

den Konzentrationen 10-8, 10-6 mol/l und der Kontrollgruppe auf-

gezeigt werden. 

Im dritten Teil der Arbeit wurde der Einfluß von A-705239 in der 

Konzentration von 10-8 mol/l auf die mitochondriale Dysfunktion 

nach 45-minütiger Ischämie und anschließender Reperfusionphase 

anhand oxymetrischer Analysen von Herzmuskelhomogenaten un-

tersucht; hierzu wurden präischämisch, postischämisch und nach 

der Reperfusionsphase Biopsien aus dem linken Ventrikel gewon-

nen, speziell präpariert und der oxymetrischen Analyse zugeführt. 

Hierbei zeigte sich eine signifikant niedrigere Abnahme der mito-

chondrialen state-3-Respiration postischämisch in der inhibitorbe-

handelten Gruppe, einhergehend mit einem deutlich reduzierten 

Schaden der oxydativen Phosphorylierung. Ferner wurde die posti-

schämische leak-Atmung vermindert und somit die Permeabilität 

der inneren Mitochondrienmembran durch den Einsatz des Inhibi-

tors vermindert. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die beobachteten pro-

tektiven Effekte eines Calpaininhibitors auf das Reperfusions-

syndrom von klinischer Relevanz sein könnten und sich hierfür die 

weitere pharmakologische Testung von A-705239 aufgrund seiner 

hervorragenden Eigenschaften anbietet. 
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Synopsis 
In this study the effects of the novel calpain inhibitor A-705239 on 

myocardial reperfusion injury were investigated in isolated rabbit 

hearts subjected to 45 min of global ischemia and 60 min of reper-

fusion according to the model of Langendorff.  

A-705239 was administerd prior to ischemia in three concentration 

(10-6 M to 10-8 M) to the perfusate-compound and myocardial func-

tion and cellular integrity in these three treated groups during the 

time of reperfusion were compared with a non-treated control 

group. Myocardial function was measured by left ventricular pres-

sure amplitude, coronary flow and heart rate, cell integrity by the 

activities of creatine kinase and lactate dehydrogenase in the coro-

nary effluence. 

We showed that A-705239 given prior to a global ischemia in the 

concentation of 10-8M leads to significantly higher left ventricular 

pressures and coronary flow values, lower levels of the release of 

lactatedehydrogenase and creatine kinase and to an increased sur-

vival rates after global ischemia compared to the control the other 

groups (10-6 and 10-7M). 

Thus we conclude that the administration of A-705239 prior to 

ischemia in a 10-8M concentration plays a protective role in the 

functional and cellular damage caused by ischemia and reperfusion. 

Due to obvious worse values in the 10-6M group, we compared this 

group with a 10-8M and a control group without the induction of 

ischemia and have not found any differences between these groups. 

To elucidate the possibly protective effect of A-705239 further, 

mitochondrial function was measured before and after the ischemia 



 

and after reperfusion. According to the prior results mitochondrial 

dysfunction following ischemia and reperfusion was also markedly 

attenuated by the inhibitor in a concentration of 10-8M. Thus state-

3-respiration only decreased to 4.2 in contrast to 2.6 nmol O2/(min 

x mg s.w.) in untreated hearts, reflecting a reduced damage of oxi-

dative phosphorylation. Furthermore, in the presence of the inhibi-

tor the inner mitochondrial membrane became less permeable as 

indicated by a smaller leak respiration.  

Summarized we can say that the excellent properties of A-705239 

should make this compound a valuable tool for further pharmaco-

logical studies in coherence with cell damage due to ischemia and 

reperfusion. 
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