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1. Einleitung

1.1. Die physiologische Aufgabe neutrophiler Granulozyten

Die polymorphkernigen Neutrophilen (PMN) gehdren zu den Leukozyten des Blutes
und sind vor allem fur die unspezifische Abwehr des Korpers zustandig. Die
Leukozyten (weiRe Blutzellen) unterteilt man in Lymphozyten (B- und T-
Lymphozyten, welche die spezifischen Immunreaktionen unterhalten), in
Makrophagen (17-20 pm groRRe phagozytosefahige Zellen mit bohnenférmigem
Zellkern) und in Granulozyten. Letztere sind 10-12 pm grof3 und besitzen einen
typischen segmentierten Kern. Je nach farberischem Verhalten ihrer
intrazytoplasmatischen Granula trennt man die Granulozyten in drei morphologisch
und funktionell verschiedenartige Typen auf, welche als neutrophile, eosinophile und
basophile polymorphkernige Granulozyten bezeichnet werden. Die Neutrophilen
stellen die unspezifische zellulare Abwehr bei Entzindungsreaktionen dar. Die PMN
sind in groRer Anzahl (4-8 x 103/pl) im Blut vorhanden und kénnen bei Bedarf schnell
aus dem Knochenmark mobilisiert und neuproduziert werden. Der neutrophile
Granulozyt durchwandert wéahrend seines Lebens drei unterschiedliche Regionen
bzw. Organsysteme im Kdérper: das Knochenmark (Bildungs- und Reifungsstatte der
Granulozyten), das Blut (Transportorgan) und das Gewebe (wo die Granulozyten
letztlich ihre Funktion erfullen). Die neutrophilen Granulozyten sind fahig zur
Phagozytose, zur Degranulation von proteolytischen Vesikeln und zur Produktion von
Sauerstoffradikalen. Diese werden durch die aktivierte NADPH-Oxidase gebildet.
Weil die Radikale rasch und in grol3er Menge produziert und abgebaut werden,
bezeichnet man diesen Vorgang als ,oxidative burst* der Neutrophilen. Die reaktiven
Sauerstoffprodukte erscheinen intrazellular, wenn der neutrophile Granulozyt zu
Verdauendes phagozytiert hat, anderseits konnen die Radikale auch nach aufien hin
abgegeben werden, etwa zur Schadigung grolerer, nicht sofort phagozytierbarer
Partikel oder Zellen. Die neutrophilen Granulozyten sind amdéboid bewegliche Zellen,
sie werden durch Botenstoffe zum Ort der Entzindung gelockt, kdnnen dann die
Wande der Blutgefale durch Diapedese durchdringen und sich ins Gewebe einnisten.
Nach der Margination der Leukozyten an dem Gefal3endothelium, der Emigration in
den Extravasalraum, der leukotaktisch gesteuerten Bewegung im Gewebe zu dem
schadigenden Agens bzw. zum Entzundungsherd folgt die Aktivierung der PMN, der
Loxidative burst® und die Phagozytose. Die durchschnittliche Lebensdauer der
neutrophilen Granulozyten betragt 3-4 Tage. Der PMN stirbt nach Aktivierung im
Gewebe und nach Erschépfung der Phagozytosefahigkeit (also nach Erfullung seiner
physiologischen Funktion) extravasal ab.



1.2. fMLP induziert den ,,oxidative burst* der Neutrophilen

Verschiedene Substanzen wie z.B. opsonisierte Partikel (durch Immunglobuline
besetzte und markierte Fremdkdrper), Phorbolester, Lezitine, Immunkomplexe,
Kalzium-lonophore, cis-ungesattigte Fettsauren, hierbei insbesondere
Arachidonséurederivate etc. kdnnen uUber unterschiedliche Wirkungs-Mechanismen
die polymorphkernigen Neutrophilen zur Produktion von Sauertoffradikalen anregen
(Baggiolini et al. 1993). In-vivo kommt es z.B. auch durch den Kontakt mit
Bakterienoberflachen zum ,oxidative burst* der PMN, d.h. innerhalb klrzester Zeit
zur massiven Erzeugung von reaktionsfahigen Sauerstoffprodukten. Im in-vitro-
Experiment kann man sich entsprechend des Oligopeptids N-formyl Met-Leu-Phe
(fMLP) bedienen, um eine Aktivierung der Neutrophilen zu erreichen. fMLP ist ein
aus drei Aminosauren bestehendes Peptid und wirkt tber einen spezifischen fMLP-
Rezeptor auf der PMN-Zelloberflache (Bengis-Garber et al. 1991). Dem Rezeptor ist
ein G-Protein nachgeschaltet, das zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC)
uberleitet (Smolen 1992). fMLP ist in der Lage, alle drei Phospholipasen (PLA , PLC
und PLD) zu aktivieren (Cockcroft et al.1992). Uber spezielle ,second-messenger*-
Wege kommt es schlieldlich zur Aktivierung der Proteinkinase C, der Uber einen noch
unklaren Mechanismus die Aktivierung der NADPH-Oxidase folgt. Die
Wirkungsweise von fMLP auf die PMN wird wie folgt in einem Schaubild (modifiziert
nach English 1992) veranschaulicht:

fMLP
+ — GPLC — PLC—> P|P2
Rezeptor |
/\ GOX
IP5 DAG \
‘ \ Aktivierung
T PKC — ??? | —> der NADPH
Oxidase
Catt PA i
l Sauerstoff
PLD —» Cholin;IP, radikale

PCPIP,

Abb. 1: Schema der Wirkungsweise von fMLP

PLC=Phospholipase C, PLD=Phospholipase D, Gp| c=G-Protein, das zur Aktivierung der PLC beitragt,
IP3=Inositol-triphosphat, IP>=Inositol-bisphosphat, PIP,=Phosphatidylinositol 4.5 bisphosphat,
DAG=Diacylglycerol, PA=Phosphatidsaure.



fMLP bewirkt eine Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration, dabei wird
einerseits Kalzium von intrazellularen Kompartimenten mobilisiert andererseits der
extrazellulare Ca™-Influx gesteigert. Die PLC und auch die NADPH-Oxidase sind
kalziumabhéangige Enzyme. Der Aktivierung der NADPH-Oxidase geht ein
Aggregation des aus mehreren Teilen bestehenden Enzymkomplexes voraus. Die
NADPH-Oxidase besteht aus membrangebundenen Komponenten, die Cytochrom bssg
und ein 45-kD Flavoprotein enthalten, und aus cytosolischen Bausteinen, welche als
p47(Phox)  p67(Phox) und GTP-bindendes Protein charakterisiert sind (Clancy et al.
1992). Wahrend der Aktivierung muld dieser Multienzymkomplex zur
funktionstuchtigen Einheit zusammengesetzt werden, um dann die Sauerstoffradikale
zu erzeugen. Nach der Aggregation der NADPH-Oxidase folgt die Aktivierung
derselben (Dewald et al. 1979). Die Folge ist, daf? die Oxidoreduktase ein Elektron
vom Donor NADPH zu einem Molekul Sauertoff transferiert, und es entsteht
zunacht ein Superoxid Anion (O ), das durch sekundare Prozesse in die reaktiven
Sauertoffradikale H20»2, "OH und HOCI (letzteres durch die Myeloperoxidase)
umgewandelt wird (Clark et al. 1987). Stoichiometrisch kann die Entstehung von
Superoxid Anionen durch die Oxidase auf folgende Formel gebracht werden:

NAD(P)H + 20, - NAD(P) +20, +H’

Durch sekundéare Prozesse entstehen andere Sauerstoffradikal-Produkte, welche z.T.
noch reaktionsfahiger und aggressiver sind (Steinbeck et al. 1992): Hypochlorsaure
(HOCI), ,Singlet Oxygen* (*O,), Hydrogenperoxid (H,0,) und Hydroxylradikale (OH).
Die Bildung von H,O, aus Superoxid Anionen entsteht spontan bei niedrigem ph oder
vermittelt durch die Superoxid Dismutase (SOD). Johnston beschreibt diese Reaktion
mit folgender Gleichung (Johnston et al. 1975):

0, + 0, +2H O 0O, + H,O,

Die Myeloperoxidase (MPO) fuhrt zur Bildung von HOCI (Hypochlorsaure), und durch
die Haber Weiss Reaktion werden Hydroxylradikale und OH gebildet:

O, +H,0, 0 OH+OH +0;
Folgende weitere sekundare Prozesse fuhren zur Bildung von ,,Singlet Oxygen*:

O, + OHO OH +'0,



Die aktive NADPH-Oxidase ist ein membrangebundener Enzymkomplex, die
entstehenden Sauerstoffradikale erscheinen entweder extrazellular, wenn die Oxidase
sich an der aufReren Zellmembran befindet, oder die Radikale werden in spezifische
Vesikel abgegeben, wenn die NADPH-Oxidase in der Membran der intrazellularen
Kompartimente eingebunden ist. Fir gebildetes H:O: stellen Membransysteme kein
groReres Hindernis da, so daf3 in intrazellularen Kompartimenten gebildetes H:0: in
das Zytoplasma und weiter nach extrazellular durch die Zellmembran diffundieren
kann und umgekehrt. Im Zytoplasma des Phagozyten wird H,O, durch die Katalase
und Glutathionperoxidase (Oxidationsschutzmechanismen der Zelle) inaktiviert . Der
Loxidative burst* kann jeweils nur einmal an einem polymorphkernigen Neutrophilen
beobachtet und gemessen werden. Ahnlich verhalt es sich mit der
Phagozytosefahigkeit dieser Zellen, denn sie ist nach kurzer Zeit erschopft und der
Granulozyt geht zugrunde.

1.3. Die ischamische Herzmuskelnekrose

Der ischamische Infarkt wird in der Regel durch einen Arterienverschluld verursacht
und ist eine durch eine Durchblutungsstérung bedingte lokalisierte Nekrose eines
Organteiles. Im Herzmuskel liegen besondere Verhaltnisse vor, es gibt keine
funktionell ausreichenden Anastomosen zwischen den Koronararterien, die bei
Minderperfusion eine genugende Blutversorgung gewahrleisten, weshalb man auch
von ,funktionellen Endarterien® spricht. Durch den Gefalverschlul? kommt es zur
Ischamie (Verminderung der Durchblutung infolge herabgesetzter Blutzufuhr) des
nachfolgenden Gewebebezirks. Die Folgen der Ischamie fur die betroffenen Zellen
hangen allgemein von der Dauer der Ischamie, der jeweiligen Toleranz des Gewebes
gegenuber Sauerstoffmangel und von der lokalen GefaRRarchitektur ab:

a) Dauer der Ischamie:

Ist die Ischamie von kurzer Dauer (weniger als 3 Minuten), erwartet man in der Regel
keine Schaden. Eine langerdauernde Blutleere wird von den Geweben je nach
Toleranz gegentber ischdmischen Bedingungen unterschiedlich vertragen.

b) Toleranz des Gewebes gegeniber Sauerstoffmangel:

Die primére Toleranz der Gewebe gegeniuber einem Sauerstoffmangel und/oder einer
Minderperfusion ist um so geringer, je hoher differenziert ein Gewebe ist. So weist das
zentrale Nervensystem schon nach Ischamiezeiten von 4-6 Minuten irreversible
Zellschadigungen auf. Dagegen vertragen parenchymatose Organe eine Ischamie von
einer halben bis zu einer Stunde, und Bindegewebe erweist sich als besonders
widerstandsfahig. Sekundar hangt die Toleranz von der momentanen funktionellen
Aktivitat des Gewebes (oder der einzelnen Zellen) ab; so a3t sich z.B. die Toleranz
gegenuber Ischamie durch Ruhigstellung oder Abkuhlung erheblich erhéhen.
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c) Die GefaRarchitektur:

Durch das Fehlen einer doppelten Blutversorgung (wie es z.B. in der Lunge der Fall
ist) und durch das Vorhandensein von ,funktionelle Endarterien® im Herzen kommt
es beim Koronarverschlul3 zum ischamischen Infarkt. Allerdings kann sich bei den
~funktionellen Endarterien* (im Gegensatz zu anatomischen Endarterien) allmé&hlich
unter ganz bestimmten Vorraussetzungen (moglicherweise abhangig von gewissen
Wachstumsfaktoren) eine Kollateralisierung ausbilden. Bei der Kollateralisierung
kann es sich um eine echte Kapillarneubildung oder um eine Eréffnung vorhandener
GefalRe handeln. Die Ausbildung von Kollateralen kann wahrscheinlich als eine
Reaktion auf eine chronische Minderperfusion einzelner Koronarbezirke des
Herzmuskels auftreten und wird durch ganz spezielle Faktoren gesteuert.

Im Gebiet distal des GefalBverschlusses kommt es nach Unterbrechung der Blutzufuhr
abhangig von der Dauer der Ischamie zu zunehmend schweren Gewebsschaden.

Durch rechtzeitige fibrinolytische Therapie kann die Ischamie beendet werden, das
verschlossene Koronargefal kann rekanalisiert und das Gewebe reperfundiert und
oxygeniert werden.

Im postischamischen Herzmuskelgewebe unterscheidet man theoretisch zwischen
reversibel und irreversibel geschadigten Myozyten. Im Optimalfall erholen sich
erstere durch die rechtzeitig erfolgte Reperfusion, und der Nekrosebezirk beschrankt
sich auf die irreversibel geschadigten Herzmuskelzellen.

Wie sehr nun die einzelne Herzmuskelzelle tatsachlich duch die Ischamie geschadigt
ist, wird zunéchst schwer zu entscheiden sein. Die normale funktionell aktive Zelle,
die an StorgroRen adaptierte Zelle, die geschadigte Zelle und die tote Zelle stellen nur
unscharf abzugrenzende Stadien in einer kontinuierlichen Reihe von funktionellen
und strukturellen Veranderungen und Zustanden dar. Entsprechend gibt es zunéchst
wenige Anhaltspunkte zur Unterscheidung zwischen einer reversibel geschadigten,
zur Regeneration fahigen, und einer irreversibel geschadigten, im Untergang
befindlichen Zelle. Einige ultrastrukturelle Kriterien (z.B. die Veranderungen der
Mitochondrien mit Veranderungen der Granula zu sog. ,flocculent densities® als
Zeichen der irreversiblen Schadigung) kénnen helfen, den Ubergangsbereich zwischen
reversibler und irreversibler Schadigung der Myozyten genauer zu definieren (J.
Schaper 1984 ).

Die Gewebsischamie hat eine Umstellung des Zellstoffwechsels auf die anaerobe
Glykolyse zur Folge. Die Energieausbeute ist nun vergleichsweise minimal, so daf? die
energieabhangigen Systeme (z.B. die lonenpumpen und die kontraktilen Elemente
des Zellskeletts und der Muskelzellen insbesondere) ihre Funktion verlieren. Es
kommt zu einer Azidose (H'-lonen akkumulieren, der PH-Wert verschiebt sich zu
niedrigeren Werten), Hyperosmolaritat, intrazellularen Kalziumuberladung, was zu
einer Hyperkontraktion der Zellen fuhrt. Die kalziumbedingte Hyperkontraktion
verstarkt in-vivo die Myokardnekrose durch GewebszerreiBung (Siegmund et al.
1990). Weiterhin werden durch die Ischamie eine Abfolge von Reaktionen eingeleitet
wie u.a. die Freisetzung von inflammatorischen Mediatorstoffen, Obstruktion der
Kapillaren durch die Granulozyten und die Formation von Sauerstoffradikalen.
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Dauert die Ischamie an, entwickelt sich ein Nekrosebezirk, neutrophile Granulozyten
werden chemotaktisch angelockt, sie wandern ins geschadigte Herzmuskelgewebe ein
und erfullen ihre Funktion in der Beseitigung der nekrotischen Zellen. Parallel zu
dieser ablaufenden Entztindungsreaktion mit Beseitigung der Nekrose beginnt eine
Reparaturphase mit Bildung von kollagenen Fasern, Fibroblastenvermehrung bis hin
zur Entwicklung eines Narbenbezirkes.

1.4. Die mdgliche Rolle der polymorphkernigen Neutrophilen im

Reperfusionschaden

Reperfusion ist die einzige Mdglichkeit beim Infarkt ,langfristig“ das Gewebe vor der
Nekrotisierung zu retten. Durch Auflésung des GefalRverschlusses mit fibrinolytischen
Malinahmen erreicht man eine Reperfusion (,Reflow*) des der Ischdmie ausgesetzten
Gewebebereiches. Im Optimalfall wird dadurch das Myokard rechtzeitig wieder mit
Sauerstoff versorgt, und die Herzmuskelzellen erholen sich von der kurzzeitigen
Ischamie vollstandig. Sehr gut sind die Aussichten auf Regeneration, wenn das
iIschamische Areal durch Reperfusion innerhalb der ersten 2 Stunden wieder
durchblutet wird. Durch die Reperfusion werden Zellproduke, die sich wahrend des
Gefalverschlusses im azidotischen Milieu anh&ufen konnten (z.B. Adenosin und
Laktat), ausgewaschen. Die Reperfusion des ischamischen Herzmuskelbereiches hat
u.a. die Reoxygenation, Substratzufuhr, Normalisierung des Gewebs-PH und der
Osmolaritat zur Folge. Zum anderen gelangen beim ,Reflow* mit dem Blutstrom
zellige Blutkomponenten in den der Ischamie ausgesetzten Myokardbezirk. Die
Leukozyten, speziell die neutrophilen Granulozyten erfullen dann ihre physiologische
Funktion, indem sie nach Emigration, nekrotische Zellen oder durch die Ischamie
(irreversibel) beschadigte Zellen mittels Phagozytose abrdumen. Bei der Diskussion
um den Reperfusionschaden mif3t man u.a. den neutrophilen Granulozyten und den
von ihnen gebildeten Sauerstoffradikalen eine entscheidende Bedeutung bei (Sawa
1990, Siminiak et al.1993).

Die Theorie des Reperfusionschadens postuliert, daf3 bei der Reperfusion ,Faktoren®
in das der Ischamie ausgesetzte Gewebe eingebracht werden, welche durch die
Ischamie geschadigte Myokardzellen zusatzlich schadigen, so dald diese Zellen nicht
mehr zur Regeneration fahig waren. Der Reperfusionschaden ware also als eine
Addition von schéadlichen Einwirkungen wahrend der Ischamiezeit und wahrend der
Reperfusion zu verstehen, d.h. besonders im Grenzbereich zwischen reversibel
geschadigten Zellen (daraus folgt: Gewebserholung) und irreversibel geschadigten
Myozyten (daraus folgt: Ischamieschaden) wirde der Reperfusionschaden zusatzlich
zu den Bedingungen der Ischamie das Ausmal der Zellschadigung mitbestimmen.



Die Ursache der vermuteten zusatzlichen Zellschadigung durch Reperfusion ist noch
unklar. Einige Autoren (Engler 1989 und Henry et al.1990) sehen in den aktivierten
PMN und in den gebildeten Radikalen einen zusatzlich schadigenden Faktor fur das
postischamische Gewebe. Durch Reperfusion konnte das Ausmal’ des Zelluntergangs
zugunsten des Zelltods oder vermehrten Untergangs von Gewebe entschieden und so
dem Erfolg der rechtzeitig einsetzenden fibrinolytischen Therapie entgegengewirkt
werden (Ward 1991, Mullane 1991). Durch die Reperfusion, insbesondere durch das
Einbringen von Granulozyten und durch das Entstehen von Sauerstoffradikalen im
ischamische Gewebe treten mdoglicherweise schadigende Faktoren zu den fur die
Regeneration des Gewebes vorteilhaften Effekte der Reperfusion hinzu. Der
Reperfusionschaden fuhrt wahrscheinlich unter anderem zu folgenden Phdnomenen:
Generation von Sauerstoffradikalen, Verlust der antioxidativen Enzymsysteme,
durch neutrophile Granulozyten bedingte Gewebsschadigung und -dysfunktion,
Kalziumschwankungen, Verlust des energieliefernden ATP in den Herzmuskelzellen,
~myokardiales stunning“, Zellédem und reperfusionbedingte Arrhythmien (Opie 1993,
und Ferrari et al. 1993,1995).

Einige pharmakologische Agentien kamen bereits zum Einsatz, die spezifische anti-
inflammatorische Effekte im ischamischen Myokardium demonstrieren konnten:
Steroide, welche die Freisetzung von Arachidonsaure verhindern, lloprost, ein
Prostacyclin-Analogon, welches Granulozyten zu inhibieren vermag, Ibuprofen, ein
Cyclooxygenase-Blocker, der ebenfalls die PMN inhibiert, N-2-Mercapto-propionyl-
glycerin, ein intracellularer Radikalfanger und BW 755C, eine Lipoxygenase,
Cyclooxygenase-blockierende Substanz mit Radikalfangerwirkung (Opie 1989). Der
gemeinsame Ansatz dieser Studien ist, da Substanzen, die freie Radikale abfangen
und die inflammatorische Reaktion der Granulozyten beschranken, somit auch das
Ausmall der mdoglicherweise additiv zellschadigenden Effekte durch den
Reperfusionschaden schmalern kénnten.

Sauerstoffradikale konnen in unterschiedlichen zellularen Stoffwechselwegen
entstehen (siehe unten) und die Zelle besitzt sogenannte Radikalfangersysteme
(Oxidationsschutz), um die gebildeten Radikale abzufangen, damit es nicht zu einer
Zellschadigung kommt. Die drei wichtigsten ubiquitar vorkommenden
Oxidationsschutzmechanismen der Zellen sind:

* Glutathion-Peroxidase: H,O, wird durch reduziertes Glutathion entfernt, das
aus oxidiertem Glutathion durch Reduktion mit NADPH bereitgestellt wird.

Reaktionsschema: 2 GSH + H,0, [0 GS-SG + 2H.,0

* Katalase: Die Katalasereaktion hat ebenfalls die Umwandlung von H,O, zur
Folge, wie es das folgende Schema zeigt

Reaktionsschema: 2 H,O, 0 2 H,0 +0,

¢ Superoxid-Dismutase: Dieses Enzym dient zur Entfernung von O,, dem
reaktiven Superoxidradikalanion. Es entsteht bei der enzymatischen Reduktion
von O, in verschiedenen Reaktionen.

Reaktionsschema: 2 O, + 2H' 0 O, + H,0,
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Neben diesen zellularen Schutzmechanismen gegenuber gebildeten
Sauerstoffradikalen durch gewisse Enzymsysteme spielen noch nicht-enzymatische
Substanzen mit Radikalfangerwirkung eine wichtige Rolle. Zu dieser Gruppe der
nicht-enzymatischen ,Scavengers® zahlen u.a. wichtige Vitamine. So tben z.B. a-
Tocopherol (Vitamin E), R-Carotin, Vitamin A und Ascorbinsaure wichtige
antioxidative Schutzfunktionen aus indem sie die gebildeten Sauerstoffradikale
eliminieren kénnen.

Sauerstoffradikale kénnen allgemein folgenden biologischen Reaktionen entstammen
(Flaherty 1991):

1. Xanthin-Oxidase Reaktion beim Abbau der Purinnukleotide (vermehrte
Sauerstoffradikal-produktion z.B. bei ischamischen Endothelzellen der Ratte)

2. reduzierte Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphatase-Oxidase Reaktion
(Radikalgeneration wahrend des ,oxidative burst” der aktivierten Granulozyten)

3. Monoaminoxidase Reaktion (Katecholaminoxidation durch MAO)

4. Ubiquinon-Cytochrom C - Reaktion (Elektronentransport durch die Enzyme der
Atmungskette in den Mitochondrien)

5. Cytochrom P450 Reaktionen (z.B. die Biotransformation am glatten
endoplasmatischen Retikulum der Leberzellen)

6. Cyclo-oxygenase Reaktion (Arachidonsédureoxidation)

Die freien Radikale der aktivierten PMN und die inflammatorischen Reaktionen der
Granulozyten sind nach Engler ein wichtiger Mechanismus des Reperfusionschadens
(Engler 1989). Der Reperfusionschaden konnte also durch die Unterdriuckung der
inflammatorischen Reaktionen der aktivierten PMN wahrend und nach Thrombolyse
auf ein Minimum reduziert werden. Wirde es gelingen, den Reperfusionschaden zu
begrenzen, wére ein wichtiger Schritt in der Soforttherapie des Herzinfarktes durch
die Optimierung der fibrinolytischen Therapie vollzogen.

In der Arbeit Uber die Wechselwirkungen von aktivierten PMN und anoxischen
Myozyten in-vitro zeigt Z. Szalay, dal? es in Anwesenheit von anoxischen Myozyten im
Assay mit aktivierten PMN zu einer héheren Detektion von Sauerstoffradikalen
wahrend des ,oxidative burst” der Neutrophilen kommt (Z. Szalay 1997). Diese
Steigerung des ,oxidative burst* fuhrt Z. Szalay auf den Verlust der zellularen
Radikalfangersysteme durch die Anoxie der Myozyten und auf wahrscheinlich
zusatzlich veranderte Oberflachenstrukturen der anoxischen Zellen zurtck.
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So werden die Neutrophilen zu einer héheren Radikalproduktion angeregt, und diese
massive Steigerung des ,oxidative burst® tritt auch ungebremst in Erscheinung
dadurch, daB die zellularen Puffersysteme der anoxischen Myozyten ausfallen, welche
die Sauerstoffradikale abfangen konnten. Z. Szalay demonstriert weiterhin, daf3 die
anoxischen Myozyten die Co-lInkubation von aktivierten PMN in der Zellkultur
schlechter uberstehen als die normoxischen Herzmuskelzellen, die durch ihr intaktes
Radikalfangersystem durch die Sauerstoffradikale weniger attackiert werden (Z.
Szalay, 1997). Nimmt man an, dal PMN im postischdmischen Areal nach
Einwanderung aktiviert werden und durch eine massive Freisetzung ihrer
Sauerstoffradikale, die durch Ischamie vorgeschadigten Myozyten zusatzlich
beschadigen (die Toleranz der Zellen gegentber den gebildeten Sauerstoffradikalen ist
durch den Verlust von Radikalfangersystemen herabgesetzt, entstandene Radikale
kénnen dadurch nicht abgefangen werden und verursachen eine fortschreitende
Zellschadigung), so liegt der Gedanke nahe, durch Reduktion der Radikalgeneration
aktivierter PMN oder durch Abfangen schon gebildeter Radikale durch geeignete
Puffersysteme die schadigende Wirkung der Sauerstoffradikale aktivierter PMN
eindammen zu kdénnen.

2. Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, durch verschiedene Pharmaka den in Anwesenheit von
anoxischen Kardiomyozyten gesteigerten ,oxidative burst‘von fMLP aktivierten PMN
zu reduzieren. Weiterhin soll der Effekt der eingesetzten Substanzen in der Co-Kultur
von Myozyten mit aktivierten Neutrophilen gepruft werden.

Fragestellungen der Arbeit lauten:

Lakt sich der ,oxidative burst* der fMLP aktivierten PMN durch bestimmte
Pharmaka im Chemilumineszenzassay mit anoxischen Kardiomyozyten beeinflussen ?

Welche Pharmaka sind ggf. in der Lage, die Radikalproduktion der aktivierten PMN
zu reduzieren; vermogen sie dies auch im Assay von fMLP aktivierten PMN in
Anwesenheit von anoxischen Kardiomyozyten ?

BeeinfluBt, eine geringere Sauerstoffradikalproduktion die Uberlebensdauer der
anoxischen Myozyten in Anwesenheit von PMN ?
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3. Methoden

3.1. Isolierung adulter Rattenkardiomyozyten

Bei der Isolierung der Rattenkardiomyozyten wird auf etablierte Methoden,
beschrieben von Piper 1990, zurtckgegriffen und diese gegebenenfalls modifiziert, wie
in der Abhandlung von Z. Szalay 1997 beschrieben.

3.1.1. Vorbereiten der Langendorff-Perfusionsapparatur

Die Langendorff-Perfusionsapparatur dient zur Isolierung der Myozyten aus
Myokardgewebe. Das entnommene Herz wird hierbei einem System angeschlossen,
welches eine gleichmalige Perfusion der Koronarien mit proteolytischer Lésung
(Kollagenase) sichert, so da3 es zu einer langsamen Auflosung der interzellularen
Verbindungen des Herzmuskelgewebes kommt. Das Langendorff-System ist eine
Anordnung, die man in zwei ineinander umwandelbare Funktionsstellungen bringen
kann. Zum einen bedient man sich dem sogenannten nicht - rezirkulierenden, zum
anderen dem rezirkulierenden-System zur Isolierung der Myozyten. Ein
rezirkulierendes System erhalt man, wenn man die Position des kleineren Behalter B
(siehe Abbildung 2) so verandert, dal er sich direkt unter dem perfundierten
Rattenherzen befindet. Die Schalterpositionen sind entsprechend gewahlt, so daf3 ein
geschlossener Kreislauf der Kollagenaselésung im Langendorff-System ermoglicht
wird.

Zur Vorbereitung der Apparatur wird das Langendorff-System von dem grofRen
Behalter an bis zur Perfusionsnadel, an der spater das Herz hangen wird, blasenfrei
mit KHM (Krebs-Henseleid-Medium) gefullt. Die Kollagenaseldosung wird in das
kleinere GefalR A gefiltert und beide Behéalter mit steril gefiltertem Carbogen begast.
Ein Durchlauferwarmer sichert eine gleichmaliige Erwarmung der Lésung in der
Perfusionsapparatur auf 37 Grad Celsius.
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Abb. 2:Langendorff-Perfusionsapparatur

3.1.2. Praparation und Perfusion des Herzens

Die Anéasthesie einer 150 g schweren Ratte erfolgt durch intraperitoneale Injektion
von 60 mg/kg Korpergewicht Pentobarbital, in 0.9% NaCl versehen mit 5000 IE/ml
Heparin. Nach Desinfektion mit 70% Ethanol und Praparation der Haut erfolgt die
mediale Sternotomie des Thorax. Das entnommene Herz wird an der freipraparierten
Aorta an der Kanule des Langendorff-Systems angebracht, so dall beide
Koronarostien perfundiert werden koénnen. Durch 5minttige Perfusion mit KHM
werden beide Koronararterien blutleer und es folgt weiterhin eine Perfusion mit
Kollagenaselosung fir 20 bis 25 Minuten in einem rezirkulierenden (geschlossenen)
System. Der Flul3 wird so reguliert, daf’ ein konstanter Perfusionsdruck von 80 cm
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H->O (58.8 mmHg) erreicht wird. Wahrend der Kollagenasezirkulation beginnen sich
die Interzellular-Verbindungen zu lockern, eine Folge davon ist, daf der
Perfusionsdruck abféallt. Zur Gegenregulation mu nun mit zunehmender
Kollagenasewirkung die FlieBgeschwindigkeit angepal3t und gesteigert werden. Nach
Beenden der Perfusionszeit werden die Atrien und groRen Gefalie abgetrennt und das
Herz in 10 ml KHM mit einer Schere in kleine Stlcke geschnitten. Diese Suspension
wird in dem kleinen Behalter A fur 5-7 Minuten retrograd mit Carbogen begast und
durchmischt, um eine vollstandige Gewebedissoziation zu erreichen. AnschlieRendes
Filtern duch ein Nylonnetz mit 200 um Maschenweite halt groRere Gewebestlcke
zuruck.

3.1.3. Zellfraktionierung und Kultivierung der Myozyten

Der gefilterten Zellsuspension setzt man 10 ml KHM zu und zentrifugiert sie bei
480 Umdrehungen pro Minute (rpm) 4 Minuten lang, um im Sediment die
Kardiomyozyten zu erhalten. Das Sediment resuspendiert man in Percoll-18 und
schichtet dies auf 10 ml Percoll-M zur Trennung von intakten Myozyten und von
Zelltrimmern. Die intakten (,rod shaped”) Myozyten werden nach 15minutiger
Zentrifugation bei 480 rpm als Sediment sichtbar. AnschlieBend wéascht man die
isolierten Herzmuskelzellen mit HES (Hepes Earsalz-Lésung) und dann ein zweites
Mal mit Medium 199 durch Zentrifugation bei 480 rpm fur 5 Minuten. Die Myozyten
werden in einer Neubauerzdhlkammer gezahlt und auf die mit Laminin beschichteten
Kulturschalen ausgesat. Das Kulturmedium ist zunachst Medium 199 mit 4% FKS
(inaktiviertes fotales Kéalberserum), das man nach 2h durch serumfreies Medium 199
ersetzt. Die Zelldichte einer 78 cm2 groRen Kuturschale betragt 0.5 x 10° Zellen in 10
ml Medium.

3.1.4. Anoxie der Myozyten unter in-vitro-Bedingungen

Die Anoxie wird unter in-vitro-Bedingungen durch Verwendung des
Gas-Pack-Plus-Systems von Becton und Dickinson erreicht. Die isolierten
Kardiomyozyten werden in Medium 199 zw0If Stunden lang der Anoxie ausgesetzt.
Als Kontrollpopulation dient eine Kulturschale mit normoxischen Myozyten, die
wahrend dieser Zeit im Brutschrank unter fur die Zellkultur optimalen
atmosphéarischen Bedingungen aufbewahrt werden. Das Medium, welches fur die
Anoxie der Myozyten verwendet wird, entspricht dem der Kontrollmyozyten unter
normoxischen Bedingungen.
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3.2. PMN-Isolation

Nach Andasthesie einer 250 g schweren Ratte mit Pentobarbital und Hautdesinfektion
erfolgt die mediale Sternotomie zur Eroffnung des Thorax. Das Perikard wird
inzidiert und der linke Ventrikel punktiert, um langsam das Blut zu aspirieren. In der
verwendeten Spritze (20 ml) werden vorher 3 ml Heparin (in 1.5 M NaCl gelost)
aufgezogen. Die Punktionsnadel wird relativ groBlumig gewahlt (ca. 1.4 mm).
Nachdem das Blut 15 Minuten bei 1 400 rpm zentrifugiert wurde, resuspendiert man
die zelligen Blutbestandteile im Sediment in dem 2fachen Volumen 2%ige Gelatine
enthaltenden Hanks-Puffer und setzt dem noch etwa 0.5 ml Heparin zur
Antikoagulation hinzu. Nach einer Stunde Sedimentation bei 37 Grad Celsius erhalt
man die Leukozyten im Uberstand, diesen zentrifugiert man 10 Minuten bei 1 600
rpm und die Leukozytenfraktion erscheint als Sediment. Die Leukozyten, geldst in 2
ml Hanks-Puffer, werden auf den vorbereiteten Percoll-Dichtegradienten gelegt. Nach
20minutiger Zentrifugation bei 3 000 rpm erhalt man die 90% reine PMN-Fraktion in
den unteren zwei Banden im aufgeschichteten Dichtegradienten. Um die Percoll-
Losung auszuwaschen, lést man die PMN in 10 ml Hanks-Puffer und zentrifugiert 5
Minuten lang bei 1 500 rpm. Die PMN werden in der Neubauer-zdhlkammer gezahlt
und mit Hanks-Puffer so verdinnt, da man eine Konzentration von 500 000 PMN
pro 100 pl Puffer erhalt.

3.3. MelRanordung des in-vitro-Modells und Detektion

freier Radikale

Die neutrophilen Granulozyten werden im in-vitro-Modell durch fMLP aktiviert, und
die Produktion von freien Radikalen wird durch Biolumineszenzmessung im
Auto Lumat LB 953 gemessen. Luminol dient dabei als Lumineszenzverstarker und
ist in der Lage, die Lichtausbeute um mehr als das 1 000fache zu verstarken
(Woodhead 1984 und Hantke 1986). Ein Photomultiplier mif3t die Lichtemission in cps
(= gezahlte Photonen pro Sekunde), die der Produktion der Sauerstoffradikale
entspricht, welche wiederum die Aktivitat der NADPH-Oxidase der PMN
widerspiegelt. Luminol wird in Anwesenheit von H>O» zu einer instabilen Verbindung
(Aminophthalat) oxidiert, bei deren Ubergang zu einem energetisch stabileren
Zustand ein Lichtphoton emittiert (Allen 1975). Diese gebildeten Photonen werden
durch die Biolumineszenzmessung detektiert und mittels eines gekoppelten PC-
Rechners graphisch dargestellt. Der PC-Rechner ist mit geeigneter Software
ausgestattet, welche verschiedene Protokolltypen zur Analyse der Proben anbietet.
Der Protokolltyp ,Kinetics" ist fur kinetische Messungen der geeignete Protokolltyp
und erlaubt eine genaue kinetische Analyse eines kurzen Zeitintervalles. Die Proben
werden nacheinander vollstdndig ausgemessen, und eine Kinetikkurve mit hundert
Datenpunkten erstellt. Durch zwei Injektoren kann das in MeRposition befindliche
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MeRroéhrchen mit je 100 pl einer Lésung beschickt werden, und die Messung beginnt
sofort nach der Injektion. Einer der Injektoren wir zur Férderung von PMN benutzt,
so dalR gewahrleistet ist, da die Reaktion mit Beginn der Messung startet. Im
Melrohrchen vorgelegt sind fMLP (N-formyl Met-Leu-Phe), Natriumazid und 10 U
HPO (Meerettich-peroxidase), die Proben werden mittels Injektor mit PMN beschickt
und fur Luminol (Verstarkersubstanz) steht der zweite Injektor zur Verfigung. Ein
MeRprotokoll sieht dann folgendermalien aus:

Substanz Volumen und Endkonzentration

in 1 ml Puffer

Hanks-Puffer 400 pl (bis auf 1ml Probenvolumen aufftllen)
FMLP 100 ul (1 puM), d.h. 0.1uM Endkonzentration
HPO 10 U in 100 ul PBS

Natriumazid 100 pl 1mM Nariumazid,

d.h. 0.1 mM Endkonzentration
Myozyten 100 ul mit 50 000 Myozyten
PMN (Injektorl) 100 pl mit 500 000 PMN

Luminol (Injektor2) 100 pl 0.1 mM, d.h. 0.01 mM Endkonzentration

Natriumazid und die Peroxidase sichern die schnelle Detektion der gebildeten
H>0»-Radikale im Assay mit fMLP-aktivierten PMN. Wahrend des Melivorganges
sind die Zellen (sowohl die Neutrophilen, als auch die Myozyten) in Hanks-Puffer
gehalten. Die Verwendung von Medium 199 in der Probe eignet sich aus
verschiedenen Grinden nicht fur die Biolumineszenzmessung (Cronstein et al. 1986,
Elferink 1992, und Z. Szalay 1997). Durch den Gehalt an Adenosin, welches den
~oxidative burst® der PMN via Adenosin-Rezeptoren unterdriicken kann, ist das
Signal der H,O,-Bildung bei Aktivierung der NADPH-Oxidase kaum zu detektieren.
Weiterhin kdénnen Substanzen wie Vitamine oder Nukleotid-Abkémmlinge die
Aufzeichnung des ,oxidative burst* unmdéglich machen, so dall die
Biolumineszenzmessung in Hanks-Puffer vorgenommen wird. Die Anzahl der
Neutrophilen ist mit 500 000 PMN pro Probe konstant. Myozyten werden im
Verhaltnis 1:10 zugesetzt, d.h. 50 000 Myozyten pro MeRRréhrchen.
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3.4. Lichtmikroskopische Darstellung

Die Zellkultur der Myozyten wird mittels Lichtmikroskopie betrachtet. Die
lichtmikroskopischen Abbildungen sind mit VergrolRerungen von 50- bis 250fach
aufgenommen. Es sind Nativpraparate ohne Farbung. Mit einer Vergrolierung von
100- bis 150fach sind die PMN in der Kokultur gut erkennbar. Einige Abbildungen
(Abb. 17 a, b, ¢, d, Abb. 18 und 19) entstehen durch Ausschnittsvergré3erungen im
Photolabor.

3.5. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wir mittels des Statistikprogramms ,,Solo* fur Windows
vorgenommen. Die Summe der Einzelsignale wahrend einer Messung (das Integral
unter der Kinetikkurve) ergibt den Ausgangswert, angegeben in cps (counts per
second). Dieser Wert wird in Beziehung gesetzt zur Kontrollmessung und in Prozent
angegeben, dabei wird die Referenzprobe gleich 100% gesetzt. Die Referenzprobe ist
in den durchgefuhrten Versuchen jeweils: fMLP aktivierte PMN und anoxische
Myozyten. ,n“ bedeutet die Anzahl der durchgefuhrten Einzelmessungen, ,,Mean* der
Durchschnittswert der Messungen angegeben in Prozent zur Referenzmessung (fMLP
aktivierte PMN). Die Ergebnisse werden mittels T-test analysiert und die
Standardabweichung als ,Standard Error* und ,Stand. Error of Mean“ angegeben.
Um die Signifikanz der Ergebnisse zu prufen werden noch Equal-Variance-Test und
Aspin Welch-Test als weiterfiuhrende Tests durchgeftihrt; hierbei ist p<0,05 als
signifikant, p <0,001 als hochsignifikant anzusehen.
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4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der Biolumineszenzmessung

4.1.1. Kinetik des ,,oxidative burst“ von fMLP-aktivierten PMN

fMLP ist ein starker Aktivator der NADPH-Oxidase. Die erzeugten Sauerstoffradikale
der aktivierten PMN, insbesondere H2O, diffundieren leicht durch biologische
Membranen und werden mittels Luminol als Lichtsignal detektierbar. Der ,,oxidative
burst® der durch fMLP aktivierte PMN hat eine charakteristische Kinetik. Die
Aktivierung der Oxidase durch fMLP geschieht innerhalb von einigen Sekunden und
hat nach 20-40 Sekunden bereits den Maximalwert erreicht. Ist der Maximalwert
erreicht, Uberwiegt der Abbau der freien Sauerstoffradikale der Produktion und die
Kurve fallt ab, bis sie sich wieder dem Ausgangswert annahert. Eine typische
Kinetikkurve von durch fMLP aktivierten PMN wird in der folgenden Abbildung
dargestellt:

40000 T T T T T T T T T T
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’AAAAA’O A 2,5 nM
30000 } A « 5nM _
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A
A®
20000 } . o -
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0 2 . . . . .
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500000 PMN stimuliert mit fMLP in 1ml Assay
mit 10 U Peroxidase in 0,1 mM Na-Azid

Abb. 3:Kinetikgraph: 500 000 PMN durch fMLP aktiviert
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Auf der x-Achse eines Kinetikgraphen (wie in Abbildung 3) wird die Zeit, und auf der
y-Achse die gebildeten H>O»-Radikale, detektiert als Lichtblitze im Luminol
vermittelten Biolumineszenzassay, aufgetragen. Die Ausbeute der Lichtblitze steigert
sich bei fMLP aktivierten PMN rasch zu einem Maximum, das innerhalb von 20 bis
40 Sekunden erreicht wird. Nach dieser maximalen Aktivierung der NADPH-Oxidase
fallt das Signal wieder ab, um sich nach 120 bis 180 Sekunden dem Ausgangswert
anzundhern. Diese relativ schnell ablaufende Kinetik der freien Radikalbildung
aktivierter PMN wird auch als ,oxidative burst® bezeichnet und entspricht der
Erzeugung und dem Abbau von reaktiven Sauerstoffprodukten innerhalb kirzester
Zeit (hier: bei fMLP als Aktivator 180 Sekunden). In der vorgehenden Abbildung lait
sich auch eine deutliche Dosis-Wirkungs-Beziehung beobachten, d.h. durch héhere
Konzentrationen des Stimulus (fMLP) 148t sich die Radikalausbeute im
Biolumineszenzassay entsprechend steigern. Die Konzentration von fMLP in den
flogenden Messprotokollen ist mit 0,1 uM festgelegt.

4.1.2. Der ,,oxidative burst“ fMLP aktivierter Neutrophiler in

Anwesenheit von normoxischen und anoxischen Myozyten

Dem Biolumineszenzassay mit fMLP aktivierten Neutrophilen werden Myozyten
zugegeben und die Ausbeute an produzierten Sauerstoffradikalen als Kinetikgraph
aufgezeichnet. Das Verhaltnis von aktivierten neutrophilen Granulozyten zu
Myozyten ist mit 500 000 PMN : 50 000 Myozyten konstant mit 10 : 1 festgelegt.
Vergleicht man die Kinetikgraphen und die Integrale der Kurven miteinander, so laf3t
sich deutlich feststellen, dall normoxische Herzmuskelzellen im Assay die freie
Radikaldetektion reduzieren, wahrend anoxische Myozyten den ,burst® zu steigern
vermaogen (jeweils im Vergleich zu der Reaktion von stimulierten PMN allein). Um die
Beziehung zwischen Radikalausbeute und Anoxiedauer zu verdeutlichen, wurde eine
Messung mit 2h anoxischen Myozyten durchgefuhrt.

Mit Beginn des Biolumineszenzassays werden die polymorphkernigen Neutrophilen
durch 0.1 puM fMLP zur Produktion von Sauerstoffradikalen angeregt. Die
Radikalproduktion kann in Anwesenheit von anoxischen Myozyten gesteigert werden,
die Anwesenheit von normoxischen Kardiomyozyten bewirkt eine Dampfung der
Signals.

Die Kontrollkurve von neutrophilen Granulozyten, welche durch fMLP aktiviert
werden, kann durch die Anwesenheit von anoxischen und normoxischen Myozyten in
der Probe modifiziert werden (Z. Szalay 1997).
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Kinetikgraphik mit Zusatz von normoxischen (NMy), 2h und 12h anoxischen Myozyten
(AMy) zum fMLP-Assay mit PMN nach Z. Szalay

Abb. 4: Kinetikgraphik mit Zusatz von normoxischen (NMy), 2h und 12h anoxischen
Myozyten (AMy) zum fMLP-Assay mit PMN (Z. Szalay1997)

Der Vergleich der kinetischen Messungen macht deutlich, dal3 die Ausbeute der freien
Radikalproduktion aktivierter PMN mit der Anoxiedauer der Myozyten im Assay
korreliert. So fuhren zwo6lf Stunden anoxische Myozyten (12h AMy) in der
Biolumineszenzmessung mit aktivierten PMN zur hochsten  Sauerstoff-
radikalausbeute. Die Kurve der 2h anoxischen Myozyten liegt iber dem Kontrollwert
(aktivierte  PMN ohne Myozyten), wobeli normoxische Myozyten (NMy) das
Kontrollsignal sogar zu reduzieren vermoégen (Pufferwirkung normoxischer
Myozyten). In einer zusammenfassenden Statistik, gewonnen durch Vergleich der
Integrale der jeweiligen Kinetikgraphen, ergibt sich das in Abbildung 5 folgende Bild.
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Abb. 5 a: Zusammenfassung der Effekte von normoxischen (NMy), 2h und 12h anoxischen
Myozyten (AMy) zum fMLP-Assay, in einem Histiogramm dargestellt ( Z. Szalay 1997)

Nr. |Bezeichnung | Durch-| Stand. Vergleich | Signifikanz Signifikanz |[n | Stand. Error
schnitt | Fehler (Equal- (Aspin of Mean
(Mean) | (Stand. Variance) Welch)
Error)
1 |NMy 52,5 50 1-3<>0 p=0,001 P=0,007 45 0,75
2 |2hAMy 117,2 | 8,8 1-2<>0 p<0,001 P<0,001 8 311
3 |12h AMy 413,8 | 24,8 2-3<>0 p=0,014 P<0,001 B3 4,3

Abb. 5 b: Statistische Auswertung der Ergebnisse mit normoxischen (NMy), 2h anoxischen
(2hAMY) und 12 h anoxischen Myozyten (12hAMy). Der Referenzwert ist das Signal fMLP
aktivierter PMN in Anwesenheit von anoxischen Myozyten (100%). Welche Gruppen
verglichen werden, ist in der Spalte ,Vergleich" angegeben, die Angaben beziehen sich auf
die Numerierung in der ersten Spalte.
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Die Bildung freier Radikale wird in Anwesenheit von normoxischen Myozyten (NMy)
im Vergleich zur Kontrolle (100%) um 52% vermindert. Dagegen erhoht sich das
Signal in Anwesenheit von 2h anoxischen Myozyten (2h AMy) um 17%, und in
Anwesenheit von 12h anoxischen Myozyten (12h AMy) steigt die Radikalbildung
weiter auf 413%. Die durch fMLP aktivierten PMN reagieren also insbesondere auf
12h anoxische Herzmuskelzellen mit einer Steigerung der Sauerstoffradikalbildung
auf das 4fache im Vergleich zum Kontrollwert. Als Kontrolle (100%) dient hierbei die
Ausbeute von H202 wenn PMN allein durch fMLP angeregt werden (es befinden sich
keine Myozyten im Kontroll-Assay).

4.1.3. Moglichkeiten der Modulation der Produktion freier
Radikale aktivierter PMN

Verschiedene Substanzen sind in der Lage, den ,oxidative burst* aktivierter
neutrophiler Granulozyten zu modulieren. Die eingesetzten Pharmaka bedienen sich
dabei unterschiedlichster Angriffspunkte, um letztlich die NADPH-Oxidase-Aktivitat
zu bremsen oder die gebildeten Radikale als ,scavenger” (Radikalfanger) abzufangen.
Im Biolumineszenzassay kann die Wirkung der eingesetzten Substanzen an einer
Abflachung des Kinetikgraphen bzw. einem kleineren Kurvenintegral, was
gleichbedeutend ist mit einer verringerten Radikalproduktion der PMN (oder im Falle
der Radikalfanger: verminderter Radikaldetektion im Assay wegen der Pufferwirkung
der eingesetzten Substanzen), beobachtet werden. Die hierbei verwendeten Stoffe
konnen funf unterschiedlichen pharmakologischen Gruppen zugeordnet werden: 1)
Proteinkinase C - Inhibitoren: Staurosporin

2) Radikalfanger: SOD (Superoxid Dismutase), Katalase und Glutathionperoxidase
3) Kalziumantagonisten: Verapamil und TMZ bzw.
Trimetazidin mit anti-ischAmischen Eigenschaften
4) B,-Rezeptoren Agonisten: Isoproterenol
5) Adenosin-Agonisten: Adenosin, NECA, PIA und CPA

Alle im Folgenden getesteten Substanzen haben einen EinfluR auf fMLP aktivierte
Neutrophile, so da3 es zu einem deutlich reduzierten ,oxidative burst® und zu einer
Verminderung des Biolumineszenzsignals wahrend der Messung kommt. Dies ist im
Detail im nachsten Abschnitt (4.1.3.1.) an der Wirkung von Staurosporin dargestellit.

Danach weden die verschiedenen Pharmaka eingesetzt, um den massiv gesteigerten
Lourst* der PMN in Anwesenheit von 12h anoxischen Myozyten zu reduzieren: Es
befinden sich fMLP aktivierte PMN und 12h anoxische Myozyten neben der
Testsubstanz in der Probe. Die Wirkstoffe beeinflussen den ,oxidative burst* der
PMN, jedoch ist ein zweiten Effekt wahrend der Messung, namlich auf die Myozyten
nicht auszuschliel3en, was an anderer Stelle noch zu diskutieren ist.
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4.1.3.1. Die Wirkung von Staurosporin auf fMLP-aktivierte PMN

Staurosporin ist ein unspezifischer Proteinkinase C Inhibitor (Santosh 1992 ) und
somit in der Lage, an einem zentralen Punkt die Aktivierung der Neutrophilen zu
bremsen (siehe Abbildung 1). Setzt man Staurosporin dem Assay von fMLP-
aktivierten PMN hinzu, so lalt sich dosisabhéngig der ,oxidative burst"
unterdricken. Abbildung 11 demonstriert den EinfluR von Staurosporin (verwendet in
den Konzentrationen: 10-8, 107, 10-6 und 10-> M) auf die Kinetik des fMLP (0.1uM)
induzierten ,burst* der neutrophilen Granulozyten. Bei dem Vergleich der einzelnen
Kinetikkurven fallt eine dosisabhangige Reduktion des Signals auf. Die Flache unter
der Kurve (d.h. das Integral) entspricht den insgesamt gebildeten Sauerstoffradikalen
wahrend des Zeitintervalles. Unter dem Einflul? von Staurosporin nimmt somit die
Summe der gebildeten Radikale dosisabhangig ab.

120000 : : : : . :
[cpm] K
100000 | Y i
° ':'o
. s e
80000 ¢ o
60000 |*
40000 |°
20000 |
0 il
0
o fMLP aktivierte PMN
- fMLP aktivierte PMN mit Staurosporin (10%,1077,10%,10"°M)

Abb. 6: Der ,respiratory burst* von fMLP aktivierten PMN unter Zusatz verschiedener
Konzentrationen von Staurosporin

Staurosporin (10°M) ist auch in der Lage den massiv gesteigerten ,oxidative burst"
fMLP aktivierter PMN in Anwesenheit von anoxischen Myozyten (12h anoxische
Myozyten) zu vermindern, was in der folgenden Abbildung dargestellt ist. Bei diesem
Histiogramm ist die Summe der detektierten Lichtsignale (welche in den kinetischen
Darstellungen dem Integral unter der Kurve entsprichen) vergleichend dargestellt.

23



[%]

PMVN + AMy

S
i
T
e
T

e
s

T

S
e
)
.
S

0 0

ol
ol

o
o

.

ol
ol

o
o

.

ol
ol

.
R
R

ol
ol

o
o

.

ol
ol

o
o

e
e,
e,

e
o
o

ol
ol

e

e te
I
AL
I
AL
T

.
.

fMLP
+

Staurosporin (10'7M)

.

]
]
]
]
]
]
]
=

.

-

_\x"'\-\.
.

e

.

e
e

e

e

.

e
e
e

e
e

Abb. 7 a:Vergleich der Biolumineszenzassays fMLP aktivierter PMN und 12h anoxischer

Myozyten bei Zusatz von Staurosporin

Nr. |Bezeichnung Mean | Stand. |Vergleich Equal- Aspin n |Stand.
Error Variance Welch Error  of
Mean
1 12h Ay 1943 | 15,8 13 4,38
2 12h  AMy  +|46,7 4,1 1-2<>0 p<0,001 p<0,001 8 144
Staurosporin

Abb. 7 b: Vergleich von 12h anoxischen Myozyten (12hAMy) und 12h anoxischen Myozyten
und Staurosporin im Assay mit fMLP aktivierten PMN (Referenzwert: fMLP aktivierte PMN
mit anoxischen Myozyten, entspricht 100%)

Als Kontrollwert dient in Abbildung 7 a das Signal von fMLP (0.1 pM) aktivierten
PMN in Anwesenheit von 12h anoxischen Myozyten. Staurosporin ist in der Lage, in
einer Konzentration von 107 im Assay mit fMLP aktivierten PMN den ,oxidative
burst®, die insgesamt gebildeten Sauerstoffradikale auf 47% zu senken.
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4.1.3.2. Der Einflul3 von sogenannten Radikalfangern auf den
.respiratory burst”

Radikal-“scavenger” sind in der Lage, die von aktivierten Neutrophilen gebildeten
Sauerstoffradikale abzufangen. Sie beeinflussen die Aktivitat der NADPH-Oxidase
nicht direkt, sondern entfernen die gebildeten Radikale, indem sie eine chemische
Verbindung mit den Sauerstoffprodukten eingehen. Bevor die reaktiven
Sauerstoffprodukte der aktivierten PMN im Assay detektiert werden kénnen, werden
sie bei Zusatz von sogenannten ,scavengern® abgefangen und so der Radikalmessung
im Autolumat entzogen. Zu den so wirkenden Radikalfangern zahlen die Superoxid-
Dismutase (SOD), die Katalase (KAT) und die Glutathionperoxidase (GP). Die
folgende zusammenfassende Statistik zeigt, inwieweit die Radikal-“scavenger” in der
Lage sind, den massiven ,burst‘ der fMLP aktivierten PMN in Anwesenheit von
anoxischen Myozyten zu reduzieren. Als Referenzwert (K=100%) ist die
Radikalproduktion fMLP aktivierter PMN in Gegenwart von 12h anoxischen
Herzmuskelzellen im Histiogramm dargestellt.
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Abb. 8 a: Vergleich von fMLP aktivierten PMN in Anwesenheit von anoxischen Myozyten
(Kontrollwert) und Zusatz von Katalase, SOD und GP

Nr. |Bezeichnung Mean | Stand. |Vergleich Equal- Aspin Stand.
Error Variance |Welch Error of
Mean
1 12h AM 194,3 | 15,8 13 4,38
2 ..+ SOD 28,7 5,6 1-2<>0 p<0,001 p<0,001 |10 1,77
3 .+ CAT 35,8 6,1 1-3<>0 p<0,001 p<0,001 10 1,9
4 ..+ GP 47,5 6,3 1-4< >0 p<0,001 p<0,001 |7 2,38

Abb. 8 b: Statistischer Vergleich von fMLP aktivierten PMN, 12h anoxischen Myozyten
und den jeweiligen Pharmaka: Superoxid-Dismutase (SOD), Katalase (CAT) und
Glutathionperoxidase (GP), der Referenzwert (100%) ist hierbei das Signal von fMLP
aktivierten PMN in Anwesenheit von anoxischen Myozyten
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4.1.3.2.1. Superoxid-Dismutase als Radikalfanger

Die Superoxid-Dismutase ist ein starker Radikalfanger. Wie schon in der
zusammenfassenden Statistik in 4.1.3.2. erkennbar, kann SOD den ,oxidative burst*
um etwa 70% im Vergleich zum Kontrollwert senken. Der folgende Kinetikgraph in
Abbildung 9 veranschaulicht noch einmal exemplarisch die Fahigkeit von SOD, als
Radikalfanger den ,oxidative burst* zu vermindern. Dosisabhangig (Konzentrationen
von 5, 10 und 50 U werden in dem Assay verwandt) gelingt es durch SOD, die
Sauerstoffradikalproduktion der fMLP aktivierten Neutrophilen in Anwesenheit von
12h anoxischen Myozyten zu senken.

[Cpm] T T T T T T T T T T
300000

™
1

20000¢ b i

1oooocLﬁ§° by % _

0 30 60 90 120  15C

. MLP aktivierte PMN + AMy
» fMLP aktivierte PMN + AMy + SOD (5, 10, 50 U)

Abb. 9: Kinetik des ,,oxidative burst* fMLP aktivierter PMN in Anwesenheit von
anoxischen Myozyten (AMy) und Zusatz von SOD zum Assay
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4.1.3.2.2. Verminderung der Radikaldetektion durch Katalase

Die folgende Kinetik, dargestellt in Abbildung 10,

Radikalfanger Katalase in der Lage ist, den ,respiratory burst* von fMLP aktivierten
PMN in Anwesenheit von anoxischen Myozyten zu senken. In dem Diagramm ist die
Wirkung von 5, 10 und 50 U Katalase zum Assay mit anoxischen Myozyten und
aktivierten PMN exemplarisch dargestellt.

200000
[cpm]
150000

100000

50000¢

fMLP aktiviete PMN + AMy

a fMLP aktivierte PMN + AMy + KAT (5, 10, 50 U)

Abb. 10: Kinetik des fMLP Assay in Anwesenheit von anoxischen Myozyten (AMy) bzw.
Zusatz von Katalase (KAT) zur Probe
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4.1.3.2.3. Glutathion-Peroxidase reduziert das Lumineszenz-signal

Glutathion-Peroxidase ist ein starker Radikalfanger, dies zeigt sich an einer
deutlichen Reduktion des Signals von aktivierten PMN in Kombination mit
anoxischen Myozyten im Biolumineszensassay. Dabei vermindert sich der ,oxidative
burst® der fMLP aktivierten PMN in Anwesenheit von Glutathion auf 52%. Die
anderen eingesetzten Radikalfanger (SOD und Katalase) sind der Pufferwirkung von
Glutathion-Peroxidase geringfugig Uberlegen, jedoch ist die Wirkung von GP als
~scavenger” in der Biolumineszenzprobe eindeutig und mit der Fahigkeit, das Signal
um etwa die Halfte zu reduzieren, tiberzeugend.

4.1.3.2.4. Die ,,scavenger” zeigen additive Wirkung

Die verschiedenen Radikal-“scavenger” fangen unterschiedliche Radikalspezies ab
(siehe auch Abbildung 32), indem sie chemische Verbindungen mit den verschiedenen
Sauerstoffprodukten eingehen. So entsteht durch SOD aus dem Sauerstoffradikal O*
Wasserstoffsuperoxid (H,0,) und Sauerstoff (O,), und in Gegenwart von Katalase wird
H,O, in O, und H,O Uberfiuihrt. Diese Tatsache erklart, warum man bei Zugabe von
Superoxid-Dismutase und Katalase zum Biolumineszenzassay den folgenden
additiven Effekt beobachten kann, wie es der zusammenfassende Vergleich in
Abbildung 12 zeigt. Durch Zusatz von SOD und Katalase zur Biolumineszenzprobe
wird der oxidative burst fMLP aktivierter Granulozyten in Anwesenheit von 12h
anoxischen Myozyten weiter auf bis zu 20% gesenkt.
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4.1.3.3. Die Wirkung von Kalziumantagonisten auf den
,oxidative burst”

Physiologische Reaktionen der neutrophilen Granulozyten wie Degranulation,
Migration und der ,respiratory burst® sind kalziumabh&ngige Vorgange. Kalzium
triggert wichtige Stoffwechselvorgéange der PMN und hat eine zentrale Rolle in der
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten. Kalzium ist weiterhin essentiell fur die
Aktivitat einiger Enzymsysteme (z.B. der kalziumabhéngigen Phospholipase D,
Pholpholipase C oder der NADPH-Oxidase) oder fur das Funktionieren von
kontraktilen zytosolischen Zellkomponenten. Durch fMLP kommt es auch zu einer
Erhohung des intrazellularen Kalziumspiegels (durch Eréffnung von Kalziumkanéalen
in der Zellmembran ) der Neutrophilen (Rosales et al. 1992). Dieser Umstand kann
erklaren, auf welche Weise Kalziumantagonisten (hier: Verapamil) den oxidative
burst fMLP aktivierter PMN reduzieren konnen.

Wie zu Beginn erwéhnt ist ein Effekt der getesteten Substanzen neben den PMN auch
auf die anoxischen Myozyten in der Probe nicht auszuschlielen. Theoretisch denkbar
ware es fur die bereits demonstrierten Ergebnisse mit Staurosporin und den
Radikalfangern (KAT, SOD und GP) im Assay; eine positive Wirkung ist aber fur die
folgenden Substanzen aus den pharmakologischen Gruppen der
Kalziumantagonisten, R-Agonisten, Adenosin-Agonisten und im Falle der neuen anti-
ischamischen Substanz nachvollziehbarer, wegen bekannten Wirkungen auf die
Kardiomyozyten. Kalzium spielt eine wichtige Rolle im Zellstoffwechsel und
Energiehaushalt der Myozyten. Durch verschiedene Kandle gelangt Kalzium ins
Zytoplasma: Es existieren Kalzium-Kanale in der auferen Zellmembran und am
sarkoplasmatischen Retikulum (SER) der Zelle. Durch die Anoxie kommt es zu
lonenverschiebungen, was eine Kalziumuberladung und eine Hyperkontraktion der
Herzmuskelzelle zur Folge hat. Die Kalziumantagonisten kénnen eine positive
Auswirkung auf die durch Kalziumuberladung gefdhrdeten anoxischen Myozyten
haben, indem diese Substanzen die kalziumbedingte Hyperkontraktion der
anoxischen Myozyten bessern oder verhindern, schmalern sie die schadigende
Wirkung durch die Anoxie und reduzieren eventuell indirekt die Ausbeute an freien
Radikalen der aktivierten PMN in Gegenwart der anoxischen Myozyten. Verandert
man den Zustand der anoxischen Myozyten konnte dadurch auch die wahrscheinlich
reaktive Sauerstoffradikalproduktion der Neutrophilen verandert werden. Die
eingesetzten Pharmaka wirken also direkt auf die aktivierten PMN, jedoch ist ein
zusatzlicher (positiver) Effekt auf die Myozyten im Assay nicht ausgeschlossen.

Trimetazidin (TMZ) ist eine neuartige anti-ischAmische Substanz mit noch
ungeklarten Wirkungs-mechanismus. Neben dem globalen anti-ischamischen Effekt
auf das Myokard (die mit TMZ behandelten Myozyten Uberstehen ischamische
Situationen besser) schreiben einige  Autoren Trimetazidin  weitere
Wirkungskomponenten im Sinne eines Kalziumantagonisten oder eines ,scavengers®
zu (Tsimoyiannis et al.1993). In einigen Studien (de Leiris 1993 und Fabiani et
al.1992) konnte der positive Effekt von TMZ auf die ischamischen Myokardzellen
gezeigt werden. TMZ fuhrte zu einer verbesserten Energieausbeute (ATP und
Phosphatkonzentrationen in den Zellen blieben erhalten), zu einer Verbesserung der
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Ischamie bedingten Azidose, des weiteren wirkt Trimetazidin membranstabilisierend
und verhindert Schaden an den Mitochondrien der Myokardzellen bei Ischamie (Kay
et al. 1995).

Die Wirkung von Verapamil und Trimathazidin (TMZ) auf den ,burst* aktivierter
PMN in Anwesenheit von anoxischen Myozyten, veranschaulicht folgende
Kinetikkurve in Abbildung 12.

300000
[com] | o Y
250000 ‘ ~, _

}

200000} °

150000

1000004

so000b — . ., ., . . .

0 30 60 90 120 15C
Zeit [min]

« fMLP aktivierte PMN + AMy

» fMLP aktivierte PMN + AMy + VER (107M)

. MLP aktivierte PMN + AMy + TMZ (107M)

. MILP aktivierte PMN + AMy + VER + TMZ

Abb. 12: Kinetikgraphik der Wirkung von Verapamil (VER) und Trimethazidin (TMZ) im
Assay mit fMLP aktivierten PMN und anoxischen Myozyten (AMy)
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4.1.3.4. Die Verminderung des ,,burst” in Anwesenheit des

3,-Agonisten Isoproterenol

Isoproterenol ist ein R,-Agonist an adrenergen Rezeptoren. Auf der Oberflache der
neutrophilen Granulozyten befinden sich unter anderem auch adrenerge Rezeptoren,
die duch Isoproterenol besetzt werden konnen. Isoproterenol verandert den ,burst* der
fMLP aktivierten PMN Uber die Interaktion mit dem Rezeptor und ist in der Lage, die
Aktivitat der NADPH-Oxidase und die Produktion von Sauerstoffradikalen zu
vermindern. Isoproterenol fuhrt via des [3-adrenergen Rezeptors zu einer Aktivierung
der Adenylat Cyklase und somit zu einer Erhohung des intrazellularen cAMP. Der
hohe cAMP-Spiegel bewirkt eine Hemmung der NADPH-Oxidase-Aktivitat (Kilfeather
et al. 1991). Im zusammenfassenden Vergleich der Ergebnisse kann der Zusatz von
Isoproterenol das Signal von aktivierten PMN in Anwesenheit von anoxischen
Myozyten (Kontrollwert) um 48 % reduzieren. An folgendem repréasentativen
Kinetikgraph in Abbildung 14 wird die Fahigkeit von Isoproterenol den ,oxidative
burst zu bremsen, veranschaulicht.
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Abb. 14: I1soproterenol (ISO) als Zusatz zum Assay mit fMLP aktivierten PMN und
anoxischen Myozyten, dargestellt als Kinetikgraph
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Antagonisten auf den ,,burst” aktivierter Neutrophiler

Kontrolle (K): 500000 PMN, 50 nM fMLP



Nr. [Bezeichnung | Mean| Stand.|Vergleich | Equal- Aspin n |Stand.
Error Variance |Welch Error of
Mean

1 12h AMy 194,3 | 15,8 B 4,38

2 12h  AMy +|45,3 7,7 1-2< >0 p<0,001 p<0,00L B 2,7
PIA

3 12h  AMy +|44.4 6,3 1-3< >0 p<0,001 p<0,0017 |2,38
NECA

4 12h AMy.+| 53,3 6,1 1-4< >0 p<0,001 p<0,0017 |2,3
CPA

5 12h  AMy +|35,71 | 5,6 1-5< >0 p<0,001 p<o,00p 7 21
Adenosin

6 12h AMy + AP | 111,5| 10,5 1-6< >0 p=0,002 p=0,001 |7 3,9

Abb. 15 b: statistische Auswertung der Adenosin-Agonisten (NECA, PIA und CPA) sowie des Adenosin-

Antagonisten Aminophillin (AP) im Assay mit fMLP aktivierten PMN und anoxischen Myozyten
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4.2. Ergebnisse der lichtmikroskopischen Beobachtung in
der Co-Kultur

Als Co-Kultur wird hierbei eine Myozytenkultur (anoxisch oder normoxisch)
bezeichnet, der neutrophile Granulozyten zugegeben werden. Die Interaktion der
beiden Zellarten 1aB8t sich gut im Lichtmikroskop beobachten: So kann man
Phanomene wie Adharenz oder Chemotaxis der PMN lichtmikroskopisch erfassen und
mittels der Vitalitatsprifung mit Trypanblau Aussagen Uber das Uberleben oder
Absterben der Myozyten in Anwesenheit der durch fMLP aktivierten Neutrophilen
machen. Vitale Zellen sind in der Lage, bei intakten Membranen den Farbstoff
Trypanblau auszuschlielen, wahrend bei abgestorbenen Zellen die Zellmembranen
fur den Farbstoff durchlassig werden, so dalR diese Myozyten sich blau anfarben. Die
Interaktionen von aktivierten PMN und Myozyten in der Co-Kultur wurden bereits in
der Arbeit von Z. Szalay beschrieben und durch lichtmikroskopische Photographien
untermauert (Z. Szalay, 1997).

Dese Ergebnisse sollen bezuglich der Co-Kultur an dieser Stelle Kkurz
zusammengefalt werden:

1. Normoxische Myozyten Uberleben in der Co-Kultur mit aktivierten PMN langer als
6 Tage, und es zeigt sich zur Kontrollkultur (normoxische Myozyten ohne PMN-
Inkubation) kein Unterschied, was die Absterberate betrifft.

2. Anoxische Myozyten sterben innerhalb 24h nach Co-Inkubation mit aktivierten
PMN ab, wahrend die Kontrollkultur (anoxische Myozyten ohne PMN-Inkubation)
einen Uberwiegenden Anteil an vitalen Zellen Uber einen Zeitraum von mehr als 6
Tagen aufweist.

Die anoxischen Myozyten Uuberleben daher in der Co-Kultur mit aktivierten
neutrophilen Granulozyten deutlich schlechter als normoxische Myozyten, die nicht
von den PMN attackiert werden, oder die den freien Sauertoffradikalen besser
widerstehen kdnnen (im Sinne einer besseren Anpassungsfahigkeit gegentber
Stressoren, hier: Die unmittelbare Nahe zu aktivierten neutrophilen Granulozyten).
Die normoxischen Myozyten sind durch ihr intaktes zellulares Radikalfangersystem
(insbesondere durch das SOD-System) in der Lage, trotz der durch die aktivierten
PMN gebildeten Sauerstoffradikale in der Co-Kultur langere Zeit (> 6 Tage) zu
Uberleben, die normoxischen Myozyten ,puffern die Radikale ab. Die Absterberate
der normoxischen Zellen steigt deutlich durch Pra-Inkubation der Myozyten mit dem
SOD-Inhibitor in der Co-Kultur. Im Biolumineszenzassay zeigt sich analog dazu eine
deutlich vermehrte Radikaldetektion (Z. Szalay,1997).
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Vor der Biolumineszenzmessung werden die Myozyten mittels Zellschaber von der
Kulturschale geloést und in das MeRrohrchen transferiert. Dieser mechanische
Vorgang entfallt bei der Beobachtung der Co-Kultur, denn einmal von der
Kulturschale geloste Myozyten koénnen sich nicht erneut anheften, sie sterben
schneller ab, was eine langere Beobachtung unmdglich machen wirde. Die Myozyten
bleiben also im angehefteten Zustand auf den Kulturschalen, das Medium wird durch
den im Assay verwendeten Hanks-Puffer ersetzt, der Stimulus (fMLP) und die
polymorphkernigen Neutrophilen werden der Kultur zugesetzt. In der Co-Kultur
lassen sich Phanomene wie die Chemotaxis der Neutrophilen anhand einer
Photosequenz dokumentieren.

Zum einen sind die chemotaktisch gesteuerten Bewegungen der aktivierten PMN
interessant die sich im Laufe der Abbildungen verfolgen lassen, zum anderen kann
man ebenfalls eine Reaktion der Myozyten auf die aktivierten Granulozyten
beobachten. Die Myozyten sind 100-150um grofRe Zellen und sind an ihrer typischen
stabchenférmigen Morphologie zu erkennen. Weiterhin sind auf den Abbildungen
auch Myozyten dargestellt, welche eine verdnderte Form aufweisen. Durch
Kontraktion und Umorientierung ihrer intrazytoplasmatischen kontraktilen
Elemente entstehen gedrungenere Zellformen, welche sich soweit verkirzen, daf}
-abgerundete* Myozyten entstehen. Diese kugeligen Zellen erinnern morphologisch
nicht mehr an den urspringlichen typischen Myozyten. Auch die polymorphkernigen
Neutrophilen sind auf den folgenden Abbildungen in groRer Zahl vorhanden, das
Verhaltnis Myozyt zu PMN betragt etwa 1:10. Die Neutrophilen sind als wesentlich
kleinere (Grosse: 8-14pm) runde Zellen zu erkennen. Die folgenden zwei Abbildungen
(Abb. 16a und 16b) vermitteln einen Eindruck, wie die Granulozyten sich in der Co-
Kultur um bestimmte Myozyten sammeln. In den dargestellten Abbildungen zeigt
sich die Adhéarenz der aktivierten Neutrophilen sowohl an stabférmige, als auch an
bestimmte abgerundete Myozyten. Zwischen der Abbildung 16a und der Abbildung
16b liegt eine Zeitspanne von 120 Minuten.
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Abb. 16 a, 16 b : Chemotaxis von fMLP aktivierten Neutrophilen in der Kultur mit
Myozyten innerhalb von 120 Minuten, Vergroferung: 100fach, keine Farbung
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Die folgenden lichtmikroskopischen Aufnahmen (Abbildungen 17a-d) sind mit einer
wesentlich groReren VergroRerung fotografiert und machen die Reaktion der
Myozyten (hier normoxische Myozyten) auf die aktivierten PMN in der Co-Kultur
deutlich. Die Photos sind jeweils in Abstdnden von 30 Minuten aufgenommen und
zeigen, wie sich die dargestellte Gruppe von Myozyten mit zunehmender Zeit
verandert. Die Herzmuskelzellen verklrzen sich, sie erscheinen gedrungener durch
die beginnende Umordnung der Zellfilamente. Anfanglich sind die Zellen noch
stabformig (Abb. 17a), der Endzustand nach 120 Minuten zeigt einen der Myozyten
mit fast schon kugeliger Gestalt (Abb. 17d) als ein Zeichen eines fortschreitenden Zell-
“spreadings” in der Myozytenkultur:

Abb. 17a,b: Myozyten und PMN als AusschnittsvergroRerung (250fache VergréRerung),
Nativpraparat ohne Farbung, Abb. 17b zeigt die Morphologie der Zellen nach 30 Minuten
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Abb. 17c,d: Reaktion von Myozyten auf die Inkubation von aktivierten PMN (zwischen
den Abbildungen liegt jweils eine Zeitspanne von 30 Minuten), Nativpraparat und
AusschnittsvergrofRerung (250fache VergréfRerung)
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Einige Myozyten reagieren auf die Co-Inkubation mit aktivierten PMN mit einer
beschleunigten ,Abrundung®, d.h. die Myozyten veradndern ihre typische Gestalt,
ziehen sich zusammen und werden zu rundlichen Zellen. Die Veranderung der Form
der Myozyten vom stabférmigen zum abgerundeten Zustand, der auch mit dem
Verlust der typischen Querstreifung (Parallele Anordnung von Aktin und Myosin-
Filamenten) einhergeht, ist ein normales Ph&nomen in der Langzeitkultur der
Kardiomyozyten. Dieses von Piper als Zell-“spreading” bezeichnetes Phanomen tritt in
Anwesenheit von aktivierten PMN in der Zellkultur von normoxischen Myozyten
zeitlich eher auf (Piper, 1990 )

Die Wechselwirkungen von aktivierten PMN und Myozyten konnen wie folgt
zusammengefal3t werden:

1. Die aktivierten PMN reagieren auf die Myozyten:

* Biolumineszenzassay: Gesteigerte Radikalproduktion im Fall der anoxischen
Myozyten, verminderte Sauerstoffradikaldetektion bei normoxischen Myozyten.

* Lichtmikroskopie: Chemotaxis und Aggregation in Anwesenheit von anoxische
Myozyten.

2. Die Myozyten reagieren auf die Anwesenheit von aktivierten PMN:

* Biolumineszenzassay: Abpufferung der Radikale durch normoxische Myozyten,
Unvermogen die Radikale abzufangen wegen Schadigung des endogenen
Radikalfangersystems durch die Ischdmie (in-vitro: Anoxie) im Falle der
anoxischen Myozyten.

* Lichtmikroskopie: Beschleunigter Entdifferenzierungsprozeld der normoxischen
Myozyten als aktive Reaktion auf die Co-Inkubation, vermehrtes Absterben der
anoxischen Myozyten in der Co-Kultur von aktivierten PMN.

Weitere Hinweise auf die Interaktion zwischen aktivierten Neutrophilen und
Myozyten liefern Vergleiche der Absterberate von Myozyten (NMy bzw. AMy) in der
Co-Kultur von fMLP aktivierten PMN. Uber das Verhaltnis von vitalen zu
abgestorbenen Zellen sagten die bisher demonstrierten Abbildungen wenig aus. Eine
Methode den Zelltod zu detektieren ist Anfarbbarkeit der Zellen mit dem Farbstoff
Trypanblau zu prufen. Es ist trugerisch, die Gestalt der Myozyten als Kriterium
diesbezlglich zu betrachten und daraufhin Rickschlisse auf die Vitalitat der Zelle
machen zu wollen, denn es gibt z.B verschiedene vitale Formen der Myozyten
(stabformig, abgerundet bis hin zu stark abgeflachten Zellen) im Laufe des
kontinuierlichen Vorgangs des sogenannten Zell-“spreadings®.
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In der folgenden Aufzéhlung sind einige morphologische Zustédnde und deren
Vorkommen (als vitale Zellen (1), und (2) als abgestorbene Zellen) benannt:

+ stabfbérmige Myozyten:

1. Makroskopisch stabformige bzw. ,rod shaped® Myozyten kommen in der
Kurzzeitkultur von Kardiomyozyten unter optimalen Bedingungen vor. Es sind
vitale Zellen, die typische Querstreifung durch Anordnung der Aktin und
Myosin-Filamente ist erhalten. ,Rod shaped” Myozyten in der Kultur kommen
dem in-vivo Zustand der Herzmuskelzellen am nachsten.

2. Im stabférmigen Zustand abgestorbene Zellen sind z.B. vermehrt in der Co-Kultur
von anoxischen Myozyten mit aktivierten PMN zu finden. Hierbei war der
zusatzlich schadigende Einflul} der aktivierten PMN vermutlich so grof3, das
der Myozyt abstirbt und es zu keinerlei aktiven Reaktion mehr auf den
zusatzlichen Stressor (etwa im Sinne einer beschleunigten Abrundung)
kommen kann.

* Abgerundete Myozyten:

1. Abgerundete bzw. entdifferenzierte Myozyten sind z.B in einer Langzeitkultur von
Myozyten unter optimalen Bedingungen zu beobachten. Die Zellen reagieren
aktiv auf die dargebotenen Stressoren in der Kultur (hier die speziellen
Bedingungen der Langzeitkultur) indem sie sich abrunden. Die vitalen Zellen
verlieren ihre fur Myozyten typischen Merkmale wie stabférmige Gestalt und
intrazellulare parallele Anordnung der kontraktilen Filamente.

2. Abgerundete abgestorbene Zellen findet man z.B. vermehrt nach zu langer
Kollagenase-Einwirkung wahrend der Myozytenisolation.

Das bedeutet, die Myozyten kénnen in verschiedenen morphologischen Zustanden
absterben. Folgende Abbildungen (Abb. 28-30) zeigen die Letalitatsprifung mit
Trypanblau, die abgestorbenen Myozyten nehmen den Farbstoff auf und sie sind in
der Schwarz-Weil3-Photographie als die dunkler gefarbten Zellen zu erkennen. Einige
Myozyten sterben, indem sie sich zunachst abrunden, wenn der schadigende Einfluf3
mit der Zeit zunimmt bis er schliel3lich nicht mehr kompensiert werden kann. Ist der
schadigende Faktor zu gro3 kann eine aktive Anpassung der Myozyten nicht mehr
erfolgen und die Zelle stirbt in dem momentanen Zustand ab. Bei starker Schadigung
sogar in der typischen stabférmigen Gestalt der Myozyten.
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Die folgende Abbildung zeigt zwei vitale Myozyten nach 12h PMN-Inkubation. Der
abgerundete Myozyt ist von vier PMN umgeben, dagegen finden sich an dem
stabféormigen Myozyten keine adhéarenten PMN.

&

Abb. 18: zZwei unterschiedliche morphologische Zustande der normoxischen Myozyten
nach einer Inkubation von aktivierten PMN nach 12h, Adharenz der Neutrophilen an einem
abgerundeten Myozyten, Nativpraparat ohne Farbung, AusschnittsvergroRerung (250fache
Vergrolerung)
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Der Abrundungsproze3 der Myozyten ist also eine aktive Reaktion der Zellen auf
extern dargebotene Stressoren. Diese Stressoren konnen unterschiedlich sein (die
Anwesenheit von aktivierten PMN, Stoffwechselprodukte, die sich in der Kultur
anhéaufen, der Zusatz von Serum in der Kultur 0.4.). Diese Stressoren finden sich auch
unter optimalen Bedingungen in-vitro in der Langzeitkultur der Myozyten und fuhren
zum sogenannten Zell-“spreading” der Myozyten, die ca. 5-7 Tage unter normoxischen
Bedingungen kultiviert werden. Myozyten in einer 5-7 Tage alten Langzeitkultur
zeigen die in Abbildung 19 gezeigte Morphologie. Die Zellen nehmen eine kugelige
Gestalt an, sie flachen sich ab, verlieren die intrazytoplasmatische Querstreifung, da
sich die kontraktilen Elemente im Zellkérper umordnen, und das Zytoplasma zieht
sich zu langen Zellauslaufern aus.

Abb. 19: zell-“spreading“ der Myozyten in der Langzeitkultur, Nativpraparat ohne Farbung
als Ausschnittsvergréferung in 250facher VergroRRerung
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Nach  diesen  vorausschickenden  Anmerkungen  Uber  Myozyten  unter
Kulturbedingungen sollen zunachst die morphologischen Unterschiede von
normoxischen und anoxischen Myozyten anhand der folgenden Abbildungen (Abb. 20
und 21) aufgezeigt werden.

Abb. 20: zellkultur normoxische Myozyten, Nativpraparat in 150facher VergroRerung

Die Abbildung zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von unter normoxischen
Bedingungen kultivierten Myozyten. Die muskeltypischen kontraktilen Filamente
(Aktin und Myosin) sind intrazellular parallel angeordnet, woraus sich die typische
Querstreifung ergibt, die lichtmikroskopisch gut zu erkennen ist. Die Myozyten
werden nach der Isolation auf Kulturschalen ausgesat. Das geeignete Medium, M 199,
mit 4% Serum (FKS), begunstigt das Anheften der Myozyten an die mit Laminin
beschichteten Kulturschalen. Dabei sind nur die intakten (,rod shaped”) Myozyten
(Piper 1990) dauerhaft adharent. Durch Wechseln des Mediums (nach 2h wird
Medium 199 ohne FKS verwandt) kénnen nun nochmals ,Nicht-Myozyten* wahrend
der Isolation abgestorbene Myozyten und Zelltrimmer entfernt werden.
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Abb. 21: Zellkultur anoxische Myozyten, Nativpraparat ohne Farbung in 150facher
Vergrolerung

Die anoxischen Myozyten sind im Vergleich zu den normoxischen Myozyten etwas
kontrahierter. Durch die Hyperkontraktion der Sarkomere sind die Zellen in ihrer
Lange etwas kurzer und erscheinen gedrungener. Die Querstreifung ist
lichtmikroskopisch gut zu erkennen, die Sarkomere haben sich durch die Kontraktion
verkirzt. AuBer der Hyperkontraktion fallen keine lichtmikroskopisch beurteilbare
Veranderungen durch die Anoxie auf. Das Medium 199 (mit dem Indikator Phenolrot)
wechselt mit zunehmender Anoxie die Farbe von Rot tiber Orange nach Gelb, bedingt
durch die Stoffwechselumstellung der anoxischen Myozyten, die zu einer Azidose
fahrt.
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Abb. 22: Zellkultur normoxischer Myozyten mit PMN-Inkubation nach 1h, Nativpraparat
ohne Farbung in 100facher VergrofRerung

Die Abbildung 22 zeigt eine Kultur von normoxischen Myozyten nach der Inkubation
mit aktivierten PMN nach einer Stunde. Die normoxischen Myozyten sind zu 95%
vital, die neutrophilen Granulozyten verteilen sich diffus zwischen den Myozyten.
GrofRe Anteile der Zellpopulation behalten zunachst noch die ,rod-shaped“-Form.
Durch die Trypanblauprobe fallen nur etwa 5% der normoxischen Myozyten als
abgestorben auf.
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Abb. 23: Zellkultur anoxischer Myozyten mit PMN-Inkubation nach 1h, Nativpraparat ohne
Farbung in 100facher Vergrof3erung

Die vorhergehende Abbildung (Abb. 23) zeigt die Co-Kultur von 12h anoxischen
Myozyten mit der Inkubation von aktivierten PMN, aufgenommen nach einer Stunde.
Die aktivierten PMN verteilen sich nicht gleichm&Rig, sie sammeln sich um
bestimmte Myozyten. Die adharenten PMN bilden mit mehreren anoxischen
Myozyten grollere Zellaggregate. Viele der Zellen haben sich abgerundet und sind
nach diesem Vorgang abgestorben, einige der 12h anoxischen Myozyten sind in
stabformigen Zustand abgestorben, was eine spatere Trypanblau-Probe beweist.
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Abb. 24: Zellkultur normoxischer Myozyten mit aktivierten Neutrophilen in der Co-Kultur
nach 24h, Nativpréaparat ohne Farbung in 100facher VergrélZerung

Abbildung 24 zeigt die Co-Kultur von normoxischen Myozyten und aktivierten PMN
nach 24 h. Viele der normoxischen Myozyten konnten die ,rod-shaped“-Form
bewahren. Es lalit sich eine zunehmende Kontraktion der Kardiomyozyten in der
Kultur beobachten. Weniger als 10% der Zellen sind wahrend der 24h Inkubation
abgestorben (Trypanblau wird von diesen Zellen aufgenommen).
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Abb. 25: Zellkultur anoxischer Myozyten mit aktivierten Neutrophilen in der Co-Kultur
nach 24h, Nativpraparat ohne Farbung mit 100facher VergrofR3erung

Die Abbildung 24 zeigt anoxische Myozyten mit aktivierten PMN nach 24h. Der
Grof3teil der Zellen (70-95%) ist wahrend der ersten 12h der Co-Inkubation
abgestorben. Die Zellgrenzen der Myozyten erscheinen etwas unscharf, was auf eine
beginnende Autolyse der Zellen hinweist. In diesem Beispiel einer Co-Kultur sind die
anoxischen Myozyten Uberwiegend in abgerundetem Zustand abgestorben, sie kdnnen
aber auch in stabformigen Zustand absterben, was auf den noch folgenden
Abbildungen zu beobachten ist (Abb. 29-30).
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4.2.1. Radikal - ,,scavenger“ verbessern die Uberlebenschancen

von anoxischen Myozyten in der Co-Kultur mit aktivierten
PMN

Durch den Zusatz von Radikal-“scavengern® (hier am Beispiel SOD) soll versucht
werden, das Uberleben von anoxischen Myozyten in der Co-Kultur mit fMLP
aktivierten PMN zu verbessern. SOD wird in einer Konzentration von 10 U/ml der
Kultur von aktivierten PMN und anoxischen Myozyten zugesetzt und mit der
Kontrollkultur verglichen. Als Kontrolle dient die Co-Kultur mit anoxischen Myozyten
ohne SOD. Die folgenden lichtmikroskopischen Photographien belegen den positiven
EinfluR von SOD auf das Uberleben der anoxischen Myozyten in der Co-Kultur mit
aktivierten Neutrophilen.

Abb. 26: Zellkultur anoxischer Myozyten in Co-Kultur mit aktivierten Neutrophilen und in
Anwesenheit von 10 U/ml SOD nach einer Stunde, Nativpréparat ohne Farbung in 100facher
Vergroflerung

Die Abbildung 26 zeigt eine Co-Kultur von 12h anoxischen Myozyten mit aktivierten
PMN nach einer Stunde. Hierbei fallt auf, dal’3 die anoxischen Myozyten groflitenteils
ihre ,rod-shaped“-Form behalten. Nicht nur in der Morphologie unter dem
Lichtmikroskop, sondern auch in der Vitalitatsprufung mit Trypanblau ndhert sich
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das Ergebnis mit SOD in der Co-Kultur, dem der normoxischen Myozyten an, d.h. viel
weniger Zellen sterben nach der Co-Inkubation mit aktivierten Neutrophilen ab. Bei
den ausgefuhrten Experimenten werden die Substanzen (Radikalfanger,
Adenosinabkémmlinge etc.) gleichzeitig mit den aktivierten PMN auf die
Kulturschale gebracht analog den Biolumineszenz-Experimenten.
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Abb. 27: Die Co-Kultur von anoxischen Myozyten mit Zusatz von 10 U/ml SOD nach 24h,
Nativpraparat ohne Farbung in 100facher VergroRerung

Nach 24 Stunden wird der positive Effekt von SOD in der Co-Kultur von anoxischen
Myozyten und aktivierten PMN noch deutlicher. Wahrend in der Vergleichskultur
(AMy und aktivierte PMN) nahezu alle der kultivierten Herzmuskelzellen
abgestorben sind, finden sich in der Kultur mit Zusatz von 10 U SOD nach 24
Stunden deutlich mehr vitale Kardiomyozyten (30-65% mehr vitale Myozyten). Die
abgebildeten Kardiomyozyten (Abb. 27) zeigen eine beginnende , Entdifferenzierung”,
wobei das Phanomen des Zell-“speadings” deutlicher zu beobachten ist, verglichen mit
der Kultur von normoxischen Myozyten. Vergleichbare positive Effekte ergeben die
Radikal-“scavenger® Katalase und Glutathion-Peroxidase und einige Adenosin
Agonisten. Hierbei erweisen sich die Substanzen, welche bereits im
Biolumineszenzassay als sehr positiv aufgefallen waren (SOD>Katalase>GP,
Adenosin>NECA>PIA>CPA), als besonders potent. Die Ergebnisse des
Biolumineszenzassays korrelieren mit den Beobachtungen der Myozytenkulturen.
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Die folgenden Abbildungen (Abb. 28-30) von mit Trypanblau angefarbten Kulturen
machen nochmals den positiven Einflul der Radikalfanger (hier am Beispiel SOD)
deutlich. Die PMN-Inkubation ist auf den dargestellten Photos eine Stunde lang
erfolgt. Zu bemerken ist, dall besonders in der Kultur von anoxischen Myozyten mit
aktivierten PMN annahernd stabférmige (hyperkontrahierte) Zellen vorhanden sind,
die den Farbstoff Trypanblau aufnehmen. Das Vorkommen dieser Zellen vor allem in
der Kultur von 12h anoxischen Myozyten, kann darauf hinweisen, dal3 die 12h der
Anoxie ausgesetzten Myozyten nicht mehr in der Lage waren, auf den zusatzlich zu
der Anoxie auftretenden Stressor, namlich die attackierenden Neutrophilen aktiv
reagieren zu konnen. Die durch die Anoxie vorgeschadigten Zellen sterben ab, es
findet keine aktive Formverdnderung statt, die ,Entdifferenzierung” unterbleibt.
Durch 10U SOD zur Co-Kultur wird der attackierende Einflul} der gebildeten
Sauerstoffradikale vermindert, das zeigt sich deutlich am Zustand der Myozyten in
der Kultur, der Anteil der vitalen Zellen steigt (wie der Vergleich der folgenden
Abbildungen 28-30), werden 10U SOD zugesetzt.

Abb. 28: Zellkultur normoxischer Myozyten mit aktivierten PMN nach 1h, Trypanblau-
Farbung,150fache VergroRerung
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Abb. 29: Zellkultur 12h anoxischer Myozyten mit aktivierten PMN nach 1h, mit
Trypanblau-Farbung, 150facher VergrofRerung

Abb. 30: zellkultur 12h anoxischer Myozyten mit aktivierten PMN und 10U SOD nach 1h,
mit Trypanblau-Farbung, 150facher Vergroflierung
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5. Diskussion

5.1. Auswahl der Methoden

Mit der nach Piper beschriebenen Methode der Isolierung und Kultivierung von
Myozyten erhalt man eine reine Myozytenkultur nach dem ,Rapid-Attachment-
Modell“(Piper 1990 und Quaife 1991). Die Isolierung der PMN mit der beschriebenen
Methode gelingt, so dal} eine Aktivierung der PMN wahrend der Isolation vermieden
werden kann. Die Reinheit der isolierten PMN-Fraktion ist, wie auch schon in der
Arbeit von Z. Szalay beschrieben, mit Giber 90% gut. Die Zellkultur als Co-Kultur von
aktivierten PMN und Myozyten liefert zusatzliche Hinweise auf die ablaufenden Zell-
Interaktionen mit einem ganzheitlichen Aspekt der Betrachtung.

Die Luminol vermittelte Biolumineszenzmessung zur Detektion des ,oxidative burst*
mit fMLP aktivierten PMN ist eine sensitive Methode zur Erfassung von gebildeten
H»>O»>-Sauerstoffradikalen. Um die Wechselwirkungen zwischen aktivierten PMN und
Myozyten in Anwesenheit verschiedener Substanzen zu beurteilen, eignet sich die
Analyse des ,respiratory burst® der Neutrophilen im Biolumineszenzassay. Die
Aktivierung der Neutrophilen durch fMLP ist hinreichend untersucht, und es lait
sich im Auto-Lumat LB 953 ein reproduzierbares Lichtsignal durch die Vermittlung
des Verstarkers Luminol erzeugen, das der Produktion von H>O> durch die zellulare
NADPH-Oxidase entspricht. Die Reaktion aktivierter PMN in Anwesenheit von
anoxischen Myozyten kann durch die kinetische Messung aufgezeigt werden, andere
gleichzeitig ablaufende Reaktionen (wie Degranulation von spezifischen und
unspezifischen Granula, Interaktionen auf Rezeptorebene, Phagozytosebereitschaft
und Produktion von anderen Radikalspezies wie OH~ und Cl-Verbindungen duch die
Myeloperoxidase) bleiben bei dieser Methode der Betrachtung der Interaktion im
Hintergrund. Diese eventuell parallel ablaufenden Prozesse sind aber nicht zu
vernachlassigen, und es ist anzunehmen, daR sie das Uberleben von Myozyten in der
Co-Kultur mit aktivierten PMN gleichfalls mitbeeinflussen. Als unmittelbares
Produkt der NADPH-Oxidase (durch z.B. fMLP) entsteht ein Superoxid Anion (O2°),
als Folge von sekundaren Reaktionen werden die Sauerstoffradikale Hydrogen
Peroxid (H202), hydroxyl Radikale ("OH) und O gebildet. Luminol detektiert
hauptsachlich H,O, im Assay, inwieweit andere Sauerstoffradikalspezies den ,burst*
beeinflussen ist noch unklar. Das H>05, welches in der Luminol- vermittelten
Biolumineszensmessung detektiert wird, entsteht durch spontane Dismutation aus
O>" als Prakursor. Die Aktivierung der Oxidase fuhrt zur Abgabe von H»O» in
intrazellulare Kompartimente oder in den Extrazellularraum, je nachdem, ob sich die
aktivierte Oxidase im Membransystem, der Zellmembran oder in der Membran von
intrazellularen Vesikeln befindet. Das folgende Schaubild (Abb. 31) macht den
Mechanismus der Detektion der H,O,-Radikale im Biolumineszenzassay mit fMLP
und Luminol deutlich.
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Mechanismus der (A = intrazellular, B = extrazellular) stattfindenden Luminol-
vermittelten Chemilumineszenz in den PMN

Ox = NADPH-Oxidase (aktiviert)
MPO = Myeloperoxidase

1. Fusion von spezifischen (NADPH-Oxidase enthaltenden) und azurophilen (MPO
enthaltenden) Granula

2. Exozytose von Myeloperoxidase (MPO)
3. Diffusion von H,0, durch biologische Membrane

4. Diffusion von Luminol durch Membransysteme

Abb. 31: Die durch die Bilumineszenz sichtbar gemachten H,O,-Radikale und der
Mechanismus ihrer Entstehung
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H>0O»> kann frei die Membranen passieren und so durch Diffusion die Kompartimente
wechseln. Auch Luminol kann durch Diffusion beide Kompartimente erreichen und so
im Biolumineszenzassay die Sauerstoffradikale sowohl intra- wie extrazellular
sichtbar machen (Root et al. 1975). Um allerdings intrazellular die
Chemilumineszenz, vermittelt duch Luminol zu triggern, bedarf es aller
Wahrscheinlichkeit nach der Fusion von spezifischen (Oxidase enthaltenden) und
azurophilen (Myeloperoxidase enthaltenden) Granula (Albrecht et al. 1993). Zur
Detektion von H202 durch Luminol ist ebenfalls die Anwesenheit von
Myeloperoxidase (MPO) auch im Extrazellularraum zur Chemilumineszenz nétig. Die
strenge Abhangigkeit der Luminol vermittelten Chemilumineszenz (LCL) von der
Myeloperoxidase zeigt sich bei der Untersuchung MPO-defizienter Zellen, die keine
oder nur eine geringe LCL aufweisen (Briheim et al. 1984, Dahlgren et al.1982 und
1987). Die Myeloperoxidase ist ein groRes Molekul, so daf es nur durch Exozytose der
azurophilen Granula in den Extrazellularraum gelangen kann. Bei durch fMLP
aktivierten PMN kommt es sowohl zur intra- als auch zur extrazellularen Produktion
von H>O». Inital beobachtet man einen Anstieg innerhalb der ersten zwei Minuten,
der das Resultat der extrazellularen Chemilumineszenz vermittelt von Luminol und
getriggert vom MPO-H>0,-System darstellt. Ein zweiter Gipfel erscheint ca. zehn
Minuten nach der fMLP-Zugabe und resultiert aus einer spater stattfindenden
Chemilumineszenzreaktion in intrazellular gebildetem H2O; (Briheim et al. 1984). In
den bei den Experimenten ausgefuhrten Biolumineszenz-messungen wird nur der
erste, rasch erscheinende Gipfel aufgezeichnet und beurteilt. Wymann standardisierte
die Luminol-vermittelte Chemilumineszenz von fMLP aktivierten PMN mit der
Kombination von extrazellularer Peroxidase und Azid im Assay, um ausschlief3lich
extrazellular gebildetes H>O» als Lichtsignal zu erfassen (Wymann et al. 1987). Azid
ist in der Lage, die zellulare MPO zu blockieren, so dal3 es zur Beeintrachtigung der
globalen Chemilumineszenz kommt. Durch die Anwesenheit von extrazellularer
Peroxidase (HPO) werden Prozesse, welche die Detektion von extrazellularem H0»
in der Luminol vermittelten Chemiluminsezenz zur Folge haben, wieder méglich. Die
standardisierte Methode mit 10 U HPO und Azide (0.1 mM) im Assay mit fMLP
aktivierten PMN erfal3t also selektiv extrazellular gebildetes H>O> als Produkt der
aktivierten NADPH-Oxidase der aktivierten PMN.
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5.2. Interpretation und Kritik der Ergebnisse

fMLP wird in den Experimenten als Stimulus im Assay mit PMN und anoxischen
Myozyten eingesetzt. Die Wirkungen von fMLP, die zur Aktivierung der NADPH-
Oxidase fuhren, wurden bereits in 1.2. dargestellt. Eine zusatzliche aktivierende
Wirkung (in der Abb. 32 nicht aufgezeigt) geht von den im Assay anwesenden
anoxischen Myozyten aus, wie es die Ergebnisse unter 4.1.2. zeigen. In den Versuchen
von Z. Szalay zur Interaktion von PMN und anoxischen Myozyten zeigt sich dieser
stimulierende Effekt als ,zellgebunden®, d.h. es keine aktivierende Wirkung des
anoxischen Inkubates, etwa durch einen von den Myozyten wahrend der Anoxie oder
wahrend der Reperfusions- bzw. Reoxygenierungsperiode in das Medium abgegebenen
I6slichen Faktor nachgewiesen werden (Z. Szalay 1997). Uber welchen Mechanismus
die Aktivierung der PMN durch anoxische Myozyten geschieht, ist noch unklar, aber
vermutlich ist diese Beobachtung durch eine (mdglicherweise relativ unspezifische)
Veranderung der Oberflachenrezeptoren der Myozyten (Z. Szalay 1997: Experimente
mit Membranfraktionen und mit Neuraminidase vorbehandelten Myozyten) wahrend
der Anoxie und durch eine Beeintrachtigung des zellularen Schutzsystems gegentber
gebildeten Radikalen (Z. Szalay 1997: Ergebnisse mit SOD-Inhibitor prainkubierten
Myozyten) erklarbar.

Der (gesteigerte) ,oxidative burst” der fMLP aktivierten neutrophilen Granulozyten in
Anwesenheit von anoxischen Myozyten wird nun durch die Zugabe von verschiedenen
Pharmaka aus unterschiedlichen Substanzgruppen modifiziert. Die folgende
schematische Abbildung verdeutlicht die mdglichen Wirkungsweisen der
verschiedenen Pharmaka, die zur Veranderung des ,oxidative burst® der fMLP
aktivierten PMN in Anwesenheit von anoxischen Myozyten fuhren.

Die Wirkung der eingesetzten Pharmaka auf das Myozytensystem werden in der
nachfolgenden Darstellung in Abbildung 32 aufer acht gelassen und nur die
Wirkungen auf die Aktivierung der NADPH-Oxidase der PMN beleuchtet. Es ist aber
vorstellbar, dal gerade Pharmaka aus der Gruppe der Kalziumantagonisten,
adrenerge Substanzen und Adenosin-Abkémmlinge einen nicht zu vernachlassigenden
Effekt auf den Zustand der Myozyten nach der Anoxieperiode haben. So durfte ein
Teil der positiven Wirkung der verwendeten Substanzen auch auf die direkte
Beeinflussung der anoxischen Myozyten zuriuckgefuhrt werden. Wahrend der
kinetischen Messung ist zwar die Inkubationszeit relativ kurz, aber eine Wirkung
dennoch denkbar. Ein so pharmakologisch unterstitzter Myozyt aktiviert die
neutrophilen Granulozyten vielleicht nicht in dem Male, ist andererseits besser vor
den attackierenden Sauerstoffprodukten geschitzt, was sich z.B. in einem besseren
Uberleben in der Co-Kultur mit aktivierten PMN zeigt. Auf der anderen Seite fallt der
Loxidative burst® der aktivierten neutrophilen Granulozyten durch Modulation mit
den verschiedenen Pharmaka geringer aus, wodurch die anoxischen Myozyten nicht
mehr in dem Male durch Sauerstoffradikale attackiert werden.
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Um die Ergebnisse der kinetischen Messungen strukturierter zu veranschaulichen,
soll das nachfolgende zusammenfassende Modell die Wirkungsweisen der zur
Modulation des ,oxidative burst” eingesetzten Substanzen auf die aktivierten
neutrophilen Granulozyten verdeutlichen (siehe Abb. 32).

CPA—> A.-Rezeptor | —» Chemotaxis R
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Abb. 32: Wirkungsmechanismus der unterschiedlichen eingesetzten Substanzen zur
Modulation des ,,oxidative burst“ am PMN-System

Die Gruppe der Radikalfanger (SOD, Katalase und Glutathionperoxidase) greifen in
ihrer Wirkung am Endprodukt des ,oxidative burst®, den Sauerstoffradikalen an und
gehen Verbindungen mit den reaktionsfahigen Sauerstoffprodukten ein, so dal3 die
Radikalwirkung abgefangen werden kann. SOD férdert die Dismutation des
primaren Produktes der aktiven NADPH-Oxidase, des Superoxid Anions zu H»>O» und
O,. Glutathionperoxidase und Katalase fangen die Wirkungen von einer anderen
Radikalspezies (namlich H2O5, das durch sekundare Prozesse aus Superoxid gebildet
wird) ab. Die Wirkung von SOD im Biolumineszenzassay mit neutrophilen
Granulozyten ist zunachst wiederspruchlich (Semb et al. 1989), aus der auf Seite 3
(Johnston et al.1975) angegebenen Reaktionsformel ist die reduzierende Wirkung auf
das Signal der Luminol vermittelten Chemilumineszenz (LCL) nicht zu erklaren.
Sogar wirde man nach der oben beschriebenen Reaktion durch SOD im Assay eine
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Erhéhung des Signals erwarten, da das Endprodukt H,O, ist. Das Gegenteil ist aber
tatséachlich der Fall: Durch SOD reduziert sich das Signal des ,oxidative burst* im
Luminol  vermittelten = Chemilumineszenzassay  signifikant, diese etwas
wiederspruchlichen Ergebnisse beztglich der SOD-Wirkung beschreiben auch
Dahlgren 1987 ,Takahashi 1991 und Gyllenhammar 1989 in ihren Abhandlungen. Die
Wirkung von Superoxid-Dismutase ist hierbei vermutlich durch eine direkte Wirkung
auf die MPO-abhangige LCL und durch eine Suppression des O, vermittelten Peaks
(siehe 4.1.: Fragliche Beeinflussung des ,burst® durch andere Sauerstoffradikale, z.B.
O,) insbesondere im Extrazellularraum zu erklaren (DeChatelet et al. 1982). Dieser
Effekt ist unabhangig von der Fahigkeit von SOD zur Bildung von H,0, aus O,. SOD
beeinfluRt und hemmt besonders den fMLP-induzierten ersten (extrazellularen) Peak
der LCL und hat weniger Effekt auf den zweiten, intrazellular stattfindenden Peak
(Takahashi et al. 1991). Die Wirkung von SOD auf den “oxidative burst” der PMN im
Assay ist erstaunlich und unabhangig von der Dismutaseaktivitat, durch einen
direkten Einflul auf die Myeloperoxidase abhangige und Luminol vermittelte
Chemilumineszenz zu erklaren. Kettle und Winterbourn beschreiben in ihren Arbeiten
einen direkten EinfluR von SOD auf die Myeloperoxidaseaktivitat (Kettle und
Winterbourn, 1988, 1989 und 1990).Die Wirkungen der unterschiedlichen Adenosin-
Abkdmmlinge auf Aj- und Ao-Rezeptoren auf der PMN-Oberflache werden in dem
Schaubild durch die unterschiedliche Dicke der Pfeile verdeutlicht. Adenosin und
NECA sind Agonisten an A1- und Ax-Rezeptoren, Aminophyllin (AP) der Antagonist
an beiden Rezeptortypen und CPA und PIA zeigen eine grollere Affinitat als
Agonisten zum Aj-Rezeptor. Der Aj-Rezeptor scheint eher die Funktion der
Chemotaxis der Neutrophilen zu beeinflussen, wéhrend der Aj-Rezeptor eine
Wirkung auf den ,oxidative burst® hat (Cronstein et al. 1990 und 1992). Die
Vorstellung, wie der besetzte Adenosin-Rezeptor den ,burst* fMLP aktivierter PMN
zu beeinflussen vermag, ist in der Abbildung durch zwei inhibitorische Pfeile
angedeutet, die frih in den ,second-messenger“-Weg der fMLP-Wirkung eingreifen.
Zum einen wird damit auf die ,Desensibilisierung” des fMLP-Rezeptor-Komplexes und
zum anderen auf die Inhibition der Rezeptorwirkung auf das gekoppelte G-Protein
verwiesen, die von Cronstein vermutet werden (Cronstein et al. 1992).

Zur Wirkungsweise von Verapamil (VER) wurde bereits die zentrale Bedeutung des
Kalzium-Influx in den Stoffwechselvorgangen der neutrophilen Granulozyten. Die
Vorstellung liegt nahe, dal} durch Senkung der Kalziumkonzentration der ,oxidative
burst” der aktivierten PMN zu beeinflussen ist (Rosales et al. 1992).

TMZ ist eine neuartige antiangindse Substanz mit unterschiedlichen
kardioprotektiven Wirkungen (Fabiani et al. 1992). Im Energiemetabolismus der
iIschamischen Myozyten bewirkt Trimetazidin, dald ATP weiter als Energiefieferer
bereitsteht (Kay et al.1995), es beeinflut die Kalziumregulation der Mitochondrien
und begrenzt die Kalziumakkumulation in der ischamischen Zelle (de Leiris et
al.1993), desweiteren wirkt es stabilisierend auf die Zellmembran und eine Wirkung
als Radikalfanger wird diskutiert (Tsimoyiannis et al.1993).
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Isoproterenol ist ein Agonist an R-Rezeptoren und vermittelt die Wirkung Uber ein
G-Protein, der eine Aktivierung der Adenylat Cyclase (AC) folgt. Der Anstieg des von
der Adenylat Cyclase gebildeten cyclischen AMP korrelieret mit einem inhibitorischen
Effekt auf die NADPH-Oxidase-Aktivitat.

Der Proteinkinase C - Inhibitor Staurosporin erweist sich ebenfalls als eine wirksame
Substanz, die freie Radikalproduktion fMLP aktivierter PMN deutlich zu reduzieren.
Dieses Ergebnis betont die zentrale Rolle der Proteinkinase C im ,second-messenger*-
Weg, der zur Aktivierung der NADPH-Oxidase der neutrophilen Granulozyten fuhrt
(Nigam et al. 1992).

Wie das Schaubild (Abbildung 32) verdeutlicht, ist der ,oxidative burst® der
aktivierten PMN durch verschiedene Pharmaka zu beeinflussen, die unterschiedliche
Angriffspunkte  haben. Im  Biolumineszenzassay ergibt sich  folgende
zusammenfassende Darstellung:

Die Radikalfanger SOD, Katalase und Glutathionperoxidase eliminieren
unterschiedliche Sauerstoffprodukte, wodurch ein additiver Effekt bei Einsatz von
SOD und Katalase zu der Probe zu beobachten ist. Im Experiment zeigen SOD und
Katalase eine ausgepragte ,scavenger‘-Wirkung, und sie scheinen in der Fahigkeit
den ,oxidative burst* fMLP aktivierter PMN zu reduzieren der Glutathionperoxidase
etwas uberlegen zu sein. Im Experiment reduzieren SOD und Katalase den H,O,-
burst auf 25 und 30%, wéahrend die Glutathionperoxidase in der Lage ist, die
Radikalproduktion auf 52% herabzusetzen. In der Co-Kultur von fMLP aktivierten
PMN und anoxischen Myozyten &Rt sich der positive Einflull von SOD fiur das
Uberleben der Myozyten im Vergleich zur Kontrolle (anoxische Myozyten und fMLP
aktivierte PMN) entsprechend zeigen. Dieses Experiment kann man als zusatzlichen
Hinweis werten, das die Interaktion von aktivierten PMN und Myozyten (speziell
anoxischen Myozyten) wesentlich duch die gebildeten freien Sauerstoffradikale
bestimmt wird. FAngt man die Radikale durch geeignete ,scavenger® ab, so folgt
daraus ein besseres Uberleben der anoxischen Myozyten, d.h. der hauptsachlich
schadigende Faktor kann durch die Anwesenheit der ,scavenger” abgefangen werden.
Andere zusatzlich schadigende Fahigkeiten der Neutrophilen wie z.B. Degranulation
von proteolytischen Vesikeln scheinen in diesem experimentellen Aufbau (der
Co-Kultur mit fMLP aktivierten PMN) eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Durch Zusatz von Radikalfangern zum fMLP-Assay kann also der ,Schaden®, der den
Myozyten wahrend und nach der Anoxie zugefuhrt wird, herabgesetzt werden. Die
wesentliche Schadigung wahrend der Anoxie beruht wahrscheinlich auf einer
Beeintrachtigung des zellularen Radikalfangersystems und auf einer Veranderung
der Zelloberflache, worauf schon Z. Szalay in seiner Arbeit hinweist (Z. Szalay 1997).
Fugt man dem PMN-anoxische-Myozyten- MeRRsystem nun wieder Radikalfanger
hinzu, so kann der urspringlich dramatisch angestiegene ,oxidative burst* deutlich
und sicher abgeschwéacht werden. Eine Abrundung der Ergebnisse bringen die
Beobachtungen aus der Zellkultur, die ein langeres Uberleben der mit SOD-
behandelten Co-Kultur zeigt, welches schon beinahe mit dem Verhalten von
normoxischen Myozyten in Anwesenheit von aktivierten PMN zu vergleichen ist.
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Die Adenosin-Agonisten fuhren ebenfalls zu einer Reduktion der Radikalbildung
fMLP aktivierter PMN in Anwesenheit von anoxischen Myozyten, wobei sich
Adenosin selbst und die Agonisten an Ajs-Rezeptoren als sehr potent erweisen, aber
auch bei PIA (einem Agonisten an Aj-Rezeptoren) ist eine starke Wirkung
nachzuweisen.

In der Messung der freien Radikale der aktivierten PMN lait sich das Signal durch
Isoproterenol um 50% reduzieren.

Auf die essentielle Rolle des Kalziums in den Stoffwechselprozessen speziell auch bei
den polymorphkernigen Neutrophilen wurde schon mehrfach verwiesen. Uber diesen
Mechanismus wird die Wirkung von Kalziumkanal-Blockern (wie Verapamil) auf die
Aktivitdt der NADPH-Oxidase erklarbar. Im Assay mit aktivierten PMN und
anoxischen Myozyten bewirkt TMZ eine Reduktion der Radikalproduktion. Der
~respiratory burst* der PMN wird in Anwesenheit von TMZ um die Halfte gebremst.
Verwendet man TMZ und Verapamil im Assay lat sich ein additiver Effekt
feststellen. Der Angriffspunkt von TMZ ist nicht allein dem stabiliesierenden Effekt
auf die intrazellulare Kalziumkonzentration zuzuschreiben (Hisatome et al. 1991).
Zusatzlich kommt eine Wirkung als Radikalfanger in Betracht. Wahrend der Messung
bleibt auch der positive kardioprotektive Effekt von TMZ auf die Myozyten nicht aus,
der sich dann indirekt ein einer verminderten Radikalausbeute im Assay bemerkbar
machen kann, denn die Myozyten widerstehen den attackierenden Radikalen besser
wenn man dem Assay TMZ zugibt.

Durch den Zusatz der unterschiedlichen Substanzen zum Biolumineszenzassay kann
Uber verschiedene Wirkungsmechanismen der ,oxidative burst* fMLP aktivierter
PMN in Anwesenheit von anoxischen Myozyten gebremst und somit die Sauertoff-
Radikalproduktion reduziert werden, somit verbessert sich auch der Zustand der
Myozyten in Anwesenheit von aktivierten PMN, und es kommt zueiner langeren
Uberlebenszeit der anoxischen Myozyten in der Kokultur mit aktivierten PMN.
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5.3. Zusammenfassung

Rattenmyozyten werden im Langendorffmodell durch Perfusion des Herzens mit
Kollgenasel6sung isoliert und anschlieend kultiviert. Die isolierten Myozyten werden
zum einen unter normoxischen Bedingungen gehalten, wahrend die andere Halfte der
Myozyten einer 12h-Anoxie ausgesetzt wird. Eine 90%reine PMN-Fraktion wird aus
Rattenblut durch Auftrennung der Leukozyten im Dichtegradienten gewonnen. Durch
fMLP werden die isolierten Neutrophilen aktiviert und der ,oxidative burst* im Auto-
Lumat LB 953 als Biolumineszenzsignal detektiert. Das Signal, das der freien
Sauerstoffradikalbildung aktivierter PMN entspricht, erhoht sich in Anwesenheit von
anoxischen Myozyten. Durch Zusatz von verschiedenen Substanzen, wie z.B. dem
Proteinkinase C - Inhibitor Staurosporin, den Radikalfangern (SOD, Katasase und
Glutathionperoxidase), Kalziumantagonisten, Isoproterenol oder bestimmten
Adenosin-Agonisten, kann der ,oxidative burst® fMLP aktivierter PMN in
Anwesenheit von anoxischen Myozyten deutlich verringert werden. Auch in der Co-
Kultur von anoxischen Myozyten mit aktivierten Neutrophilen zeigt sich eine positive
Wirkung der Pharmaka (hier am Beispiel SOD) auf das Uberleben der Myozyten.
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6. Anhang

6.1. Material

6.1.1. Chemikalien und Material

Wistar Ratten 150 g und 250 g: Stiddeutsche Tierzuchtanstalt, Stuttgart

Kollagenase ,Worthington“ Typ CLS II: Biochrom, Berlin

Dispase (Gradl): Boehringer, Mannheim

CR-Laminin, ECGS: Collaborative Research Incorporation, Bedford, USA

L-Glutanin, myoklonales fotales Kalberserum, Medium 199 mit Hanks-Salz mit
0.35 mg/l NaHCO,, Natrium-pyruvat, Nicht-essentielle Amimosauren (Nicht-ess-AS,
100-fach), Penizillin/Streptomyzin (Pen/Strept., 10 000 U/10 000 pg), MEM Vitamin-
I6sung (100-fach): Gibco, Schottland

Adenin, Allopurinol, BSA (Bovine Serum Albumine = Rinderserumalbumin)
FraktionV (frei von Fettsauren), Kreatin, fMLP (N-formyl Met-Leu-Phe),
Diethyldithiocarbaminsaure, Gelatine, Harnsaure, Heparin-Natriumsalz,

N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-Ethansulfonsdaure (HEPES), Insulin, Isoproterenol,
Luminol (5-Amino-2,3-Dihydro-1.4-Phtalazinedion), Peroxidase (HPO) Typ | vom
Pferd, Natriumpyruvat (Typ Il), D-Ribose, Superoxid-dismutase (SOD), Taurin,
Trypsin, Verapamil: Sigma, Deisenhofen

Dimethylsufoxid (DMSO), Natriumazid: Merck, Darmstadt

Gas Pak Plus TM, Methylenblau-Indikatorstabe: Becton und Dickinson, USA

Carbogen (95% O,, 5% CO): Messer, Griesheim

Percoll: Pharmacia, Schweden
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Trimetazidin (TMZ): Frankreich

Adenosin, Aminophyllin (AP), N6-Cyclopentyladenosin (CPA),
5°-N-Ethylcarboxamidoadenosin (NECA), R (-) N6-(2-Phenylisopropyl)adenosin (PIA):
Research Biochemicals Incorporated (RBI)

Nylonnetze (200 uM Maschenweite): ZBF, Ruschlikon, Schweiz

Sterifilter (Sterifex GV 0.22 uM): Millipore, Frankreich

Kulturschalen (Falkon 3003, 78, 2 cm’), sterile Zentrifugenréhrchen (Blue Max 50 ml,
Falkon 2070, 15 ml): Becton und Dickinson, Lincoln Park, USA

Trypanblau: Biochrom, Berlin

Einmal-Zellschaber, sterile Einmalpipetten, 1, 2, 5, 10, 25 ml: Costar, USA

Autolumat LB 953: Berthold, Wildbad

Melrohrchen, 5 ml (75 x 12 mm Durchmesser): Sarstedt

Einmalspritzen (20 und 2 ml): Braun, Melsungen

Alle ubrigen Chemikalien sind von hdchstem Reinheitsgrad und werden von den
Firmem Merck, Darmstadt, und Sigma, Deisenhofen, bezogen.
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6.1.2. Losungen und Puffer

Losungen und Puffer werden bereitet und anschliel3end steril filtriert.

6.1.2.1 Loésungen und Puffer zur Myozytenisolation

Kollagenase Ldsung:

40 ml KHM mit 0.012% w/v Trypsin, 0.012% w/v Dispase, 200 U/ml Kollagenase
Typ D und BSA bis zu einem Gesamtproteingehalt von 0.27% w/v, 20 pl CaCl
(50 mmol).

Laminin-Ldsung:

10 pg Laminin pro 1 ml Medium 199, aliquotiert und bei -20 Grad Celsius
eingefroren. Die Kulturschalen werden vor der Zellkultivierung der Myozyten mit
Laminin 25 pg/ml Medium 199 beschichtet und fur 2h im Brutschrank bei 37 Grad
Celsius inkubiert.

HEPES-L0Osung (20-fach):

500 mM HEPES; 2 g Albumin in 100 ml Puffer (ph: 7.2).

EARL-Salz

siehe: Piper 1990

Krebs-Henseleit-Medium (KHM)

siehe: Piper 1990

Hepes Earlsalz-Lésung (HES)

siehe: Piper 1990
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Percoll-Gradient 18 (90% Percoll):

63.5 ml Percoll
3.5ml HEPES
3.5ml EARL-Salz

Percoll-Gradient M (Myozyten):

8.5ml Percoll 18

11.5 ml HES

Insulin:

1 mg/ml Insulin-Lésung wird mit 100 ml Medium 199 versetzt, aliquotiert und bei -20
Grad Celsius aufbewahrt.

iFKS (inaktiviertes fotales Kalberserum):

FKS wird im Wasserbad auf 37 Grad Celsius erwdrmt und anschlieend far
30 Minuten auf 56 Grad Celsius erhitzt, aliquotiert und bei -20 Grad Celsius gelagert.
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Medium der Myozyten:

Das Medium 199 der Firma Gibco eignet sich zur Kultivierung adulter
Kardiomyozyten, es ist eine Komposition aus anorganischen Salzen, Aminosauren,
Vitaminen und anderen Komponenten. Dem Medium wird zugesetzt:

a) Medium 199 ohne FKS

Medium 199 190 mi (1:50)
MEM Vitamine 4 ml

Insulin 2 ml (10 pg/ml)
Pen/Strept 2ml| (100 U bzw 100 pg/ml)
Nicht-ess.-AS 2 ml (1:100)

b) Medium 199 mit 4% FKS:

Medium 199 182 mi (1:50)
IFKS 8 ml
MEM Vitamine 4 ml
Insulin 2 ml (20 pg/ml)
Pen/Strept 2ml| (100 U bzw 100 pg/ml)
Nicht-ess.-AS 2 ml (1:100)
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6.1.2.2. L6sungen und Puffer far die Isolation von Ratten PMN

Hanks-Puffer (siehe: Wymann et al. 1987) wird wahrend der Isolation von
neutrophilen Granulozyten in mehreren Isolationsschritten verwendet und ist auch
als Puffer wahrend der Biolumineszenzmessung geeignet.

Percoll-Dichtegradient:

Dichtegrad H.O (ml) NaCl (1.5M) Percoll (ml)
I 1.052 22 4ml 14
Il 1.063 18 4ml 18
I 1075 15 4ml 21
IV 1.085 12 4ml 24
V  1.100 7 4ml 29

6.1.2.3. L6sungen zur Biolumineszenzmessung

Luminol-Ldsung:

Die Endkonzentration im MeRréhrchen mit 1 ml Volumen betragt 0.01 mM. Eine 0.1
mM Luminollésung wird mit Hanks-Puffer und 0.2% DMSO angesetzt und vor Licht
geschutzt.

6.1.2.4. L6sungen und Substanzen zur Aktivierung der PMN

fMLP, ein Peptid aus 3 Aminosauren, ist in der Lage, Neutrophile zur
Radikalproduktion anzuregen. Um eine optimale Detektion der gebildeten
Sauerstoffradikale zu gewahrleisten, wird im in-vitro-Modell Peroxidase und
Natriumazid zugesetzt.

Fur fMLP betragt die Konzentration 0.1 pM in der Probe, fMLP ist in Phosphatpuffer
(PBS) mit 0.2% DMSO gelost.

Dem Assay wird 0.1 mM Natriumazid und 10 U ,horseradish® Peroxidase
(HPO = Meerettich-Peroxidase), beides gelost, in Phosphatpuffer zugegeben.
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6.1.2.5. Modulatoren der Neutrophilen-Funktion

a) Staurosporin:

Staurosporin ist ein Proteinkinase C - Inhibitor und a3t sich gut in PBS lésen. Die
Proteinkinase C ist ein wichtiges Enzym in der Reaktionskette, die schlie3lich zur
Aktivigrung der NADPH-Oxidase fuhrt. Die im Assay verwendete Konzentration liegt
bei 10- M.

b) Radikalfanger:

Radikalfanger sind in der Lage, reaktive Sauerstoffprodukte abzupuffern, indem sie
mit den Radikalen Verbindungen eingehen. Alle drei verwendeten Radikalfanger sind
gut in PBS loslich, die verwendete Endkonzentration in der Probe betragt jeweils
10 U.

b ) Superoxid-Dismutase
b ) Katalase

b,) Glutathionperoxidase

c) Verapamil und Trimetazidin:

Die Endkonzentration der eingesetzten Substanzen betragt 10-’M und wird durch
Verdinnung mit PBS erreicht. Verapamil ist ein Kalziumantagonist, Trimetazidin
(TM2Z) ist ein neues anti-ischamisch wirkendes Medikament mit noch nicht restlos
erforschten Wirkungsweisen.

¢ ) Verapamil

c) TMZ
2

d) Isoproterenol:

Isoproterenol gehdrt zur Gruppe der Katecholaminagonis;cen (speziell an
3,-adrenergen Rezeptoren) und wird in einer Konzentration von 10- M verwendet.

e) Adenosin-Abkémmlinge:

Adenosin wirkt auf spezifische Adenosin-Rezeptoren auf der Zellmembran. Man
unterscheidet zwei Typen von Adenosin-Rezeptoren, die Aj- und Aj-Rezeptoren, die
auch auf der Oberflache von neutrophilen Granulozyten vorkommen. Die in-vitro
Experimenten einsetzbaren Abkdmmlinge des endogenen Adenosin unterscheiden
sich in der Affinitat von den beiden Rezeptortypen. Um die Léslichkeit der
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verwendeten Substanzen in PBS zu verbessern, wird eine geringe Menge (0.2%)
DMSO zugesetzt. Die Konzentration im Biolumineszenzassay betragt dabei 10-7M.

e ) Adenosin Agonisten:

Adenosin: Endogen, A - und A -Rezeptoragonist

N6-Cyclopentyladenosin (CPA): A -Rezeptoragonist

5’-N-Ethylcarboxamidoadenosin (NECA): Agonist an A und A,

R (-) N6-(2-Phenylisopropyl)adenosin (P1A): Agonist an A -Rezeptoren

e ) Adenosin Antagonisten:

 Aminophyllin (AP): Antagonist an A und A,
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Nummer Bezeichnung
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11
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13

14

15

16a,16b

17a-d

Schema der Wirkungsweise von fMLP
Langendorff-Perfusionsapparatur
Kinetikgraph: 500 000 PMN durch fMLP aktiviert

Kinetikgraphik mit Zusatz von 2h und 12h anoxischen Myozyten zum fMLP-
Assay mit PMN

Zusammenfassung der Effekte von 2h und 12h anoxischen Myozyten zum
fMLP-Assay, in einem Histiogramm dargestellt

Der ,respiratory burst* von fMLP aktivierten PMN unter Zusatz verschiedener
Konzentrationen von Staurosporin

Vergleich der Biolumineszenzassays fMLP aktivierter PMN in Anwesenheit
von anoxischen Myozyten (Kontrollwert) und bei Zusatz von Staurosporin

Diagramm: Vergleich von fMLP aktivierten PMN in Anwesenheit von
anoxischen Myozyten (Kontrollwert) und Zusatz von SOD, GP und Katalase

Kinetik des ,oxidative burst* fMLP aktivierter PMN in Anwesenheit von
anoxischen Myozyten und Zusatz von SOD zum Assay

Kinetik des fMLP Assay in Anwesenheit von anoxischen Myozyten bzw. Zusatz
von Katalase zur Probe

Darstellung der additiven Wirkung von SOD und Katalase auf das
Biolumineszenzsignal

Kinetikgraphik der Wirkung von Verapamil und TMZ im Assay mit fMLP
aktivierte PMN und anoxischen Myozyten

Additiver Effekt im Experiment von Verapamil und TMZ als Zusatz um fMLP-
Assay mit anoxischen Myozyten

Isoproterenol als Zusatz zum fMLP-Assay, dargestellt als Kinetikgraph

Histiogramm zur Veranschaulichung der Effekte von PIA, CPA, NECA und AP
im Biolumineszenzassay mit fMLP aktivierten PMN und anoxischen Myozyten

Chemotaxis von fMLP aktivierten Neutrophilen in der Kultur mit Myozyten
innerhalb von 120 Minuten

Reaktion von Myozyten auf die Inkubation von aktivierten PMN (innerhalb von
180 Minuten)
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Zwei unterschiedliche morphologische Zustdnde der normoxischen Myozyten
nach einer Inkubation von aktivierten PMN von 12h, Adhérenz der
Neutrophilen an einem abgerundeten Myozyt

Zell-“spreading” der Myozyten in der Langzeitkultur
Normoxische Myozyten

Anoxische Myozyten

Normoxische Myozyten mit PMN-Inkubation nach 1h
Anoxische Myozyten mit PMN-Inkubation nach 1h

Normoxische Myozyten mit aktivierten Neutrophilen in der Co-Kultur nach
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Anoxische Myozyten mit aktivierten Neutrophilen in der Co-Kultur nach 24h
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(Trypanblaufarbung)

Schaubild, der durch die Biolumineszenz sichtbar gemachten H,O,-Radikale
und der Mechanismus ihrer Entstehung

Schaubild Uber den Wirkungsmechanismus der unterschiedlichen eingesetzten
Substanzen zur Modulation des ,,oxidative burst* am PMN-System
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