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I. Abkürzungsverzeichnis 
 

ACE 

ADP 

Angiotensin-konvertierendes Enzym 

Adenosindiphosphat 

AHA 

AIF 

AIF-1 

AMI 

APAF-1 

American Heart Association 

Apoptose-induzierender Faktor 

Allograft inflammatory factor-1 

Akuter Myokardinfarkt 

Apoptotischer Protease-aktivierender Faktor-1 

APS 

ASS 

ATP 

BAX 

BCA 

BCL 

Ammoniumperoxidisulfat  

Acetylsalicylsäure 

Adenosintriphosphat 

Bcl-2-assoziiertes X Protein 

Bicinchoninsäure 

B-Zell Lymphom 

BSA 

CDNA 

CIRBP 

COX-2 

CPB 

Bovines Serumalbumin 

Komplementäre DNA 

Cold-inducible RNA-binding Protein  

Cyclooxygenase-2 

Kardiopulmonaler Bypass 

DAMP Damage-associated Molecular Pattern 

DEPC 

DNA 

DNTP 

Diethyldicarbonat 

Desoxyribonukleinsäure 

Deoxynukleotide 

DTT Dithiothreitol 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO 

EKG 

Dimethylsulfoxid 

Elektrokardiogramm 

FAM 6-Carboxyfluorescein 

FBS 

GAPDH 

Fetales Kälberserum 

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

HBSS 

HKS 

Hanks‘ Balanced Salt Solution 

Herzkreislaufstillstand 
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HMGB-1 

HSP70 

ICAM-1 

IHK 

IL-1α, -1ß, -6, -10 

I/R 

eNOS 

iNOS 

nNOS 

High Mobility Group Box-1 

Hitzeschockprotein 70 

Interzelluläres Adhäsionsmolekül-1 

Ischämische Herzkrankheit 

Interleukin-1α, -1ß, -6, -10 

Ischämie und anschließende Reperfusion 

Endotheliale NO-Synthase 

Induzierbare NO-Synthase 

Neuronale NO-Synthase 

LDH 

LDL 

LPS 

MCP-1 

mPTP 

mRNA 

MYD88 

NAD(P)H 

NF-κB 

NO 

(N)STEMI 

Lactat-Dehydrogenase 

Low Density Lipoprotein 

Lipopolysaccharide 

Monozyten-chemotaktisches Protein-1 

Mitochondriale Permeabilitäts-Transitions-Pore 

Messenger-RNA (Boten-RNA) 

Myeloid differentiation primary response 88 

Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid(-Phosphat) 

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells 

Stickstoffmonoxid 

(Nicht-)ST-Elevations-Myokardinfarkt 

OGD 

OGD/R 

PARP 

Oxygen-glucose-deprivation, simulierte Ischämie 

OGD und anschließende Reperfusion 

Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 

PBS 

PCI 

Phosphat-gepufferte Salzlösung 

perkutane Koronarintervention 

PCR 

PRR 

PVDF 

RBM3 

Polymerase-Ketten-Reaktion 

Pattern Recognition Rezeptor 

Polyvinylidenfluorid 

RNA-binding motif Protein 3 

RIPA 

RNA 

ROS 

(RT-)PCR 

Radioimmunoprecipitation Assay 

Ribonukleinsäure 

Reaktive Sauerstoffspezies 

(Real-Time) Polymerase-Ketten-Reaktion 
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SD Standard Deviation (Standardabweichung) 

SDS 

SOCS-3 

SPECT 

Sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat) 

Suppressor of cytokine signaling-3 

Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie 

TAMRA 5-Carboxytetramethylrhodamin 

TBE TRIS-Borsäure-EDTA 

TBST Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween 20 

TCA Trichloressigsäure 

TEMED 

TH 

TLR 

TNF-α 

TTM 

Tetramethylethylendiamin 

Therapeutische Hypothermie 

Toll-Like-Rezeptor 

Tumornekrosefaktor-α 

Targeted Temperature Management 
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IV. Abstrakt 
 

Einleitung: Der akute Myokardinfarkt gehört zu den weltweit führenden Todesursachen. Die 

Ischämie und therapeutische Reperfusion des Myokards kann durch Induktion einer 

Zytokinproduktion und Freisetzung Schädigungs-assoziierter Moleküle (DAMPs) zu einer sterilen 

Inflammationsreaktion führen. Therapeutische Hypothermie (TH) hat sich bereits zur 

Neuroprotektion etabliert und stellt, wie in vitro- und in vivo-Studien belegen, auch eine 

vielversprechende kardioprotektive Interventionsmöglichkeit dar. Die zellulären Mechanismen 

der TH sind jedoch noch unzureichend erforscht. In der vorliegenden Arbeit wurden daher sowohl 

der Effekt intraischämisch applizierter moderater TH (33,5 °C) auf die Zellviabilität primärer 

Kardiomyozyten während einer simulierten Ischämie (Oxygen-glucose-deprivation, OGD) und 

anschließenden Reperfusion (OGD/R), als auch die Initiierung der sterilen Inflammationsreaktion 

untersucht. 

 

Methoden: Primäre murine Kardiomyozyten wurden einer 2-, 4- oder 6-stündigen OGD 

(0,2% O2, Mangelmedium ohne Glucose und Serum) ausgesetzt, gefolgt von einer 6-stündigen 

Reperfusion (21% O2, Vollmedium). Moderate TH (33,5 °C) wurde intraischämisch 1 Stunde 

nach Versuchsbeginn induziert und für den gesamten Versuch aufrechterhalten, während eine 

normotherme Versuchsgruppe bei 37 °C inkubiert wurde. Eine normoxische, normotherme 

Gruppe diente als Kontrolle. Der nekrotische Zelltod wurde anhand der LDH-Freisetzung in den 

Zellkulturüberstand quantifiziert, der apoptotische via Caspase-3-Aktivierung in Western-Blot-

Analysen. Ebenso wurde die Genexpression der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1ß, IL-6 und 

TNF-α, der iNOS als Mediator für oxidativen Stress, der anti-apoptotischen Kälteschockproteine 

RBM3 und CIRBP via quantitativer RT-PCR nach 6-stündiger OGD und 12 bzw. 24 Stunden 

Reperfusion untersucht. Die Freisetzung der DAMPs HMGB-1, CIRBP und Hsp70 in den 

Zellkulturüberstand wurde via Western-Blot bestimmt. In Vorversuchen wurden murine RAW 

264.7-Makrophagen mit dem Zellkulturüberstand OGD/R-geschädigter Kardiomyozyten 

inkubiert und inflammatorische Marker via quantitativer RT-PCR analysiert. 

 

Ergebnisse: Mit zunehmender OGD-Dauer ist ein Übergang von Apoptose zu Nekrose 

nachweisbar. TH reduziert beide Zelltodmechanismen signifikant. Die iNOS-Genexpression und 

die Freisetzung der untersuchten DAMPs nehmen korrelierend mit der Nekrose während der 

OGD-Phase zu und können durch TH verringert werden. Während der OGD/R ist die 
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Genexpression weder von IL-1ß, IL-6 noch von TNF-α signifikant reguliert. In der Reperfusion 

steigt die Genexpression von RBM3 und CIRBP signifikant. Die Inkubation von RAW 264.7-

Makrophagen mit dem Zellkulturüberstand OGD/R-geschädigter Kardiomyozyten zeigt in 

Vorversuchen keine Regulation inflammatorischer Marker. 

 

Schlussfolgerungen: OGD/R-geschädigte primäre Kardiomyozyten können durch Freisetzung 

von DAMPs zur Initiierung einer sterilen Inflammationsreaktion beitragen. Moderate TH erhöht 

die Zellviabilität im Vergleich zur normothermen Versuchsgruppe, induziert anti-apoptotische 

Kälteschockproteine, verringert die DAMP-Freisetzung und ist somit ein vielversprechender 

Ansatz zur Kardioprotektion.  
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V. Abstract 
 

Objective: Acute myocardial infarction is one of the leading causes of death worldwide. 

Myocardial ischemia followed by therapeutic reperfusion can induce a sterile inflammatory 

response by enhancing cytokines production and the release of damage-associated molecular 

patterns (DAMPs). Therapeutic hypothermia (TH) has been established for neuroprotection and 

is, as suggested by in vitro and in vivo studies, a promising cardioprotective approach. However, 

the cellular mechanisms of TH remain to be elucidated. In this thesis, we investigated the effect of 

intra-ischemic moderate TH (33.5 °C) on primary cardiomyocytes viability during oxygen-

glucose-deprivation (OGD) followed by simulated reperfusion (OGD/R) and the initiation of a 

sterile inflammatory response. 

 

Methods: Primary murine cardiomyocytes were exposed to 2, 4, or 6 hours OGD (0.2% O2, 

medium without glucose and serum), followed by 6 hours reperfusion (21% O2, complete 

medium). Moderate TH (33.5 °C) was induced intra-OGD 1 hour after experimental start and 

maintained for the remaining duration of the experiment, while the normothermic group was 

incubated at 37 °C. A control group was maintained at normothermic and normoxic condition. 

Cell necrosis was assessed by LDH release and apoptosis by Western Blot for Caspase-3 

activation. Gene expression of pro-inflammatory cytokines IL-1ß, IL-6, and TNF-α, mediator of 

oxidative stress iNOS, and anti-apoptotic cold shock proteins RBM3 and CIRBP were analyzed 

via quantitative RT-PCR after 6 hours OGD, 12 and 24 hours reperfusion. DAMP release of 

HMGB-1, CIRBP, and Hsp70 into the cultured supernatant was determined via Western Blot. 

Moreover, murine RAW 264.7 macrophages were incubated with the supernatant from  

OGD/R-damaged primary cardiomyocytes and inflammatory markers were analyzed by 

quantitative RT-PCR. 

 

Results: Increasing durations of OGD lead to a switch in cell death mechanisms from apoptosis 

to necrosis, which are significantly attenuated by moderate TH. Correlating with necrosis, iNOS 

gene expression and the release of DAMPs increase during OGD and are reduced by TH. No 

significant differences in the regulation of IL-1ß, IL-6, or TNF-α during OGD/R were observed. 

However, RBM3 and CIRBP gene expressions are significantly increased by TH during 

reperfusion. Incubation of RAW 264.7 macrophages with supernatants from OGD/R-damaged 
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primary cardiomyocytes does not result in any observable regulation of inflammatory markers in 

preliminary experiments. 

 

Conclusion: OGD/R damaged primary cardiomyocytes can contribute to the sterile inflammatory 

response by releasing DAMPs. Moderate TH increases cell viability compared to normothermia, 

induces anti-apoptotic cold shock proteins expression, potentially attenuates the release of 

DAMPs, and is therefore a promising approach for cardioprotection. 
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1 Einleitung 
 

1.1 Klinischer Hintergrund 
 

Kardiovaskuläre Erkrankungen gehören zu den führenden Todesursachen weltweit. Eine von der 

„Global Burden of Disease“ durchgeführte Studie konnte darlegen, dass die geschätzte globale 

Prävalenz von Herzkreislauferkrankungen im Jahr 2015 bei etwa 422 Millionen lag. Im selben 

Jahr wurden weltweit etwa 17,9 Millionen kardiovaskulär bedingte Todesfälle verzeichnet, was 

einem Drittel aller Todesfälle entsprach. Darunter war die ischämische Herzkrankheit (IHK) die 

vorherrschende Todesursache (8,9 Millionen Todesfälle), gefolgt vom apoplektischen Insult 

(2,9 Millionen Todesfälle) [1]. 

 

Obwohl in Ländern mit einem hohen sozioökonomischen Index in den letzten Jahrzehnten ein 

stetiger Abfall dieser Erkrankungen beobachtet werden konnte, zeigten Analysen anderer 

Regionen einen deutlich geringeren oder keinen Abfall. Diese Beobachtung korreliert damit, dass 

die IHK zwischen 1990 und 2010 weltweit vom vierten Rang der Ursachen für durch Krankheit 

beeinträchtigte und verlorene Lebensjahre (Disability-Adjusted Life Years) auf den ersten Rang 

stieg und die Prävalenz von Nikotinabusus, Diabetes mellitus und arteriellem Hypertonus, den 

Hauptrisikofaktoren kardiovaskulärer Erkrankungen, steigend ist [1-3]. 

 

Die IHK beruht auf einer für das Myokard ungenügenden Sauerstoffzufuhr, die sich bereits in 

Ruhe (NYHA IV), erst bei körperlicher Belastung mit erhöhtem Sauerstoffbedarf bemerkbar 

machen kann (NYHA II – III) oder gänzlich asymptomatisch verläuft (NYHA I). Ursächlich für 

das Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffbedarf und -angebot sind dabei meist koronare 

atherosklerotische Plaques. Diese entstehen bevorzugt an Gefäßbifurkationen, wo es zu 

turbulenten Gefäßströmungen kommt, die in Patienten mit arteriellem Hypertonus generalisiert 

vorliegen. Durch die chronische Endothelbelastung kommt es zu einer adaptiven Verdickung der 

Intima mit erhöhter endothelialer Permeabilität. Dies begünstigt subendotheliale 

Lipidablagerungen, sogenannte Plaques, die zum einen eine stetige Inflammationsreaktion und 

zum anderen eine Stenosierung und Kalzifikation des betroffenen Gefäßes verursachen. Klinisch 

kommt es zum Bild der Angina Pectoris, einem meist retrosternalen Schmerz, der je nach 

Reproduzierbarkeit, Progredienz, Dauer und Ansprechen auf Nitrate in eine stabile oder instabile 

Form unterteilt wird. Seltener können pektanginöse Beschwerden auch durch Vasospasmen 
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verursacht werden, denen nicht immer eine atherosklerotische Gefäßveränderung zugrunde liegen 

muss [4-7].  

 

Kommt es durch eine Plaqueruptur zu einem thrombotischen Gefäßverschluss, der zu einer länger 

anhaltenden Ischämie und konsekutiv zu einem Untergang von Kardiomyozyten führt, so spricht 

man von einem akuten Myokardinfarkt (AMI). Dieser wird anhand von laborchemischen Markern 

wie unter anderem Troponin T zum einen von einer Angina Pectoris abgegrenzt, zum anderen 

kann durch das EKG ein ST-Elevations-Myokardinfarkt (STEMI) von einem Myokardinfarkt 

ohne Hebung der ST-Strecke (NSTEMI, Non-STEMI) differenziert werden. 

 

Therapeutisch wird eine möglichst schnelle Reperfusion des Infarktareals je nach Verfügbarkeit 

durch eine primäre perkutane Koronarintervention (PCI), eine medikamentöse Fibrinolyse oder 

eine aortokoronare Bypass-Operation bei für eine PCI anatomisch ungünstigen 

Koronarverhältnissen angestrebt. Für bestimmte Pharmaka konnte während des akuten Ereignisses 

und in der Nachsorge bei kurz- bzw. langfristiger Applikation eine Verbesserung der Mortalität 

und Morbidität nachgewiesen werden. Hierzu zählen die antithrombotische Therapie durch duale 

Thrombozytenaggregationshemmung, die Applikation von ß-Blockern, ACE-Hemmern bzw. 

Angiotensin-II-Rezeptor-Inhibitoren, Nitraten, Mineralokortikoid-Rezeptor-Antagonisten und 

Statinen zur Plaquestabilisierung und Optimierung des Lipidprofils. Ebenfalls sollten eine 

Lebensstilanpassung und Risikofaktorkontrolle durch Raucherentwöhnung, diätetische 

Maßnahmen zur Ernährungsumstellung und Gewichtsreduktion, körperliche Aktivität zur 

kardialen Rehabilitation und eine Blutdruckkontrolle erfolgen [8]. 

 

Zu den Frühkomplikationen nach einem AMI zählen neben einer Herzinsuffizienz, Perikarditis 

oder einer myokardialen Dysfunktion des betroffenen Ventrikels vor allem 

Herzrhythmusstörungen. Eine weitere Folge eines AMI können lebensbedrohliche Rupturen 

aufgrund von Myokardnekrosen im Bereich der Herzwand, des Ventrikelseptums oder des 

Papillarmuskels sein. Durch den Fortschritt der PCI ist ihre Inzidenz jedoch fallend [8]. 

 

Trotz der fortgeschrittenen therapeutischen Interventionsmöglichkeiten beim AMI liegt die 

Überlebensrate von Patienten nach einem Herzkreislaufstillstand (HKS) mit Rückkehr des 

Spontankreislaufs bis zur Krankenhausaufnahme nur bei 23,8% und sinkt bis zur 

Krankenhausentlassung sogar auf 7,6% [9]. Eine Ursache dieser hohen Mortalitätsrate stellt das 

sogenannte „Post-Cardiac Arrest“-Syndrom dar, dessen Ätiopathogenese durch ein komplexes 
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Zusammenspiel aus HKS-bedingten Myokard- und Hirnschäden, systemischer Ischämie- und 

Reperfusionsschädigung und begünstigenden Pathologien, die initial zum HKS führten, erklärt 

wird [10]. Die klinische Manifestation dieses Syndroms ist sehr heterogen und stark abhängig vom 

Schweregrad des resultierenden ischämischen Insults der betroffenen Organe, der Ursache des 

HKS und Komorbiditäten des betroffenen Patienten. Sie reicht von Fieber, komatösen Zuständen, 

Krampfanfällen, Arrhythmien und Kreislaufdysregulationen bis hin zum Multiorganversagen und 

Tod [10].  

 

 

1.2 Pathophysiologie des kardialen Ischämie- und 

Reperfusionsschadens 
 

Aufgrund des hohen kontinuierlichen Bedarfs an Adenosintriphosphat (ATP) weisen 

Kardiomyozyten eine hohe Mitochondriendichte auf. Da über 95% des benötigten ATPs durch die 

oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien bereitgestellt wird, ist das Myokard auf eine 

aerobe Stoffwechsellage angewiesen und somit besonders anfällig für Ischämien und Hypoxien 

[11, 12]. Während es kurze ischämische Perioden unter 15 Minuten ohne irreversible Schäden 

tolerieren kann [13], kommt es bei längeren Ischämien zum Untergang von Kardiomyozyten. Die 

schnellstmögliche Reperfusion des ischämischen Myokards ist daher von höchster Priorität, 

jedoch kommt es bei einer plötzlichen Reperfusion auch zu einem nicht unerheblichen 

Reperfusionsschaden, der das ursprüngliche Infarktgebiet zusätzlich vergrößern kann [14]. 

 

 

1.2.1 Ischämie 
 

Dem hohen Energiebedarf entsprechen Kardiomyozyten mit ihrer hohen intrazellulären 

Mitochondriendichte, was sie zur Energiegewinnung an einen aeroben Metabolismus bindet. 

Obwohl hauptsächlich Fettsäuren als Substrate dienen, sind Kardiomyozyten sehr 

anpassungsfähig und können ATP ebenso aus Kohlenhydraten, Aminosäuren und Ketonkörpern 

generieren [12]. Ein kurzfristig erhöhter Energiebedarf des Myokards kann durch Kreatinphosphat 

gepuffert werden, welches seine Phosphatgruppe in einer durch das Enzym Kreatinkinase 

katalysierten Reaktion auf Adenosindiphosphat (ADP) übertragen kann [15].  
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Kommt es im Rahmen einer Ischämie im betroffenen Gebiet zu einer anaeroben Stoffwechsellage, 

kann diese nicht langfristig kompensiert werden, was zu einer raschen Depletion von ATP und 

hochenergetischen organischen Phosphaten führt [11]. Durch das Energiedefizit werden ATPasen 

deaktiviert, darunter auch die Ca2+-ATPase, die Ca2+ nach einer Muskelkontraktion aus dem 

Zytosol transportiert. Durch ihre Inaktivierung akkumuliert Ca2+ intrazellulär und es entsteht ein 

sogenannter „Calcium-Overload“, der wiederum in einer Aktivierung intrazellulärer Proteasen wie 

Calpain resultiert, die Komponenten des Zytoskeletts degradieren und so zu einer Instabilität des 

Kardiomyozyten führen [11]. Durch die nun vorherrschende anaerobe Glykolyse fällt vermehrt 

Lactat an und der intrazelluläre pH-Wert sinkt. Innerhalb kurzer Zeit kommt es durch eine pH-

abhängige verminderte Sensitivität des Troponin C gegenüber Ca2+ zu einer kontraktilen 

Dysfunktion. Um dieser entgegenzuwirken, wird die Aktivität des Na+/H+-Antiporters erhöht, 

Protonen werden nach extrazellulär transportiert, während Na+ intrazellulär ansteigt. Der 

intrazellulär erhöhte Na+-Gehalt kann aufgrund des ATP-Defizits durch die Na+/K+-ATPase 

jedoch nicht ausgeglichen werden und bewirkt infolge des abnehmenden Na+-

Konzentrationsgefälles von extra- nach intrazellulär zudem die Inaktivierung des Na+/Ca2+-

Austauschers, was wiederum das „Calcium-Overload“ aggraviert. Diese Prozesse führen 

intraischämisch schnell zum Untergang von Kardiomyozyten, jedoch werden sie durch den 

zytosolischen pH-Abfall zunächst verlangsamt [11, 16]. 

 

 

1.2.2 Reperfusion 
 

Der Reperfusionsschaden ist definiert als eine durch die Wiederherstellung des koronaren 

Blutflusses verursachte myokardiale Schädigung nach einer Ischämie und kann bis zu 50% der 

endgültigen Infarktgröße ausmachen [17]. Diese Schädigung des Myokards äußert sich durch 

unterschiedliche Phänomene. 

 

Als „myokardiales Stunning“ bezeichnet man eine anhaltende kontraktile Dysfunktion der 

Kardiomyozyten trotz reversiblem intraischämischen Schaden und Wiederherstellung eines 

adäquaten Blutflusses. Es handelt sich hierbei um ein multifaktorielles Phänomen, das unter 

anderem durch die gestörte Calciumhomöostase und die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies 

(ROS) erklärt wird und sich in der Regel innerhalb weniger Tage bis Wochen 
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normalisiert [13, 17, 18]. Ebenso kann es zu Reperfusions-induzierten Arrhythmien kommen, die 

wie das „myokardiale Stunning“ reversibel sind [14]. 

 

Zu den irreversiblen Reperfusionsschäden zählt das sogenannte „No Reflow“-Phänomen. Dies 

beschreibt eine mikrovaskuläre Dysfunktion, die durch eine Schädigung der Kapillaren mit 

beeinträchtigter Vasodilatation, externe Kapillarkompression durch Schwellung des Endothels 

und der Kardiomyozyten oder mikrovaskuläre Obstruktion durch Plaquematerial oder 

Mikrothromben hervorgerufen wird. Sie limitiert die Reperfusion des Infarktareals und ist mit 

einem schlechteren klinischen Outcome assoziiert [13, 14]. 

 

Der Reperfusions-assoziierte Untergang von Kardiomyozyten, die am Ende der Ischämiephase 

noch vital waren, wird als letaler myokardialer Reperfusionsschaden bezeichnet. Ursächlich für 

den letalen Reperfusionsschaden sind unterschiedliche Mediatoren. Bei der Wiederherstellung des 

Sauerstoff- und Substratangebots kommt es zu einer vermehrten Bildung von ROS, unter anderem 

durch die Reaktivierung des Elektronentransports in den Mitochondrien. Andere Quellen der 

ROS-Synthese stellen die endotheliale Xanthinoxidase und die Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-

Phosphat (NADPH)-Oxidase neutrophiler Granulozyten dar. ROS schädigen das reperfundierte 

Myokard über die Öffnung der mitochondrialen Permeabilitäts-Transitions-Pore (mPTP) und 

Störung des sarkoplasmatischen Retikulums, was den intrazellulären Ca2+-Gehalt zusätzlich 

erhöht. Dies beschleunigt die in Kapitel 1.2.1 beschriebenen Folgen des „Calcium-Overloads“ [14] 

und begünstigt Ca2+-induzierte Hyperkontrakturen. Diese innerhalb der ersten Minuten nach 

Reperfusion auftretenden Hyperkontrakturen führen zu kardiomyozytären Membranbrüchen mit 

Zerstörung der Myofibrillenstruktur und werden auch als Kontraktionsbandnekrosen bezeichnet 

[16]. Weitere Schädigungsmechanismen der ROS beinhalten die Lipidperoxidation der 

Zellmembran, Enzymdenaturierung und direkte Schädigung von Desoxyribonukleinsäuren (DNA) 

[14]. 

 

Zusätzlich kommt es durch die Aktivierung des Elektronentransports und des mitochondrialen 

Potentials zu einem Influx von Ca2+-Ionen in die Mitochondrien über einen Uniporter, was ebenso 

wie die ROS zu einer Öffnung der mPTP führt [14]. Auch die schnelle Wiederherstellung des 

physiologischen pH-Wertes durch die Stimulation des Na+/H+-Austauschers und des Na+/HCO3--

Symporters führt zur Öffnung der mPTP, einem nicht-selektiven Kanal der inneren 

Mitochondrienmembran, der in der Pathophysiologie des letalen Reperfusionsschadens eine 

zentrale Rolle einnimmt und dessen Öffnung zur Depolarisation der Mitochondrienmembran mit 
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Entkopplung der Atmungskette, ATP-Verlust, Zelluntergang und Freisetzung der pro-

apoptotischen Proteine Cytochrom C und Apoptose-induzierender Faktor (AIF) führt [14, 19, 20].  

 

Die genannten Komplikationen treten typischerweise innerhalb der ersten Minuten nach 

Reperfusion auf, jedoch kann es auch zu einem späten myokardialen Reperfusionsschaden 

kommen, dessen Initiierung schon in der Ischämie- oder frühen Reperfusionsphase beginnt. Zu 

den begünstigenden Faktoren eines späten Reperfusionsschadens zählt unter anderem eine den 

AMI begleitende Inflammationsreaktion, die das therapeutische Zeitfenster zur Reduktion des 

Infarktareals potentiell erweitert [14]. 

 

 

1.3 Sterile Inflammationsreaktion und DAMPs 
 

In der frühen Reperfusionsphase kommt es unter anderem zu einer erhöhten Produktion und 

Freisetzung von ROS, Zytokinen und Adhäsionsmolekülen. Neben der direkten Schädigung von 

Zellstrukturen und der DNA (siehe Kapitel 1.2.2) wirken ROS chemotaktisch, rekrutieren 

neutrophile Granulozyten sowie Monozyten und Makrophagen zum Infarktareal und initiieren 

somit eine Inflammationsreaktion [21]. Da diese Inflammation ohne die Anwesenheit pathogener 

Erreger ausgelöst wird, spricht man auch von einer sterilen Inflammationsreaktion. Typische 

Promotoren stellen die Zytokine Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-1ß (IL-1ß) und 

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) dar, die einerseits von den geschädigten Zellen selbst, andererseits 

auch von den rekrutierten immunkompetenten Zellen sezerniert werden können. 

 

Bei der Initiierung und Unterhaltung der Inflammation spielen auch sogenannte Schädigungs-

assoziierte Moleküle (damage-associated molecular patterns, DAMPs) eine Rolle. Hierbei kann es 

sich neben den bereits beschriebenen Zytokinen auch um andere Moleküle wie beispielsweise 

ADP/ATP oder Proteine handeln. Diese Proteine gelangen im Rahmen des Ischämie- und 

Reperfusionsschadens über unterschiedliche Mechanismen nach extrazellulär, wo sie an Pattern 

Recognition-Rezeptoren (PRR), unter anderem den Toll-Like-Rezeptoren (TLR), benachbarter 

oder immunkompetenter Zellen binden und über den Transkriptionsfaktor „Nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B-cells“ (NF-κB) die Synthese von Zytokinen stimulieren. Dies 

trägt zur Aufrechterhaltung der Inflammationsreaktion bei [22]. 
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1.3.1 High Mobility Group Box-1 (HMGB-1) 
 

Das High Mobility Group Box-1 (HMGB-1) Protein ist ein nukleäres, Chromatin-bindendes 

Protein. Es ist in der Lage mit bestimmten Transkriptionsfaktoren zu interagieren, deren Affinität 

zur DNA zu erhöhen und somit die Transkription von Genen zu erleichtern [23]. Es wird von 

aktivierten Monozyten und Makrophagen sezerniert, kann jedoch auch passiv von nekrotischen 

Zellen in den Extrazellularraum freigegeben werden [24, 25]. In vitro Experimente von 

El Mezayen et al. konnten nachweisen, dass die Stimulation humaner THP-1-Makrophagen bzw. 

-Monozyten mit Lipopolysacchariden (LPS), einem Oberflächenmolekül gramnegativer 

Bakterien, zu einer stärkeren Induktion der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-α, IL-6 und 

IL-8 führte als die Stimulation mit einem nekrotischen Zelllysat allein. Die Applikation von 

Antikörpern zur Neutralisierung der Proteine HMGB-1 und Hitzeschockprotein 70 (Hsp70), die 

beide im Zelllysat nachgewiesen wurden, konnte den nach LPS-Stimulation beobachteten Anstieg 

an Zytokinen wieder aufheben und die Inflammationsreaktion somit reduzieren [25]. 

 

 

1.3.2 Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) 
 

Intrazelluläres Hsp70 inhibiert sowohl die Caspase- als auch die AIF-abhängige Apoptose und hat 

somit eine entscheidende zytoprotektive Funktion [26, 27]. In vorherigen Projekten der 

Forschungsgruppe konnten Krech et al. zeigen, dass die Proteinexpression von Hsp70 in atrialen 

HL-1-Kardiomyozyten nach 6-stündiger simulierter Ischämie durch moderate Hypothermie von 

33,5 °C sowohl im Zytosol als auch in Mitochondrien signifikant gesteigert wird [28]. Seine 

Expression wird auch durch Stressoren wie Hitzestress, Inflammation oder Zellschädigung 

stimuliert, da Hsp70 neben seiner anti-apoptotischen Funktion auch als Chaperon für die korrekte 

Faltung von Proteinen und die Verhinderung von Proteinaggregation zuständig ist [29]. 

Im Rahmen zellulärer Schädigung kann es zu einer Freisetzung von Hsp70 nach extrazellulär 

kommen. Dies kann entweder passiv oder auch aktiv durch stimulierte Monozyten/Makrophagen 

erfolgen [25]. Dort bindet es an die TLR-2 und -4 und wirkt über die „Myeloid differentiation 

primary response 88“ (MyD88)-abhängige Signalkaskade mit konsekutiver Aktivierung von 

NF-κB und Freisetzung von Zytokinen pro-inflammatorisch [29, 30]. Somit ist es, wie in 

Kapitel 1.3.1 beschrieben, wesentlich an der Entstehung einer Inflammationsreaktion beteiligt. 



 
20 

Zudem belegen in vitro durchgeführte Experimente von Mathur et al., dass extrazelluläres Hsp70 

über den TLR-2 kontraktile Dysfunktionen in HL-1-Kardiomyozyten begünstigt [31]. 

 

 

1.3.3 Cold-inducible RNA-binding Protein (CIRBP) 
 

Das Cold-inducible RNA-binding Protein (CIRBP) ist ein nukleäres Protein dessen Expression 

durch unterschiedliche Stimuli, unter anderem Hypoxie und Kälte [32, 33], hochreguliert wird. 

Intrazellulär supprimiert es Signalwege der mitochondrialen Apoptose [33, 34] und übernimmt 

Ribonukleinsäure (RNA)- bzw. DNA-konservierende Funktionen. Während einer Hypothermie 

unterstützt es die korrekte Translation bestimmter „messenger“ RNA (Boten-RNA, mRNA) und 

ist für die post-transkriptionelle Regulation unterschiedlicher Transkripte zuständig, indem es an 

sie bindet, was ihre Stabilität erhöht, und die Initiierung ihrer Translation beschleunigt [35]. Die 

anti-apoptotische Wirkung von CIRBP konnte bereits in Tiermodellen bestätigt werden. So zeigte 

eine im Jahr 2016 publizierte Studie von Wang et al. in einem Rattenmodell, dass eine Kühlung 

der Tiere auf eine Temperatur von 31 ± 0,5 °C nach einem Schädel-Hirn-Trauma die Apoptose 

in bestimmten Hirnregionen supprimiert, während in denselben Regionen die CIRBP-mRNA- und 

-Proteinexpression erhöht ist. Ferner wurde durch eine Inaktivierung des CIRBP-Gens dieser anti-

apoptotische und vor allem neuroprotektive Effekt wieder aufgehoben [36]. 

 

Bei zellulärem Stress kommt es einerseits zu einer Methylierung und Translokation von CIRBP in 

das Zytosol, wo es an mRNAs bindet, die für Stress-induzierte Moleküle kodieren, aber auch in 

sogenannten Stressgranula konserviert wird [35]. Andererseits kann CIRBP im Rahmen zellulärer 

Schädigung auch nach extrazellulär freigesetzt werden, wo es als DAMP pro-inflammatorische 

Funktionen erfüllt, indem es die Sekretion von TNF-α und HMGB-1 stimuliert, die wiederum 

andere pro-inflammatorische Zytokine hochregulieren [35]. 

 

Auch in der Klinik spielt extrazelluläres CIRBP eine immer wichtiger werdende Rolle. So konnte 

eine klinische Studie von Zhou et. al zeigen, dass hohe Plasmalevel von CIRBP in septischen 

Patienten mit einem schlechteren Outcome im Sinne eines erhöhten APACHE II und SOFA-

Scores und einer erhöhten Mortalität korrelierten [37]. 
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1.4 Zelltodmechanismen 
 

Die in Kapitel 1.2 beschriebene Pathophysiologie des Ischämie- und Reperfusionsschadens und 

auch die Inflammationsreaktion führen letztlich zum Untergang des Kardiomyozyten. Der Zelltod 

kann dabei in zwei wesentliche Mechanismen unterteilt werden, denen wiederum unterschiedliche 

Signalkaskaden zugrunde liegen. 

 

 

1.4.1 Apoptose 
 

Die Apoptose ist ein programmierter Zelltod, der durch interne und auch externe Stimuli initiiert 

werden kann. Zu den internen Auslösern zählen unter anderem hypoxischer oder oxidativer Stress 

und Nährstoffmangel, die zu einer Freisetzung von Cytochrom C, einem Bestandteil der 

mitochodrialen Atmungskette, und AIF aus dem Mitochondrium in das Zytosol führen. Diese 

mitochondrialen Proteine führen zu einer Aktivierung apoptotischer DNasen und Proteasen, unter 

anderem Caspasen, die die intrinsische apoptotische Signalkaskade einleiten [38]. Dies geschieht 

über die Formierung des sogenannten Apoptosoms, welches durch die Komplexbildung von 

Cytochrom C mit dem apoptotischen Protease-aktivierenden Faktor-1 (Apaf-1) und ATP entsteht 

und über die Aktivierung der Caspase-9 die intrinsische Apoptose initiiert [39, 40]. Die 

Freisetzung des Flavoproteins AIF aus dem Mitochondrium leitet dagegen eine  

Caspase-unabhängige intrinsische Apoptose über die Kondensation von Chromatin und  

DNA-Fragmentierung ein [41]. 

 

Auch Proteine der „B-Cell Lymphoma“ (Bcl)-Familie spielen in der Regulation der intrinsischen 

Apoptose eine entscheidende Rolle. Die Vertreter dieser Gruppe lassen sich in pro-apoptotische 

(Bax, Bak) und anti-apoptotische (Bcl-2, Bcl-xL) Proteine unterteilen. Während Bcl-2 und 

Bcl-xL als Bestandteile der äußeren Mitochondrienmembran das Membranpotential stabilisieren 

und die Membranintegrität aufrechterhalten, kommt es bei erhöhter Expression von Bax und Bak 

zur Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran mit konsekutiver Aktivierung von 

Caspasen. Das relative Verhältnis der pro- und anti-apoptotischen Vertreter der Bcl-Familie 

zueinander bestimmt daher über die Initiierung oder Inhibierung der Apoptose [42]. 
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Die Bindung bestimmter extrazellulärer Moleküle an Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Familie, wie 

zum Beispiel den TNF-Rezeptor-1 oder den Fas-Rezeptor, führt dagegen zur Aktivierung der 

extrinsischen Apoptose. Einige Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Familie binden auf ihrer 

zytosolischen Seite sogenannte „Todesdomänen“, die nach Bindung eines extrazellulären 

Signalmoleküls an den Rezeptor über Adaptermoleküle „Todeseffektordomänen“ rekrutieren und 

mit Aktivierung der Caspase-8 die Apoptose einleiten [43]. 

 

Extrinsische und intrinsische Apoptose sind folglich wesentlich abhängig von Caspasen, einer 

Familie von Endoproteasen, die Peptidbindungen in einer Cystein-abhängigen Reaktion 

kaskadenartig spalten [44]. Diese können grob in zwei Wirkungsbereiche eingeteilt werden: Die 

Caspasen-1, -4, -5 und -12 erfüllen inflammatorische Funktionen, während -3, -6, -7, -8 und -9 an 

den zellulären Prozessen der Apoptose beteiligt sind. Die apoptotischen Caspasen können 

wiederum unterteilt werden. So induziert die Aktivierung der Caspase-9 den intrinsischen 

apoptotischen Zelltod, während die Aktivierung der Caspase-8 zu Beginn der extrinsischen 

Signalkaskade steht. Die gemeinsame Endstrecke beider Signalwege wird durch die Caspasen-3, 

-6, und -7 gebildet [44]. Die kaskadenartige Spaltung der Caspasen ist ein energieabhängiger 

Prozess, der somit ein kennzeichnendes Merkmal der Apoptose darstellt. Am Ende der 

Signalkaskade steht eine Zellschrumpfung, gefolgt von einem geordneten Abbau der 

Zellbestandteile und nukleärer DNA in einzelne, von Plasmamembran umhüllte Vesikel, die von 

Makrophagen abgebaut werden. 

 

 

1.4.2 Nekrose 
 

Der nekrotische Zelltod ist im Gegensatz zur Apoptose nicht primär ATP-abhängig und ist durch 

eine Schwellung der Zelle mit Diskontinuität der Plasmamembran, Verlust energiereicher 

Phosphate und mitochondriale Schwellung charakterisiert, die letztlich die Öffnung der mPTP mit 

Anstieg des zytosolischen Calciumgehaltes zur Folge hat [45, 46]. Da durch die Disruption der 

Plasmamembran intrazelluläre Proteine und Zellorganellen nach extrazellulär gelangen und so 

kein in Vesikel geordneter Abbau durch Makrophagen stattfinden kann, kommt es beim 

nekrotischen Zelltod zu einer inflammatorischen Umgebungsreaktion. 
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1.5 Therapeutische Hypothermie 
 

Hypothermie bezeichnet den Zustand einer erniedrigten Körperkerntemperatur unter 36 °C bei 

Erwachsenen. Hierbei unterscheidet man die ungewollte, „akzidentelle Hypothermie“ von der 

gezielten Senkung der Körpertemperatur, die als „induzierte Hypothermie“ bezeichnet wird. 

Werden bei der induzierten Hypothermie potentiell schädliche Nebenwirkungen der Kühlung 

kontrolliert oder gar ausgeschaltet, spricht man auch von einer „therapeutischen Hypothermie“ 

(TH) [47]. Da jedoch nicht nur die Zieltemperatur selbst, sondern auch das Temperaturprofil von 

Bedeutung ist, hat sich im klinischen Sprachgebrauch der Begriff des „Targeted Temperature 

Managements“ (TTM) etabliert. Die Bezeichnung TTM umfasst die drei kontrollierten Phasen des 

Temperaturprofils: eine Phase der Induktion, der Aufrechterhaltung und der Wiedererwärmung 

[48]. Die Einteilung der Hypothermie richtet sich nach der gewünschten Zieltemperatur [47]: 

 

Tabelle 1: Einteilung der therapeutischen Hypothermie 

Therapeutische Hypothermie Temperatur 
mild 34 °C – 35,9 °C 
moderat 32 °C – 33,9 °C 
moderat-tief 30 °C – 31,9 °C 
tief < 30 °C 

 

 

1.5.1 Klinische Anwendungsbereiche der therapeutischen Hypothermie 
 

Die Hypothermie zählt zu den ältesten Verfahren der Organprotektion deren positiven Effekte 

bereits vor über 5000 Jahren und zu Zeiten von Hippokrates beschrieben wurden [49, 50]. In der 

Klinik hat sie sich bis heute vor allem in der Neuroprotektion etabliert und findet bei der Therapie 

der perinatalen Asphyxie, nach einem HKS bei Erwachsenen und bei operativen Eingriffen mit 

kardiopulmonalem Bypass (CPB) Verwendung [51-56]. 

Um eine Senkung der Körperkerntemperatur zu erreichen, kann entweder die sogenannte 

Oberflächenkühlung durch beispielsweise Wassermatten, Kühljacken, mit Luft gefüllten Decken 

oder Kühlpads angewandt werden. Mehr Erfahrung erfordert dagegen die invasive, endovaskuläre 

Kühlung via Katheter mit der die Zieltemperatur jedoch schneller erreicht werden kann [49]. 
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1.5.1.1 Therapeutische Hypothermie und Kardioprotektion 
 

Obwohl sich die TH vor allem zur Neuroprotektion etabliert hat, stellt sie auch einen 

vielversprechenden therapeutischen Ansatz zur Kardioprotektion beim AMI dar. So wird TH in 

Form von kalten Kardioplegielösungen oder lokaler Kühlung bereits bei kardiochirurgischen 

Eingriffen verwendet und auch zu transplantierende Organe werden während des Transportes 

gekühlt, um die durch Ischämie verursachten Schäden zu minimieren [56, 57]. Tierstudien in 

sowohl Hunden, Kaninchen als auch in Schweinen zeigen, dass die Applikation von TH das 

Infarktareal in unterschiedlichen Myokardinfarktmodellen reduzieren kann [58-62]. Dabei führt 

die Senkung der Körpertemperatur in einem Bereich von 35-42 °C pro 1 °C zu einer Verkleinerung 

des Infarktareals um 10-20% [62, 63]. Während ältere Versuche noch Temperaturen im Bereich 

der tiefen Hypothermie verwendeten, zeigen vor allem Versuche im Bereich moderater 

Hypothermie keine Beeinträchtigung der Myokardfunktion [60, 61]. 

 

Auch der Zeitpunkt der Kühlung spielt bei der Kardioprotektion eine entscheidende Rolle. Ein 

starker protektiver Effekt konnte insbesondere in Tierstudien nachgewiesen werden, die eine 

Kühlung bereits vor Beginn des ischämischen Insults induzierten [57]. Dies mag bei geplanten 

kardiochirurgischen Eingriffen mit CPB zwar eine Rolle spielen, ist in der Praxis des AMIs jedoch 

kaum umzusetzen. Die intraischämische Applikation von TH zeigt zwar eine geringere, aber 

trotzdem relevante Kardioprotektion, die mit zunehmender Zeitspanne zwischen arterieller 

Okklusion und Initiierung der Kühlung immer weiter abnimmt und kurz vor der Reperfusion bzw. 

nach Einsetzen der Reperfusion inexistent ist [57, 61]. 

 

Zwei randomisierte klinische Studien konnten den in Tierstudien immer wieder bewiesenen 

kardioprotektiven Effekt therapeutischer moderater Hypothermie beim STEMI im Menschen 

bisher nicht belegen. Die Ergebnisse dieser Studien, COOL-MI (n = 392) und ICE-IT (n = 228), 

wurden bisher nicht im Detail veröffentlicht, jedoch in Reviews zusammengefasst. In beiden 

Studien wurde die moderate Hypothermie durch endovaskuläre Kühlung erreicht und die 

Infarktgröße mithilfe einer Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (SPECT) eruiert. In 

der COOL-MI-Studie wurden Patienten innerhalb von 6 Stunden nach Einsetzen der Symptomatik 

rekrutiert und entweder direkt einer PCI unterzogen oder vor der Intervention endovaskulär 

gekühlt. Die prä-interventionelle Kühlung konnte in dieser Studie keine signifikante Reduktion 

des Infarktareals bewirken. Die Ergebnisse könnten jedoch verzerrt sein, da die Zeit zwischen 
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Ankunft in der Klinik bis zur PCI in Patienten mit endovaskulärer Kühlung durchschnittlich 

18 Minuten länger war als bei Patienten, die direkt mit einer PCI therapiert wurden 

(110 vs. 92 Minuten) [64]. Ähnliche Ergebnisse zeigte auch die ICE-IT-Studie. In einer 

Subanalyse beider Studien konnte jedoch ein protektiver Trend bei STEMI-Patienten mit einem 

anterioren Infarkt und einer Körpertemperatur < 35 °C zum Zeitpunkt der Reperfusion beobachtet 

werden. Eine daraufhin initiierte Studie zur Untersuchung des kardioprotektiven Effekts von TH 

bei Patienten mit anteriorem Myokardinfarkt unter optimierten Bedingungen wurde aufgrund von 

Förderungsschwierigkeiten abgebrochen [64, 65]. 

 

Aufgrund der Ergebnisse der Tierstudien, der COOL-MI- und ICE-IT-Studien wurde deutlich, 

dass eine zeitliche Verzögerung der PCI durch Induktion der Hypothermie ihren kardioprotektiven 

Effekt mindert. Die randomisierten RAPID MI-ICE- (n = 20) und CHILL-MI-Studien (n = 120), 

die den Effekt moderater TH in STEMI-Patienten untersuchten, nutzten zur Kühlung ihrer 

Patienten neben einem endovaskulären Katheter ebenfalls die schnelle Infusion kalter 

Kochsalzlösung. Die Kühlung wurde jeweils vor Therapie via PCI induziert und für 1-3 Stunden 

nach Reperfusion aufrechterhalten. Im Gegensatz zur COOL-MI-Studie belief sich die durch die 

Kühlung bedingte Zeitverzögerung bis zur Reperfusion nur auf 8 Minuten im Vergleich zur 

ungekühlten Kontrollgruppe und 80% der gekühlten Patienten erreichten die Zieltemperatur von 

≤ 35 °C [66]. Obwohl eine signifikante Reduktion der Infarktgröße in der CHILL-MI-Studie nicht 

erreicht werden konnte, zeigte die zusammengefasste Analyse beider Studien eine relative 

Reduktion von 15% des Infarktareals in Bezug zur Größe des gefährdeten Myokards, von der 

besonders Patienten mit einem großen gefährdeten Myokardareal (> 30% des linken Ventrikels) 

profitierten. Ebenso konnte TH die Inzidenz von Herzinsuffizienzen signifikant senken [66]. Dies 

zeigt, dass für den durch TH hervorgerufenen kardioprotektiven Effekt eine zügige Induktion der 

Kühlung entscheidend ist. 

 

 

1.5.2 Wirkungsmechanismen der therapeutischen Hypothermie 
 

Die Wirkungen der TH zur Zytoprotektion sind vielfältig. Um den potentiellen Nutzen bei der 

Therapie des durch Ischämie und Reperfusion geschädigten Myokards gegen mögliche 

unerwünschte Wirkungen, insbesondere Blutungen und eine verzögerte Wundheilung [56, 67, 68], 

abwägen zu können, ist es wichtig, die Physiologie der protektiven Effekte zu kennen. 
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1.5.2.1 Zellulärer Stoffwechsel  
 

Eine Senkung der Körperkerntemperatur führt pro 1 °C zu einer Reduktion der Stoffwechselrate 

um etwa 5-7%, wobei Sauerstoffverbrauch und CO2-Produktion gleichermaßen abnehmen 

[40, 47]. Zu den zellulären Pathomechanismen während einer Ischämie zählt, wie in Kapitel 1.2.1 

bereits erläutert wurde, die rasche ATP-Depletion innerhalb des minderversorgten Gewebes. 

Durch Herabregulation des Metabolismus kann TH die voranschreitende Energiedepletion unter 

Ischämie verzögern und somit ATP- und Glykogenspeicher aufrechterhalten [69-72]. Während 

man früher annahm, dass dies der Hauptmechanismus der protektiven Wirkung von Hypothermie 

sei, ist heute bekannt, dass die zellulären Mechanismen weitaus komplexer sind und die Effekte 

der Hypothermie auf einem Zusammenspiel von Induktion und Suppression unterschiedlicher 

Proteine und Signalwege beruhen. 

 

 

1.5.2.2 Calciumhaushalt 
 

Die aus Ischämie resultierenden intrazellulären Vorgänge wie der Calciumanstieg und die damit 

verbundene Degradation intrazellulärer Strukturen in Kardiomyozyten wurden bereits in 

Kapitel 1.2.1 beschrieben. In H9C2-Kardiomyozyten konnte eine moderat-tiefe TH (31 °C) nach 

simulierter Ischämie und Reperfusion sowohl den intrazellulären als auch den mitochondrialen 

Calciumeinstrom mindern und das mitochondriale Membranpotential durch Verhinderung der 

mPTP-Öffnung stabilisieren [72]. An einem Kaninchenmodell des AMI zeigten Tissier et al. 

vergleichbare Ergebnisse [73]. 

 

 

1.5.2.3 Oxidativer Stress  
 

Die Entstehung von ROS durch die Wiederherstellung des Sauerstoffangebots während der 

Reperfusionsphase und die ROS-assoziierten zellulären Schädigungsmechanismen wurden bereits 

in Kapitel 1.2.2 thematisiert. Ein protektiver Mechanismus der TH beruht auf der verminderten 

Produktion von ROS. So konnten Maier et al. bei fokaler zerebraler Ischämie in Ratten belegen, 

dass milde Hypothermie die Entstehung von ROS im Bereich der ischämischen Penumbra 

signifikant reduziert [74]. Dies verhindert ebenso wie der verminderte intrazelluläre 
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Calciumeinstrom die Öffnung der mPTP, die damit verbundene Freisetzung der pro-apoptotischen 

Proteine Cytochrom C und AIF und wirkt sich somit positiv auf das Überleben der Zelle aus [28]. 

 

 

1.5.2.4 Therapeutische Hypothermie und Apoptose 
 

Neben der Stabilisierung des Calciumhaushalts und des mitochondrialen Membranpotentials 

konnten auch weitere anti-apoptotische Effektormechanismen der Kühlung nachgewiesen werden. 

In vivo konnten Zhang et al. beobachten, dass bei zerebraler Ischämie in einem Rattenmodell das 

anti-apoptotische Protein Bcl-2 bei intraischämisch applizierter Hypothermie im Vergleich zur 

normothermen (37 °C) Kontrollgruppe hochreguliert wird, was sich in einem signifikant 

verbesserten Überleben von hippocampalen CA1-Neuronen 72 Stunden nach Versuchsbeginn 

zeigte [75]. Ebenso ist bekannt, dass moderate TH auch über die Herabregulation von Caspase-3 

anti-apoptotisch wirkt [76-78]. Diese Reduktion der Caspase-3-Aktivierung konnte durch Zgavc 

et al. bei durch Endothelin-1 induzierter fokaler Ischämie in Ratten sogar eine Woche nach dem 

ursprünglichen Insult nachgewiesen werden [77] und betont die Nachhaltigkeit der durch TH 

hervorgerufenen positiven Effekte. In einem vorherigen Projekt der Arbeitsgruppe konnten Tong 

et al. auch in HL-1-Kardiomyozyten eine durch intraischämische Kühlung verminderte 

Aktivierung der Caspase-3 beobachten [79]. Weitere durch moderate TH hervorgerufene anti-

apoptotische Mechanismen beinhalten die Hochregulation der anti-apoptotischen Proteine Hsp70 

(Kapitel 1.3.2) [28, 80] und der Kälteschockproteine CIRBP und RNA-binding motif Protein 3 

(RBM3). 

 

 

1.5.2.5 CIRBP und RBM3 
 

Während durch Hypothermie der zelluläre Metabolismus generell verlangsamt wird, wird die 

Expression von CIRBP und RBM3, sogenannten Kälteschockproteinen, die zuerst in 

überwinternden Säugetieren beschrieben wurden, hochreguliert [81, 82]. Die Expression dieser 

vor allem in neuronalen Zellen beschriebenen Kälteschockproteine gipfelt dabei jedoch nicht in 

Temperaturen der tiefen Hypothermie, obwohl die Expression bei tiefer Hypothermie im 

Vergleich zur Normothermie erhöht ist, sondern vor allem in Bereichen der moderaten 

Hypothermie [33]. Auf die anti-apoptotische Funktion von CIRBP und seine Rolle als DAMP 
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nach Freisetzung in den Extrazellularraum wurde bereits in Kapitel 1.3.3 eingegangen. Anders als 

bei CIRBP wurde eine Freisetzung von RBM3 in den Extrazellularraum und eine damit 

einhergehende Induktion der sterilen Inflammationsreaktion noch nicht beschrieben [33]. 

Intrazellulär übernimmt es ähnlich wie CIRBP RNA-konservierende Funktionen als Chaperon und 

ist an der Regulation translationaler Prozesse beteiligt [83, 84]. In vitro konnten Ushio et al. 

beobachten, dass durch milde Hypothermie die Phosphorylierung von NF-κB p65 induziert wird, 

was wiederum zu einer erhöhten Expression von RBM3 führt [83]. In neuronalen Modellen konnte 

gezeigt werden, dass RBM3 seine anti-apoptotische Funktion über die Suppression der Spaltung 

der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) ausübt [85], die sonst einen entscheidenden Schritt 

der Caspase-abhängigen Apoptose darstellt. Die zellkonservierende Wirkung von CIRBP beruht 

dagegen auf der Inhibierung mitochondrialer Signalwege [33, 34]. 

 

Zudem konnten Peretti et al. in einem Mausmodell zeigen, dass eine defizitäre Expression von 

RBM3 zu einem vermehrten Verlust neuronaler Synapsen führt und die durch Hypothermie 

beobachteten neuroprotektiven Effekte unterbindet [86]. Die RBM3-Expression stellt somit einen 

Schlüsselmechanismus der Hypothermie und eine potentielle Therapiemöglichkeit 

neurodegenerativer Erkrankungen dar. 

 

 

1.5.2.6 Therapeutische Hypothermie und Inflammation 
 

Zu den vielfältigen protektiven Mechanismen der Hypothermie zählt ebenso die Reduktion pro-

inflammatorischer Prozesse. Hierbei belegt eine von Zhang et al. publizierte Studie in einem in 

vivo-Modell der Ratte, dass moderate Hypothermie nach einem Schädel-Hirn-Trauma die 

Aktivierung von Mikroglia inhibiert und die Inflammationsreaktion durch Hemmung des TLR-4-

Signalweges abschwächt [87]. Eine Aktivierung dieses Rezeptors und anderer PRR führt über die 

Aktivierung von NF-κB zur Produktion von Zytokinen, die unter anderem chemotaktisch auf 

immunkompetente Zellen wirken und die Inflammation somit unterhalten. Doch auch in den 

nachfolgenden Schritten der pro-inflammatorischen Signalkaskade zeigt TH anti-

inflammatorische Effekte. So reduziert TH die Expression pro-inflammatorischer Zytokine bei 

gleichzeitiger Stimulation anti-inflammatorischer Zytokine [88-90]. 

In einem in vivo-Rattenmodell konnten Shi et al. diesen anti-inflammatorischen Effekt der TH 

auch im Myokard belegen. Nach 1-stündiger koronararterieller Okklusion gefolgt von 48 Stunden 



 
29 

Reperfusion konnte moderate TH (32 °C), welche 2 Minuten nach Beginn der arteriellen 

Okklusion initiiert und nur bis zum Erreichen der Zieltemperatur aufrechterhalten wurde, eine 

signifikante Reduktion pro-inflammatorischer Zytokine, unter anderem IL-6 und TNF-α, bewirken 

[91]. 
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1.6 Zielsetzung dieser Arbeit 
 

Die hohe Prävalenz der IHK und ihre führende Position in der Liste der weltweiten Todesursachen 

zeigen, dass die Therapie der IHK trotz weitem Fortschritt in den letzten Jahrzehnten immer noch 

Potential für Optimierungen bietet. Die TH stellt aufgrund der dargestellten protektiven 

Mechanismen einen potentiellen therapeutischen Ansatz für Patienten mit einem AMI dar. 

Zahlreiche Studien belegen ihren kardioprotektiven Effekt in vitro und in Tiermodellen. Klinische 

Studien, die auf Grundlage dieser vielversprechenden Daten durchgeführt wurden, konnten dies 

im Menschen bisher jedoch nicht eindeutig belegen, weshalb die Applikation der TH zur 

Kardioprotektion noch kontrovers diskutiert wird und einen Gegenstand der aktuellen Forschung 

darstellt. Als primär nicht immunkompetente Zellen sind Kardiomyozyten als Initiatoren der den 

AMI begleitenden Inflammationsreaktion bisher wenig untersucht. Da sie intrazellulär jedoch 

Proteine exprimieren, deren Funktion als DAMP bereits in der Literatur beschrieben wurde, stellt 

ihre Schädigung durch simulierte Ischämie (OGD, oxygen-glucose-deprivation) und 

anschließende Reperfusion (OGD/R) einen potentiellen Beitrag zur Initiierung und 

Aufrechterhaltung einer Inflammation dar. 

 

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden durch Experimente mit primären Kardiomyozyten 

folgende Fragestellungen untersucht: 

 

1. Welchen Einfluss hat moderate TH auf die durch OGD/R induzierten Zelltodmechanismen 

in primären Kardiomyozyten? 

 

2. Welche Rolle spielen OGD/R-geschädigte primäre Kardiomyozyten bei der Initiierung 

einer sterilen Inflammationsreaktion und wie wird diese durch moderate TH beeinflusst? 

 
3. Kann moderate TH die Expression der anti-apoptotischen Proteine RBM3 und CIRBP in 

primären Kardiomyozyten induzieren? 

 
Um die Vorgänge der sterilen Inflammationsreaktion und den Einfluss moderater TH nicht nur in 

einer Monokultur primärer Kardiomyozyten zu beurteilen, sollen im zweiten Teil der Arbeit die 

Effekte kardiomyozytärer DAMPs aus OGD/R-Schädigung auf immunkompetente Zellen 

analysiert und folgende Fragen beantwortet werden: 
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1. Kann die Inkubation mit dem Zellkulturüberstand OGD/R-geschädigter primärer 

Kardiomyozyten eine Inflammationsreaktion in RAW 264.7-Makrophagen stimulieren? 

 

2. Wirkt sich die bei OGD/R-geschädigten primären Kardiomyozyten applizierte TH auch 

auf die Immunreaktion von RAW 264.7-Makrophagen im Sinne einer reduzierten 

Inflammation aus? 

 

 

1.7 Vorangegangene Arbeiten und die Etablierung eines Zeit-

Temperatur-Protokolls 
 

In vorangegangenen Projekten der Arbeitsgruppe konnten Tong et al. zeigen, dass eine 

intraischämisch applizierte Kühlung 3 Stunden nach Beginn der Ischämie protektive Wirkungen 

in HL-1-Kardiomyozyten hervorruft. Dies war gekennzeichnet durch eine verminderte 

mitochondriale Dysfunktion, gemessen am intrazellulären ATP-Gehalt, im Vergleich zur 

normothermen ischämischen Versuchsgruppe und signifikant reduzierten apoptotischen Zelltod 

durch weniger aktivierte Caspase-3 [79]. Eine postischämisch induzierte Hypothermie zeigte 

hingegen keinen protektiven Effekt, was mit den Ergebnissen anderer publizierter Arbeiten 

einhergeht [57, 61]. Da es sich bei HL-1-Kardiomyozyten um eine von atrialen AT-1-Tumorzellen 

abgeleitete murine Tumorzelllinie handelt, ist das Zeit-Temperatur-Protokoll nicht direkt auf 

primäre Kardiomyozyten übertragbar. In der primären Kardiomyozyten-Kultur konnten 

Krech et al. zeigen, dass eine frühere, nach 1 Stunde applizierte Hypothermie die Zytotoxizität und 

Freisetzung des kardialen Schädigungsmarkers Troponin T signifikant reduziert [92]. Aufgrund 

dieser Ergebnisse etablierte unsere Arbeitsgruppe die intraischämisch induzierte Hypothermie auf 

33,5 °C 1 Stunde nach Ischämiebeginn in das Zeit-Temperatur-Protokoll für primäre 

Kardiomyozyten. 
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2 Materialien 
 

2.1 Geräte 
 

Bezeichnung Hersteller (Firma, Stadt, Land) 

Bio-Fuge primo/fresco/pico (Zentrifugen) Heraeus, Hanau, Deutschland 

Brutschrank CO2-Inkubator, MCO-19AIC Sanyo, USA 

ChemiDoc XRSTM Bio-Rad, München, Deutschland 

CO2-Inkubator mit O2-Regelung CB60 Binder, Tuttlingen, Deutschland 

Durchlichtmikroskop Motic, Wetzlar, Deutschland 

Elektrophorese-/Blotting-Netzteil Biometra, Göttingen, Deutschland 

Elektrophorese-/Blotting-Netzteil Bio-Rad, München, Deutschland 

Magnetrührer Roth, München, Deutschland 

Mikrowelle Bosch, Gerlingen-Schillerhöhe, Deutschland 

Milli-Qâ Direct Wasseraufbereitung Merck Millipore, Billerica, MA, USA 

Multiskan Reader Ascent Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland 

NanoDrop 2000c Spektralphotometer Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland 

Präzisionswaage BP4100S Sartorius, Göttingen, Deutschland 

PTC-200 Peltier Thermal Cycler Bio-Rad, München, Deutschland 

Schüttler Promax Heidolph, Schwabach, Deutschland 

Sicherheitswerkbank Lamin Air Heraeus, Hanau, Deutschland 

StepOne Plus Real-Time PCR-System Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

GeneFlash Gel Documentation Darkroom 

UV Transilluminator 

Syngene Bio Imaging, Cambridge, UK 

Thermoblock Biometra, Göttingen, Deutschland 

Tiefkühlschrank (-20 °C) Liebherr, Biberach an der Riß, Deutschland 

Tiefkühlschrank (-80 °C) FRYKO, Esslingen, Deutschland 

Vortex-2 Genie Wasserbad BD 10 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA 

Wasserbad BD 10 Memmert, Schwabach, Deutschland 
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2.2 Zellkultur 

 

Bezeichnung Hersteller (Firma, Stadt, Land) 

96-well-Platten Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) 

w 3,7 g/L NaHCO3 

w 4,5 g/L D-Glucose 

w stable Glutamine 

Merck Millipore, Billerica, MA, USA 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) 

w/o D-Glucose 

w/o Sodium Pyruvate 

w L-Glutamine 

Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland 

Fetal Bovine Serum (FBS) Merck Millipore, Billerica, MA, USA 

Penicillin/Streptomycin (104 U/ml P & 104 

µg/ml S) 

Merck Millipore, Billerica, MA, USA 

Phosphate Buffered Saline (PBS) Merck Millipore, Billerica, MA, USA 

PrimocinÔ (50 mg/ml) Antibiotikum Invivogen, San Diego, CA, USA 

Serologische Pipetten (5-50 ml) Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Spritzen Injekt (5 ml) Braun, Melsungen, Deutschland 

Sterilfilter Filtropur S0.2 Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Vakuumfilterflaschen (250 ml und 500 ml) Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Zellkulturflaschen (25 cm2 und 75 cm2) Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Zellkulturröhrchen (15 ml und 50 ml) Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Zellkulturplatten (12-well) Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland 

Zellkulturschalen (40 mm Æ) TPP, Trasadingen, Schweiz 
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2.3 Chemikalien 
 

Bezeichnung Hersteller (Firma, Stadt, Land) 

Acrylamid [30%] Roth, München, Deutschland 

Borsäure [≥ 99,8%] Roth, München, Deutschland 

Bovine Serum Albumin Fraktion V (BSA) Roth, München, Deutschland 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth, München, Deutschland 

ß-Mercaptoethanol AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Chloroform AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Coomassie Färbelösung BioRad, München, Deutschland 

cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor 

Cocktail Tablets 

Roche, Mannheim, Deutschland 

DNA Gel Loading Dye (6x) Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland 

Dura Super Signal West Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland 

DEPC-treated H2O  Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland 

EDTA [99%] Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Glycin AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Guanidin-Hydrochlorid AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

HCL [5 M] AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Isopropanol Roth, München, Deutschland 

Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Methanol AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Midori Green Direct Nippon Genetics Europe, Düren, Deutschland 

Natriumchlorid für die Molekularbiologie AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland 

peqGOLD RNApure VWR, Radnor, USA 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 3 Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Pierce BCA-Protein-Assay, Reagent A+B Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland 

Pierce Lane Marker Reducing Sample 

Buffer (5x) 

Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland 

Ponceau-Färbelösung Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

SeaKEMÒ LE Agarose Lonza Group, Basel, Schweiz 
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Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Sodium Orthovanadath Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

TaqMan Gene Expression Master Mix Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, München, Deutschland 

Trichloressigsäure (TCA) VWR, Radnor, USA 

Tris-aminomethan (TRIS) AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Triton X-100 Roth, München, Deutschland 

Trypanblau [0,5%] Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Tween 20 Roth, München, Deutschland 

 

 

2.4 Kits 
 

Bezeichnung Hersteller (Firma, Stadt, Land) 

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche, Mannheim, Deutschland 

Pierce Primary Cardiomyocyte Isolation 

Kit 

Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland 

GenUpä Total RNA Kit Biotechrabbit, Hennigsdorf, Deutschland 

High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit 

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

 

 

2.5 Antikörper 
 

Bezeichnung Spezies Hersteller Katalognr. 

ß-Actin Kaninchen, polyklonal Cell Signaling, Boston, MA, USA 4967 

Caspase-3 Kaninchen, polyklonal Cell Signaling, Boston, MA, USA 9662S 

CIRBP Kaninchen, polyklonal Abbexa, Cambridge, UK abx002739 

CIRBP Kaninchen, polyklonal Proteintech Europe, Manchester, UK 10209-2-AP 

HMGB-1 Kaninchen, polyklonal Chondrex, Redmond, WA, USA 7028 

Hsp70 Kaninchen, polyklonal Cell Signaling, Boston, MA, USA 4872 
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RBM3 Kaninchen, polyklonal Proteintech Europe, Manchster, UK 14363-1-AP 

F(ab’)2anti-

Rabbit IgG 

(H+L) 

Esel, polyklonal dianova, Hamburg, Deutschland 7-11-036-

152 

F(ab’)2anti-

Mouse IgG 

(H+L) 

Esel, polyklonal dianova, Hamburg, Deutschland 715-066-

150 

 

 

2.6 Primer 
 

Bezeichnung Hersteller Assay-ID 

AIF  Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland Mm00479862 g1 

CIRBP Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland Mm00483336 g1 

COX-2 Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland Mm03294838 g1 

GAPDH Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland Mm99999915 g1 

IL-1α  Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland Mm00439620 m1 

IL-1ß Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland Mm00434228 m1 

IL-6 Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland Mm00446190 m1 

IL-10 Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland Mm00439614 m1 

iNOS Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland Mm00440502 m1 

MCP-1 Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland Mm00441242 m1 

RBM3 Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland Mm01609819 g1 

TNF-α Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland Mm00443260 g1 
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2.7 Software 
 

Bezeichnung Hersteller (Firma, Stadt, Land) 

GraphPad Prism 5 GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA 

ImageLabÔ-Software 5.2.1 Bio-Rad, München, Deutschland 

Quantity One Bio-Rad, München, Deutschland 

NanoDrop 2000-Software Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland 

StepOne Plus Real-Time PCR-System-

Software 

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

 

 

2.8 Sonstige Materialien 

 

Bezeichnung Hersteller (Firma, Stadt, Land) 

96-well Fast qPCR-Platte Halbrand Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Adhäsive qPCR Folie Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Chromatography Paper, 3 mm Whatman, Maidstone, UK 

Eppendorf, Reaktionsgefäße Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

Gelkämme Bio-Rad, München, Deutschland 

Glasplatte (10,1x7,3 cm) / mit 15 mm 

Spacer 

biostep, Burkhardtsdorf, Deutschland 

Hämazytometer (Neubauer-improved) Roth, München, Deutschland 

Hämozytometer Deckgläser (Æ 15 mm) VWR, Radnor, USA  

Low Binding Reaktionsgefäße (DNA, 

Protein) 

Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 

PVDF Membranen Fluoro Trans PALL Life Sciences, Port Washington, NY, USA 

Zellschaber 25 cm Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
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3 Methoden 
 

3.1 Teil A: Versuche mit primären Kardiomyozyten 
 

3.1.1 Präparation und Kultivierung primärer Kardiomyozyten 
 

Unter der Projektnummer T 0044/08 wurde vor Versuchsbeginn eine Anzeige für die Tötung von 

Tieren zur Entnahme von Organen und Geweben beim Landesamt für Gesundheit und Soziales 

Berlin beantragt. Diese wurde am 03.03.2008 genehmigt und wird seitdem jährlich erneuert. 

Die für die Versuche verwendeten primären Kardiomyozyten entstammten 1-3 Tage alten Mäusen 

des Stammes C57/BL6 N aus der Forschungseinrichtung für experimentelle Medizin der 

Charité – Universitätsmedizin Berlin und wurden nach ihrer Isolation mithilfe des Pierce Primary 

Cardiomyocyte Isolation Kits kultiviert. Die Isolation erfolgte gemäß der Anleitung des Kits. 

Nach Entnahme der Herzen wurden diese in Hanks‘ Balanced Salt Solution (HBSS) zunächst in 

1-3 mm2 große Stücke geschnitten, gewaschen und anschließend für 30 Minuten bei 37 °C mit den 

Enzymen Papain und Thermolysin inkubiert, um die Kardiomyozyten aus ihrem Zellverbund zu 

lösen. In einem weiteren Schritt wurden die Kardiomyozyten in Kulturmedium resuspendiert. Die 

Zellzählung erfolgte mithilfe eines Hämazytometers und einer Trypanblau-Färbung, die 

dysfunktionale und abgestorbene Zellen dunkel färbt, sodass diese in der Zählung unberücksichtigt 

blieben. Es wurden jeweils 3x106 Zellen auf Petrischalen mit 9,2 cm2 Wachstumsfläche 

(TPP, 40 mm Æ) ausplattiert und vor Versuchsbeginn für sieben Tage bei 21% O2, 5% CO2 und 

37 °C kultiviert. Der erste Mediumwechsel erfolgte 24 Stunden nach Ausplattieren der 

Kardiomyozyten mit einem Wachstumszusatz im Verhältnis 1:1000 (Growth Supplement, Pierce 

Primary Cardiomyocyte Isolation Kit), welcher das Wachstum funktionaler primärer 

Kardiomyozyten unterstützt und das der Fibroblasten supprimiert, um eine reine Kultur der 

primären Kardiomyozyten zu erreichen. Das Medium wurde anschließend alle zwei Tage 

gewechselt. 
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3.1.2 Versuchsdurchführung 

 

3.1.2.1 Simulierte Ischämie und Reperfusion 
 

In den Versuchen wurden die primären Kardiomyozyten einer simulierten Ischämie und 

anschließenden Reperfusion ausgesetzt. Die Ischämie wurde durch Sauerstoff- und Glucoseentzug 

(OGD) ohne Zusatz von fetalem Kälberserum (FBS) im Mangelmedium simuliert (Tabelle 2). Das 

für die Ischämiephase verwendete Mangelmedium wurde für mindestens 24 Stunden vor 

Versuchsbeginn in einer Hypoxiekammer bei 0,2% O2 und 5% CO2 äquilibriert. Die Simulation 

einer anschließenden Reperfusionsphase erfolgte durch die Wiederherstellung des Sauerstoff- und 

Glucoseangebots in Vollmedium (Tabelle 2) und Kultivierung bei 21% O2 auf der für die 

Versuchsgruppe entsprechenden Temperatur. Die Zellen wurden in den Versuchen mit jeweils 

1 ml des entsprechenden Mediums behandelt. 

 

Tabelle 2: Zusammensetzung der Versuchsmedien für primäre Kardiomyozyten 

Medium Zusammensetzung 

Vollmedium • DMEM mit Glucose 

(Pierce Primary Cardiomyocyte Isolation Kit) 

• 10% FBS 

• 0,2% Primocin 

Mangelmedium 

(Äquilibrierung bei 0,2% O2) 

• DMEM ohne Glucose, ohne Natrium-Pyruvat, mit 

L-Glutamin  

• 1% Penicillin/Streptomycin 

 

 

3.1.2.2 Zeit-Temperatur-Protokolle 
 

In der ersten Phase des Projektes wurde ein Zeit-Temperatur-Protokoll angewandt, welches die 

durch OGD und Reperfusion induzierten Zelltodmechanismen untersuchen sollte. Die Ischämie 

wurde jeweils für 2, 4 oder 6 Stunden im Mangelmedium bei 0,2% O2 simuliert. Darauf folgte 

stets eine 6-stündige Reperfusionsphase mit Vollmedium bei 21% O2 und 5% CO2. So ergaben 

sich drei unterschiedliche Experimentdauern von 8, 10 oder 12 Stunden. Die optimale 
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Reperfusionsdauer von 6 Stunden zur Untersuchung der nekrotischen und apoptotischen 

Zelltodmechanismen wurde hierbei in Vorexperimenten der Forschungsgruppe ermittelt und im 

Zeit-Temperatur-Protokoll etabliert. 

Die Zellen wurden in zwei Versuchsgruppen unterteilt: eine normotherme Versuchsgruppe wurde 

für die gesamte Versuchsdauer bei 37 °C inkubiert, während eine hypotherme Versuchsgruppe 

1  Stunde nach Versuchsbeginn intraischämisch auf 33,5 °C gekühlt wurde (Abbildung 1). Die für 

die moderate TH gewählte Temperatur orientiert sich hierbei an den derzeit empfohlenen 

Temperaturen zur Neuroprotektion bei der Therapie von Erwachsenen nach HKS (32-36 °C) [53]. 

Eine normotherme und normoxische (21% O2) Gruppe diente als Kontrolle und wurde für die 

Dauer der Ischämie und Reperfusion mit Vollmedium behandelt, wobei parallel zu den 

Versuchsgruppen ein Mediumwechsel erfolgte. Vor Beginn des Experiments wurden die 

Versuchsgruppen in Mangelmedium gewaschen, um etwaige Glucose-Rückstände aus dem 

Wachstumsmedium zu entfernen. Proben wurden jeweils nach der Ischämie- und nach der 

Reperfusionsphase entnommen. 

 

 
Abbildung 1: Zeit-Temperatur-Protokoll zur Untersuchung der Zelltodmechanismen in 
primären Kardiomyozyten 

 

 

Um die Effekte moderater TH auch im weiteren Verlauf zu untersuchen, wurde das Zeit-

Temperatur-Protokoll um eine längere Reperfusion von 12 und 24 Stunden nach 6-stündiger OGD 

erweitert (Abbildung 2). Die hier gewählte Dauer der Reperfusion orientiert sich ebenfalls an den 

Leitlinien der American Heart Association (AHA), die bei Erwachsenen nach HKS eine Kühlung 

von mindestens 24 Stunden empfiehlt [53]. 

Temperatur (°C)
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Abbildung 2: Zeit-Temperatur-Protokoll der Versuche mit primären Kardiomyozyten 

 

 

3.1.3 Quantifizierung des nekrotischen Zelltodes mittels LDH-Assay 
 

Zur Bestimmung des nekrotischen Zelltodes in den Versuchsgruppen wurde das Cytotoxicity 

Detection Kit der Firma Roche verwendet. Das Kit basiert auf einer kolorimetrischen Messung 

der Enzymaktivität der Lactat-Dehydrogenase (LDH) im Zellkulturüberstand der geschädigten 

primären Kardiomyozyten. Die LDH ist ein intrazelluläres Enzym, das die reversible Bildung von 

Pyruvat und NADH/H+ aus Lactat und NAD+ in beide Richtungen katalysiert. Durch eine gestörte 

Integrität der Zellmembran gelangt das Enzym in den Extrazellularraum, wo es im Rahmen der 

Pyruvatbildung NAD+ zu NADH/H+ reduziert. Die Protonen des so entstandenen NADH/H+ 

werden durch den im Kit befindlichen Katalysator Diaphorase auf das gelbe Tetrazoliumsalz INT 

transferiert, welches dadurch zum roten Formazan reduziert wird und einen Farbumschlag 

hervorruft, der sich proportional zur LDH-Konzentration im Überstand verhält. 

Für die Messung der LDH-Konzentration wurden die Zellkulturüberstände für 10 Minuten bei 

12 000 xg zentrifugiert und ohne die zellulären Reste in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Je 

Probe wurden 100 µl in Doppelbestimmung in eine 96-well-Platte pipettiert. Die Reaktionslösung 

setzte sich aus dem Katalysator Diaphorase/NAD+ sowie dem Tetrazoliumsalz INT und Natrium-

Lactat in einem Verhältnis von 1:46 zusammen. Nach Hinzugabe von jeweils 100 µl der 

Reaktionslösung wurden die Proben für 20 Minuten im Dunkeln inkubiert, wobei alle zwei 

Minuten eine photometrische Messung bei einer Wellenlänge von 492 nm und 630 nm erfolgte. 

Die maximal mögliche LDH-Freisetzung wurde bestimmt, indem eine Petrischale mit zu Beginn 

Temperatur (°C)
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Zeit (h)
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der Kultivierung zusätzlich ausplattierten Kardiomyozyten für 30 Minuten bei -80 °C weggefroren 

und anschließend wieder aufgetaut wurde, um so alle Zellmembranen aufzubrechen und einen 

maximalen LDH-Gehalt im Überstand zu erzeugen. Um die Rate an basaler, spontaner LDH-

Freisetzung bei der Berechnung der Zytotoxizität auszuschließen, diente die ungeschädigte 

Gruppe als Nullkontrolle. Zusätzlich wurde die optische Dichte der Versuchsmedien gemessen, 

um Hintergrundsignale in den Medien von allen anderen Werten zu subtrahieren und damit 

ebenfalls auszuschließen. Die Berechnung der Zytotoxizität erfolgte nach einer vom Hersteller 

vorgegebenen Formel: 

 

Zytotoxizität [%] = 	
Messwert	3456789:6	; − Nullkontrolle	3456789:6	;
Maximalkontrolle − Nullkontrolle	3456789:6	;

		x	100 

 

 

3.1.4 Western-Blot-Analysen 
 

3.1.4.1 Gewinnung und Aufreinigung intrazellulärer Proteine 
 

Die Proteinisolierung zu den jeweiligen Zeitpunkten erfolgte in allen Schritten auf Eis, um einer 

Proteindegradation durch Proteasen vorzubeugen. Die Zellen wurden zunächst mit eiskalter 

1x Phosphat-gepufferter Salzlösung (Phosphat Buffered Saline, PBS) gewaschen, anschließend in 

1 ml 1x PBS mithilfe eines Zellschabers von der Petrischale gelöst und in ein Reaktionsgefäß 

überführt. Die Petrischalen wurden dann mit 500 µl 1x PBS gespült, um etwaige Zellreste 

ebenfalls zu lösen. Die nun im PBS befindlichen Zellen wurden für 10 Minuten bei 6000 xg 

zentrifugiert, der Überstand vorsichtig verworfen und das Zellpellet in einem Zelllyse-Puffer 

(Radioimmunoprecipitation Assay Buffer, RIPA-Puffer) mit Protease- und Phosphatase-

Inhibitoren resuspendiert (Tabelle 3). Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden die Proben bei -80 °C 

gelagert. 
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Zelllyse-Puffers  

RIPA-Puffer  

RIPA • 50 mM Tris-HCl 

• 150 mM NaCl 

• 1% Triton X 100 

• 0,1% SDS 

• 0,5% Natrium-Deoxycholat 

• 2 mM EDTA 

Protease- und Phosphatase-Inhibitoren Verhältnis zum RIPA-Puffer 

• cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor 

• Phosphatase Inhibitor Cocktail 3 

• Sodium Orthovanadath 

1:100 

 

 

3.1.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Assay 
 

Um die Proteinkonzentration in den weggefrorenen lysierten Zellen zu bestimmen, wurden diese 

schonend auf Eis aufgetaut und anschließend für 10 Minuten bei 6000 xg zentrifugiert. Der 

Überstand mit den in ihm gelösten Proteinen wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues 

Gefäß überführt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels 

Bicinchoninsäure (BCA)-Assay der Firma Thermo Fisher. Dieses beruht auf einer 

kolorimetrischen Messung von Cu1+, welches bei der sogenannten Biuret-Reaktion, einer 

Reduktion von Cu2+ unter Anwesenheit von Proteinen in einem alkalischen Milieu, entsteht. Die 

Konzentration von Cu1+-Ionen ist somit direkt abhängig von der Proteinkonzentration in den 

Proben. Der violette Farbumschlag resultiert aus der Chelation von je einem Cu1+-Ion mit zwei 

BCA-Molekülen des Reagenzes und ist bei einem Absorptionsmaximum von 562 nm nahezu 

linear zur Proteinkonzentration in einem Bereich von 20-2000 µg/ml. 

Für die Messung wurden die Proben 1:10 in Aqua bidest verdünnt und je 20 µl in 

Zweifachbestimmung zusammen mit einer Standardreihe bekannter Konzentrationen von 

bovinem Serumalbumin (BSA) auf eine 96-well-Platte pipettiert. Das Reagenz wurde in einem 

Verhältnis von 1:51 angesetzt und mit je 200 µl zu den Proben hinzugegeben. Nach einer 
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anschließenden 15-minütigen lichtgeschützten Inkubation bei 37 °C erfolgte die kolorimetrische 

Messung zur Quantifizierung des Farbumschlages bei einer Wellenlänge von 562 nm. 

 

 

3.1.4.3 Proteinauftrennung mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
 

Die Analyse der Proteinregulation in den unterschiedlichen Versuchsgruppen erfordert eine 

Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen Masse. Dies wurde unter Anwendung einer 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Tabelle 4) erreicht. Dafür wurden die Proben auf eine 

Proteinmenge von 25-30 µg angepasst, mit Aqua bidest und 5x Probenpuffer auf gleiche 

Volumina ergänzt und für 5 Minuten bei 95°C erhitzt. Durch die Hitze, das in dem 

5x Probenpuffer enthaltene Dithiothreitol (DTT), was eine Spaltung von Disulfidbrücken bewirkt, 

und das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) des Elektrophoresegels wurde eine 

vollständige Denaturierung der Proteine und die Überführung in ihre lineare Form gewährleistet. 

Diese ist für die Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen Masse notwendig, um eine 

Akkumulation auf unterschiedlichen Höhen des Elektrophoresegels zu vermeiden. Für die 

Auftrennung der Proteine wurden 15% Polyacrylamid-Gele verwendet. Für die Polymerisation 

des Acrylamids wurden Tetramethylethylendiamin (TEMED) und 10% Ammoniumperoxidisulfat 

(APS) hinzugegeben. Jedes Gel wurde zusätzlich mit 3 µl der PageRuler Prestained Protein Ladder 

(ThermoFisher) als Marker für molekulare Massen beladen. Nach Auftragung der Proben erfolgte 

die Gelelektrophorese für insgesamt 2-3 Stunden bei zunächst 60 V, bis die Proteine das 

Sammelgel durchwandert und sich im Trenngel gesammelt hatten, und anschließend bei 100 V bis 

zur vollständigen Auftrennung der Proteinbanden. Die Zusammensetzung der Elektrophoresegele 

ist in Tabelle 5 aufgeführt. 
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Tabelle 4: Zusammensetzung der 15% SDS-Polyacrylamid-Gele 

Gel Aqua bidest Acrylamid Puffer 10% SDS TEMED 10% APS 

Sammelgel 4,5 ml 810 µl 1,9 ml 

0,5M Tris/HCl 

pH 6,8 

75 µl 19 µl 57 µl 

Trenngel 4,8 ml 6 ml 3,8 ml 

1,5M Tris/HCl 

pH 8,8 

150 µl 30 µl 75 µl 

 

 

3.1.4.4 Proteintransfer  
 

Für eine spätere Proteindetektion ist zunächst ein Transfer der im Polyacrylamid aufgetrennten 

Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran notwendig. Die PVDF-Membranen 

wurden zunächst in Methanol aktiviert, um die Hydrophobie der Membranen zu verringern und 

somit einen Kontakt mit dem verwendeten Blotting-Puffer (Tabelle 5) zu ermöglichen. Die 

Membran und das Gel wurden luftdicht zwischen zwei Filterpapieren und zwei 

Schaumstoffschwämmen in einer Kunststoffkassette eingespannt und über Nacht bei 4 °C und 

30 V geblottet. Zur Kontrolle des erfolgreichen Proteintransfers wurde die Membran am folgenden 

Tag mit einer Ponceau-Lösung für mindestens 15 Minuten reversibel angefärbt und anschließend 

eine Kopie angefertigt. 

 

Tabelle 5: Zusammensetzungen des Elektrophorese- und des Blotting-Puffers 

1x Elektrophorese-Puffer 1x Blotting-Puffer 

25 mM Tris Base 

192 mM Glycin 

3,47 mM SDS 

ad 1000 ml mit Aqua bidest 

25 mM Tris Base 

192 mM Glycin 

200 ml Methanol 

ad 1000 ml mit Aqua bidest 
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3.1.4.5 Immundetektion und densitometrische Analyse spezifischer Proteine 
 

Nach dem erfolgreichen Proteintransfer auf die PVDF-Membran erfolgte zunächst eine 

einstündige Blockierung unspezifischer Bindungsstellen nach Herstellerangaben mit entweder 

5% BSA oder 5% Magermilchpulver in 1x Tris-gepufferter Salzlösung mit Tween 20 (TBST). 

Anschließend wurde die Membran auf einem Schüttler über Nacht bei 4 °C mit einem spezifischen 

Primärantikörper (Tabelle 6), der in der jeweiligen Blockierungslösung verdünnt wurde, inkubiert. 

Um unspezifisch gebundene Primärantikörper zu lösen, folgten am nächsten Tag zuerst vier 

Waschschritte in 1x TBST für je 5 Minuten bevor die Membran für 1 Stunde mit dem jeweiligen 

Sekundärantikörper, nach Herstelleranleitung in 1x TBST verdünnt, inkubiert wurde. Darauf 

folgten wiederum vier Waschschritte mit 1x TBST für je 5 Minuten, um unspezifisch gebundene 

Sekundärantikörper zu lösen. Für die Detektion der Proteinbanden wurde die Membran mit Dura 

Super Signal West (Thermo Fisher) gleichmäßig benetzt und für 5 Minuten inkubiert. Die 

Reagenzien des Kits wurden 1:1 vermengt und enthalten sowohl Peroxid als auch Luminol. Das 

Peroxid dient der an dem Sekundärantikörper gebundenen Meerrettichperoxidase als 

Oxidationsmittel des Luminols. Diese Reaktion führt zur Emission eines 

Chemilumineszenzsignals, das mit der ChemiDoc (Bio-Rad) detektiert werden kann und sich 

proportional zur Proteinmenge in den Proben verhält. Für die Detektion der Proteinbanden wurden 

die Membranen jeweils für 30 Minuten belichtet. Ein Lichtbild der Membran diente hierbei als 

spätere Referenz für die Zuordnung der Banden zu ihrer molekularen Größe. 

Die Proteinexpression wurde mithilfe des Programms Image Lab (Version 5.2.1) der Firma  

Bio-Rad quantifiziert. Dabei wurde die Intensität der Banden mithilfe des Programms 

densitometrisch ausgewertet und gegen die Ladekontrolle (Haushaltsprotein) ß-Actin der 

jeweiligen Probe normalisiert, um vermeintlich unterschiedlich pipettierte Proteinmengen 

herauszurechnen. Diese Werte wurden wiederum gegen die Kontrollgruppe normalisiert und 

verglichen. 
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Tabelle 6: Verwendete Primär- und Sekundärantikörper 

Primärantikörper Verdünnung Blockierung Sekundärantikörper 

1:20 000 

ß-Actin 1:5000 5% BSA in TBST Esel anti-Kaninchen 

Caspase-3 1:500 5% Milch in TBST Esel anti-Kaninchen 

CIRBP 1:500 5% Milch in TBST Esel anti-Kaninchen 

HMGB-1 1:1000 5% BSA in TBST Esel anti-Kaninchen 

Hsp70 1:1000 5% BSA in TBST Esel anti-Kaninchen 

RBM3 1:1000 5% Milch in TBST Esel anti-Kaninchen 

 

 

Um eine Detektion unterschiedlicher Proteine mit gleicher molekularer Masse oder 

unterschiedlichen Blockierungslösungen der Primärantikörper auf derselben Membran zu 

ermöglichen, wurden die bereits gebundenen Primär- und Sekundärantikörper mithilfe eines 

Stripping-Puffers (Tabelle 7) von der Membran gelöst. Hierfür wurde diese dreimal für 

10 Minuten mit je 3 ml Stripping-Puffer auf einem Schüttler inkubiert und viermal für je 

3 Minuten in 1x TBST gewaschen. Daraufhin konnte die Membran erneut mit entweder 5% BSA 

oder 5% Milch in TBST geblockt, mit Primär- und Sekundärantikörper inkubiert und die 

Proteinexpression analysiert werden.   

 

Tabelle 7: Zusammensetzung des Waschpuffers und des Stripping-Puffers 

10x TBS 1x TBST Stripping-Puffer 

400 mM Tris Base 

2,7 M NaCl 

pH 7,6 (eingestellt mit HCl) 

 

100 ml 10x TBS 

2 ml Tween 20 1:2 in 

Aqua bidest 

ad 1000 ml mit Aqua bidest 

6 M Guanidin Hydrochlorid 

0,3% Triton X-100 

20 mM Tris-HCl (pH 7,5) 

 0,1 M ß-Mercaptoethanol 
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3.1.5 Präzipitation und Analyse von Überstandsproteinen 
 

Für die Analyse der im Zellkulturüberstand befindlichen Proteine wurden diese nach dem 

modifizierten Protokoll von Luis Sanchez präzipitiert [93]. Dazu wurden je 1 ml zellfreier 

Überstand der Versuchsgruppen für 30 Minuten mit 100% Trichloressigsäure (TCA) auf Eis 

inkubiert, für 20 Minuten bei 16 000 xg zentrifugiert und der Überstand danach dekantiert. Das 

nach der Zentrifugation auf dem Boden des Mikroreaktionsgefäßes befindliche Proteinpellet 

wurde in zwei Waschschritten mit 250 µl eiskaltem Aceton gereinigt, für je 15 Minuten bei 

16 000 xg zentrifugiert und das Aceton ebenfalls dekantiert. Die Proteine wurden in 20 µl RIPA-

Puffer, mit in einem Verhältnis von 1:100 beigemischten Protease- und Phosphatase-Inhibitoren, 

und 4 µl 5x Probenpuffer resuspendiert. Um die präzipitierten Proteine in ihre lineare 

Primärstruktur zu überführen, wurden die Proben schließlich wie die intrazellulären Proteine 

ebenfalls bei 95 °C denaturiert und auf das Polyacrylamid-Gel aufgetragen.  

Die Gelelektrophorese, der Proteintransfer via Tank-Blotting-Methode und die Proteindetektion 

erfolgten gemäß der Beschreibung für die intrazellulären Proteine. Nach Blockierung 

unspezifischer Bindungsstellen und Inkubation der Membran mit den jeweiligen Primär- und 

Sekundärantikörpern erfolgte die Detektion der Proteinbanden mit der ChemiDoc nach einer stets 

gleichen Belichtungszeit von 30 Sekunden. 

 

Die Isolation extrazellulärer Proteine war in den Medien der Kontrollgruppe und der 

reperfundierten Versuchsgruppen aufgrund des FBS und der somit hohen 

Albuminkonzentrationen nicht möglich. Ein einmaliger Versuch einer Proteinpräzipitation aus 

einem Überstand mit 10% FBS zeigte, dass für die Resuspension des Pellets zum einen deutlich 

höhere Mengen an RIPA-Puffer und 5x Probenpuffer verwendet werden mussten, wodurch die 

Vergleichbarkeit der extrazellulären Proteine nicht mehr gegeben war. Zum anderen maskiert das 

Albumin aufgrund seiner hohen Konzentration weitere Proteine, sodass eine Auswertung weiterer 

Proteine nicht möglich war. Die Analyse der Proteine im Überstand konnte daher nur für die 

Versuchsgruppen während der OGD-Phase erfolgen. 
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3.1.6 RNA-Isolation mit einem Säulensystem 
 

Für die Isolation von mRNA aus den primären Kardiomyozyten kam das auf Nukleinsäure-Filtern 

basierende GenUpä Total RNA Kit der Firma Biotechrabbit zur Anwendung. Die Extraktion der 

RNA aus den Proben erfolgte nach dem vom Hersteller mitgelieferten Protokoll. Zunächst wurden 

die Proben für 2 Minuten mit 400 µl Lysepuffer benetzt, anschließend resuspendiert und auf einen 

DNA-Filter pipettiert. Dieser bindet DNA, sodass sich die RNA nach 2-minütiger Zentrifugation 

der Proben bei 10 000 xg im Filtrat befand. Das Filtrat wurde mit 400 µl 70% Ethanol vermengt 

und zusammen auf einen zweiten Filter, den RNA-Filter, gegeben. Die Proben wurden erneut für 

2 Minuten bei 10 000 xg zentrifugiert und die RNA in diesem Schritt an den Filter in den Säulen 

gebunden. Es folgten zwei Waschschritte, nach denen die Proben jeweils für 1 Minute bei 

10 000 xg zentrifugiert wurden. Das Filtrat wurde stets dekantiert. Nach einer weiteren 

Zentrifugation zum Trocknen des Filters wurde die gebundene RNA mit 30 µl RNase-freiem 

Wasser eluiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C weggefroren. 

 

 

3.1.7 Analyse der Genexpression mittels quantitativer RT-PCR 
 

3.1.7.1 Bestimmung der RNA-Konzentration und Reinheit der Proben 
 

Eine Analyse der relativen Genexpression der Proben erfordert zunächst die Bestimmung ihrer 

RNA-Konzentration. Dazu wurden je 2 µl einer Probe mit dem NanoDrop 2000c der Firma 

Thermo Fisher spektralphotometrisch bei Wellenlängen von 260 nm und 280 nm gemessen und 

so die RNA-Konzentration in ng/µl quantifiziert. Der Quotient der Messwerte dieser beiden 

Wellenlängen diente hierbei zur groben Überprüfung der Reinheit der Proben, wobei bei einem 

Quotienten von ~ 2 allgemein von einer reinen RNA-Probe auszugehen ist.  

 

Die Reinheit und Integrität wurden anschließend mit einer Agarose-Gelelektrophorese (Tabelle 8) 

visuell überprüft. Hierfür wurden stets 1% Agarosegele verwendet. Die RNA (400 ng) wurde mit 

1 µl Midori Green und 2 µl 6x Ladepuffer zusammen pipettiert und mit Diethyldicarbonat 

(DEPC)-behandeltem Wasser auf gleiche Volumina ergänzt. Das Midori Green diente hierbei zur 

Färbung von Nukleinsäuren, die bei Exposition mit UV-Licht sichtbar wird. Die Proben wurden 

auf das Gel aufgetragen, für 25 Minuten bei 70 V elektrophoretisch aufgetrennt und mittels  
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UV-Licht visualisiert. Optimalerweise sind drei RNA-Banden auf Höhe der 28S-rRNA, 

18S-rRNA und 5S-rRNA zu erkennen, wobei letztere jedoch nur selten zu detektieren ist. Eine 

etwaige Probenkontamination mit DNA wäre in der Aufnahme durch ihre Färbung mit Midori 

Green auf Höhe der Geltaschen zu erkennen, während eine sich durch das Gel ziehende 

Schlierenbildung mit unklar abgrenzbaren RNA-Banden Hinweise für eine RNA-Degradation 

liefern würde.  

 

Tabelle 8: Zusammensetzung des Agarose-Gelektrophorese-Puffers und des Gels 

1x TBE Agarosegel 

44,5 mM Tris Base 

44,5 mM Borsäure 

2 mM EDTA pH 8,0 

0,5 g Agarose gelöst in 

49,5 ml 1x TBE 

 

 

 

3.1.7.2 Reverse Transkription 
 

Nachdem die Reinheit der RNA-Proben mittels Agarose-Gelelektrophorese sichergestellt wurde, 

wurde die RNA in komplementäre DNA (cDNA) transkribiert. Hierfür wurden stets 1000 ng RNA 

der Proben entnommen und mit DEPC-behandeltem Wasser auf ein Volumen von 10 µl aufgefüllt. 

Die Transkription erfolgte mithilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits der Firma 

Applied Biosystems. Dafür wurde ein Mastermix aus einzelsträngigen Hexanukleotiden zufälliger 

Sequenz (Random Primers), Deoxynukleotiden (dNTP), reserver Transkriptase und RNase 

Inhibitor zusammen pipettiert und 1:1 mit den RNA-Proben versetzt. Die Umschreibung erfolgte 

am Thermocycler PTC-200 Peltier Thermal Cycler der Firma Bio-Rad. Die Proben wurden 

zunächst für 10 Minuten bei 25 °C, anschließend für 120 Minuten bei 37 °C und für 5 Minuten bei 

85 °C inkubiert. Nach der Transkription wurden sie bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C 

gelagert. 
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3.1.7.3 Quantitative RT-PCR 
 

Um die relative Expression bestimmter Gene der Versuchsgruppen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe darzustellen, wurde das Verfahren der quantitativen Real-time Polymerase-

Ketten-Reaktion (RT-PCR) genutzt, durch deren sich wiederholende Zyklen eine nahezu 

exponentielle Amplifikation der zu betrachtenden Gentranskripte ermöglicht wird. Dafür wurden 

von jeder Probe in Doppelbestimmung jeweils 2,5 µl von mit DEPC-behandeltem Wasser 

verdünnter cDNA (25 ng) in eine 96-well-Platte pipettiert und pro Probe insgesamt 7,5 µl 

Mastermix bestehend aus dem TaqMan-Primer, TaqMan Master Mix und DEPC-behandeltem 

Wasser hinzugefügt (Tabelle 9). Bei den TaqMan-Sonden der Primer handelt es sich um 

sogenannte Hydrolyse-Sonden, nämlich kurze Sequenzen von komplementären Basenpaaren, die 

wie die Primer genspezifisch an der cDNA binden. 

Die Sonden sind an ihrem 5‘-Ende mit dem fluoreszierenden Farbstoff 6-Carboxyfluorescein 

(FAM) und an ihrem 3‘-Ende mit dem Quencher 5-Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) 

markiert, der das Fluoreszenzsignal des FAM im Rahmen des Förster-Resonanzenergietransfers 

strahlungsfrei aufnimmt und somit unterdrückt. Kommt es während dem sogenannten Annealing 

der PCR zum Binden der Primer und der Hydrolyse-Sonden an ihren Zielabschnitt, so werden 

diese während der Amplifikationsphase von der DNA-Polymerase abgebaut und durch dNTPs 

ersetzt. Beim Abbau der Hydrolyse-Sonden in ihre einzelnen Basen entfernen sich FAM und 

TAMRA voneinander, der Förster-Resonanzenergietransfer wird aufgehoben und es kommt zur 

Emission des Fluoreszenzsignals, was wiederum durch das Programm detektiert werden 

kann [94, 95]. Die Proben durchliefen pro RT-PCR insgesamt 40 Zyklen à 15 Sekunden bei 95 °C 

und 1 Minute bei 60 °C. Als Haushaltsgen diente für alle Proben die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH). Zur Berechnung der relativen Änderung der Genexpression wurde die 

delta-delta CT Methode angewandt [96]. 
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Tabelle 9: Reagenzien für die quantitative RT-PCR pro well 

Proben µl pro well 

cDNA 

DEPC H2O 

0,5 

2 

MasterMix  

Primer/Sonde 

TaqMan Master Mix 

DEPC H2O 

0,5 

5 

2 
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3.2 Teil B: Versuche mit RAW 264.7-Makrophagen 
 

3.2.1 RAW 264.7-Zellkultur 
 

Die letzte Phase des Projektes diente der Untersuchung der aus der Freisetzung von DAMPs und 

pro-inflammatorischen Zytokinen resultierenden Immunantwort. Die hierfür verwendeten 

RAW 264.7-Zellen wurden von der Firma ATCC (Manassas, USA) bezogen. Hierbei handelt es 

sich um adhärente Makrophagen aus einem durch das murine Abelson-Leukämievirus 

transformierten Tumor einer adulten, männlichen BALB/c-Maus. Die Kryokultur wurde in ihrer 

5. Zellpassage zügig bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und mit Kulturmedium gewaschen, um 

das im Gefriermedium enthaltene Dimethylsulfoxid (DMSO) zu entfernen. Die Kultivierung der 

Zellen erfolgte zunächst in einer 75 cm2-Kulturflasche bei 37 °C und 5% CO2. Ein 

Mediumwechsel fand alle zwei Tage statt. Nach Erreichen einer Konfluenz von 90-95% wurden 

die Zellen für die Versuche ausplattiert. Es wurden Zellen zwischen der 5. und 23. Zellpassage aus 

insgesamt zwei unterschiedlichen Kryokulturen verwendet. 

 

 

3.2.2 Versuchsdurchführung mit RAW 264.7-Makrophagen 
 

Vor Versuchsbeginn wurden 300 000 Makrophagen pro well in eine 12-well-Zellkulturplatte 

(Thermo Fisher) ausplattiert und für 24 Stunden mit Vollmedium (Tabelle 10) bei 37 °C, 

21% O2 und 5% CO2 kultiviert. Zur Simulation einer sterilen Inflammationsantwort wurden die 

Makrophagen zu Versuchsbeginn mit Vollmedium gewaschen und anschließend für 24 Stunden 

mit dem Zellkulturüberstand der geschädigten primären Kardiomyozyten inkubiert. Hierfür 

wurden die Überstände der Versuchsgruppen (6 Stunden OGD 37 °C bzw. TH 33,5 °C, sowie nach 

12 und 24 Stunden Reperfusion) und der Kontrollgruppe (37 °C Normoxie und Normothermie) 

der primären Kardiomyozyten verwendet. Als Positivkontrolle mit theoretisch maximaler 

Schädigung und folglich maximaler Ausschüttung von DAMPs diente der Überstand der primären 

Kardiomyozyten, die zum Verlust ihrer Membranintegrität bei -80 °C gefroren und wieder 

aufgetaut wurden. Um eine etwaige Schädigung der RAW 264.7-Makrophagen allein durch die 

Medien der primären Kardiomyozyten zu detektieren, wurde als Kontrolle jeweils eine Gruppe 

der Makrophagen mit Vollmedium und Mangelmedium der primären Kardiomyozyten inkubiert. 



 
54 

Um einem Zelluntergang der Makrophagen durch die Inkubation mit dem Medium einer anderen 

Zelllinie vorzubeugen, wurden die Medien der primären Kardiomyozyten und auch die 

verwendeten Überstände aus den Versuchen der Kardiomyozyten bei einem Gesamtvolumen von 

500 µl pro well in einem Verhältnis von 1:2 mit dem Vollmedium der RAW 264.7-Makrophagen 

angesetzt. Als weitere, unbehandelte Kontrollgruppe wurde eine Gruppe für den gesamten 

Versuch mit 500 µl des für die Makrophagen entsprechenden Vollmediums behandelt.  

 

Für die Versuche wurden die RAW 264.7-Makrophagen für 24 Stunden bei 21% O2, 5% CO2 und 

37 °C mit dem Überstand der geschädigten primären Kardiomyozyten bzw. ihrer 

Mediumkontrollen inkubiert. Anschließend erfolgte ein Mediumwechsel und eine 6-stündige 

Inkubation mit 500 µl des Vollmediums der Makrophagen bei ebenfalls 37 °C, 21% O2 und 

5% CO2 (Abbildung 3), um den Makrophagen genügend Nährstoffe für die Initiierung einer 

Inflammationsreaktion bereitzustellen. 

 

 
Abbildung 3: Zeit-Temperatur-Protokoll der Versuche mit RAW 264.7-Makrophagen 
OGD/R = simulierte Ischämie (Oxygen-glucose-deprivation, OGD) und anschließende 
Reperfusion 
 

 

Tabelle 10: Zusammensetzung des Vollmediums der RAW 264.7-Makrophagen 

Vollmedium der RAW 264.7-Makrophagen 

DMEM (Merck Millipore) 

10% FBS 

1% L-Glutamin 

1% Penicillin/Streptomycin 

1% Natrium-Pyruvat 

Temperatur (°C)

37

Zeit (h)
0

Makrophagen
-Vollmediumnormotherme Kardiomyozyten

24 30

hypotherme Kardiomyozyten

Inkubation mit dem Überstand OGD- bzw. OGD/R-Kardiomyozyten
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3.2.2.1 Inkubation mit einem CIRBP-neutralisierenden Antikörper 
 

Als mögliche Intervention wurden die RAW 264.7-Makrophagen zusätzlich zu dem Überstand 

OGD- bzw. OGD/R-geschädigter Kardiomyozyten mit einem CIRBP-bindenden Antikörper 

(8 µg/ml) inkubiert, um zu untersuchen, ob eine durch die DAMPs der Kardiomyozyten initiierte 

Inflammation durch einen Antikörper gegen einzelne DAMPs abgeschwächt werden kann. Bei 

den verwendeten CIRBP-bindenden Antikörpern handelte es sich um einen Antikörper der Firma 

Proteintech, deren Antikörper auch für die Western-Blot-Analysen genutzt wurden. 

 

 

3.2.3 RNA-Isolation mit Phenol-Chloroform-Extraktion 
 

Die Isolation der RNA erfolgte gemäß dem Protokoll des peqGOLD RNApure-Kits der Firma 

VWR nach dem Prinzip der Phenol-Chloroform-Extraktion. Zur Lyse der Zellen wurden pro well 

zunächst 500 µl peqGOLD RNApure auf die Zellen gegeben, diese durch mehrmaliges Pipettieren 

in der Lösung resuspendiert und schließlich in ein RNase-freies Reaktionsgefäß überführt. Durch 

eine 5-minütige Inkubation der Proben bei Raumtemperatur wurde die Dissoziation der 

Nukleotidkomplexe gewährleistet, anschließend wurden 100 µl Chloroform in die 

Reaktionsgefäße pipettiert und die Proben für 15 Sekunden geschüttelt. Es folgten jeweils eine 

10-minütige Inkubation der Proben auf Eis und eine 15-minütige Zentrifugation bei 12 000 xg und 

4 °C. Dabei bildeten sich drei sichtbare Phasen: eine schlierige, gelbliche Phenol-Chloroform-

Phase im unteren Teil des Reaktionsgefäßes, eine obere wässrige, farblose Phase und eine 

weißliche, dazwischenliegende Interphase.  

Die wässrige Phase, in der sich die RNA anreichert, wurde von jeder Probe vorsichtig abpipettiert, 

in ein frisches RNase-freies Reaktionsgefäß überführt, für die RNA-Präzipitation mit der gleichen 

Menge Isopropanol für 15 Minuten bei 4 °C inkubiert und schließlich erneut für 5 Minuten bei 

12 000 xg und 4 °C zentrifugiert. Das dabei entstandene Präzipitat wurde nach vorsichtiger 

Abnahme des Überstands zweimal mit 1 ml 75% Ethanol gewaschen, zentrifugiert und getrocknet. 

Das Lösen des RNA-Präzipitates erfolgte durch vorsichtige Resuspension in 20 µl DEPC-

behandeltem Wasser. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -80 °C gelagert. 
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Die Quantifizierung der gewonnenen RNA-Menge, die Überprüfung auf ihre Reinheit, die 

anschließende reverse Transkription in cDNA und die Analyse der Genexpression via quantitativer 

RT-PCR erfolgten gemäß den beschriebenen Verfahren des Kapitels 3.1.7.  

 

 

3.3 Statistische Analyse 
 

Alle Versuche wurden unabhängig voneinander durchgeführt. Die statistische Auswertung und 

graphische Darstellung der gewonnenen Ergebnisse erfolgte mit dem Programm 

GraphPad Prism 5. Hierbei wurde der One-way ANOVA-Test zur einfachen Varianzanalyse 

multipler Gruppen mit Tukey Post-Test angewandt. P-Werte < 0,05 galten als signifikant und 

wurden dementsprechend mit * bzw. bei signifikantem Unterschied zur Normoxiekontrolle 

mit # gekennzeichnet (**,##p < 0,01 bzw. ***,###p < 0,001). Alle Daten wurden 

mit ± Standardabweichung (SD) dargestellt.  
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4 Ergebnisse 
 

4.1 Teil A: Primäre Kardiomyozyten  
 

4.1.1 Einfluss moderater Hypothermie auf kardiale Zelltodmechanismen 
 

Die in den folgenden Kapiteln zum nekrotischen (Kapitel 4.1.1.1) und apoptotischen Zelltod 

(Kapitel 4.1.1.2) dargestellten Daten sind im Rahmen dieses Forschungsprojektes und 

Vorversuchen entstanden, die in einer Masterarbeit von Franka Brey veröffentlicht werden. Bei 

den durch Frau Brey gewonnenen Daten handelt es sich im Kapitel 4.1.1.1 um jeweils n = 1 für 

2 h OGD und 4 h OGD und n = 6 für 6 h OGD. Im Kapitel 4.1.1.2 wurden jeweils n = 1 für die 

Versuchszeitpunkte 2 h OGD + 6 h Reperfusion und 4 h OGD + 6 h Reperfusion und n = 6 für 

den Versuchszeitpunkt 6 h OGD + 6 h Reperfusion durch Vorversuche generiert. 

 

 

4.1.1.1 Nekrotischer Zelltod 
 

Zur Quantifizierung des nekrotischen Zelltodes wurde die Freisetzung des zytosolischen Proteins 

LDH durch kolorimetrische Messungen bestimmt. Die dargestellten Daten zeigen die LDH-

Freisetzung der Versuchsgruppen in den Überstand im Vergleich zur 

Maximalschädigungskontrolle (100% Zytotoxizität) und der ungeschädigten Kontrollgruppe 

(0% Zyotoxizität). Während der OGD-Phase steigt mit zunehmender Dauer der simulierten 

Ischämie die Freisetzung von LDH (Abbildung 4A). In der normothermen Versuchsgruppe ist der 

Anstieg jeweils im Vergleich zum vorigen Versuchszeitpunkt signifikant. In der hypothermen 

Versuchsgruppe steigt die im Zellkulturüberstand messbare LDH ebenfalls mit zunehmender 

Versuchsdauer, ein signifikanter Unterschied zeigt sich jedoch erst zwischen 2 und 6 Stunden 

OGD. Nach 6 Stunden OGD führt moderate TH zu einer signifikanten Reduktion der LDH-

Freisetzung im Vergleich zur normothermen Versuchsgruppe. In der Reperfusionsphase findet 

sich weder in der gekühlten, noch in der ungekühlten Versuchsgruppe ein Anstieg der LDH-

Freisetzung (Daten nicht dargestellt).  
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Abbildung 4: Nekrotischer und apoptotischer Zelltod in primären Kardiomyozyten. 
Die primären Kardiomyozyten wurden einer simulierten Ischämie (Oxygen-glucose-deprivation, 
OGD) mit 0,2% O2 und Mangelmedium für 2, 4 und 6 Stunden ausgesetzt, gefolgt von 6 Stunden 
Reperfusion bei 21% O2 und Vollmedium. Intraischämische Kühlung 1 Stunde nach 
Versuchsbeginn. (A) Zytotoxizität primärer Kardiomyozyten, gemessen an der Lactat-
Dehydrogenase-Freisetzung, nach 2, 4 und 6 Stunden OGD. Die Daten sind dargestellt als 
% Zytotoxizität verglichen mit einer Positiv- (100%) und Normoxiekontrolle (0%) zum jeweiligen 
Versuchszeitpunkt. (B) Western-Blot-Analysen des Verhältnisses von gespaltener/ungespaltener 
Caspase-3 als Marker für apoptotischen Zelltod nach 2, 4, 6 Stunden OGD gefolgt von 6 Stunden 
Reperfusion. Die Daten zeigen die x-fache Änderung im Vergleich zur Normoxiekontrolle (=1) 
als Mittelwert ± SD zum jeweiligen Versuchszeitpunkt. Die statistische Analyse wurde 
durchgeführt mit One-way ANOVA und Tukey Post-Test, *,#p < 0,05, **,##p < 0,01, 
***,###p < 0,001 (#, im Vergleich zur Kontrollgruppe), n = 3-14. 
 

 

4.1.1.2 Apoptotischer Zelltod  
 

Die Aktivierung der Caspase-3 ist sowohl Bestandteil der extrinsischen als auch der intrinsischen 

Apoptose und stellt zusammen mit den Caspasen-6 und -7 die gemeinsame Endstrecke beider 

Signalwege dar. Um die Apoptose in primären Kardiomyozyten ungeachtet der Initiierung durch 

intrinsische oder extrinsische Stimuli beurteilen zu können, wurde die Proteinexpression der 

inaktivierten Caspase-3 und ihrer aktiven, gespaltenen Form via Western-Blot analysiert. Das 

Verhältnis der gespaltenen zur ungespaltenen Caspase-3 der Versuchsgruppen wurde gegen die 

Kontrollgruppe normalisiert. Die dargestellten Daten (Abbildung 4B) zeigen daher die relative 

Veränderung der Caspase-Aktivierung im Vergleich zur Kontrollgruppe zu dem jeweiligen 

Versuchszeitpunkt. 

Während sich in der OGD-Phase zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Anstieg der Caspase-3-

Aktivierung zeigt (Daten nicht dargestellt), kann nach der 6-stündigen Reperfusion in der 

normothermen Gruppe mit vorangegangenen 2 Stunden Ischämie ein signifikanter Anstieg der 
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aktivierten Caspase-3 im Vergleich zur Normoxiekontrolle beobachtet werden. Zu diesem 

Zeitpunkt verringert moderate TH die Menge aktivierter Caspase-3 im Vergleich zur 

normothermen Gruppe signifikant. Die Menge gespaltener Caspase-3 sinkt in der 

Reperfusionsphase mit zunehmender vorheriger OGD-Dauer. Nach 4 Stunden OGD gefolgt von 

6 Stunden Reperfusion ist das Verhältnis der gespaltenen zur ungespaltenen Caspase-3 in der 

normothermen Gruppe signifikant niedriger als nach 2 Stunden OGD gefolgt von 6 Stunden 

Reperfusion und moderate TH verringert die Spaltung von Caspase-3 im Vergleich zur 

Normoxiekontrolle signifikant. In primären Kardiomyozyten mit 6-stündiger OGD Phase ist nach 

6 Stunden Reperfusion keine aktivierte Caspase-3 mehr detektierbar. 

 

 

4.1.2 Einfluss moderater Hypothermie auf oxidativen Stress 
 

Stickstoffmonoxid (NO) wird im Rahmen der Ischämie/Reperfusions (I/R)-Schädigung in 

Kardiomyozyten über Umwandlung von L-Arginin in L-Citrullin vermehrt durch die induzierbare 

NO-Synthase (iNOS) produziert [97, 98] und stellt einen Marker für den oxidativen Stress dar. 

Um den oxidativen Stress in OGD/R-geschädigten primären Kardiomyozyten zu analysieren, 

wurde die Genexpression der iNOS zu unterschiedlichen Versuchszeitpunkten bestimmt. 

 

Mit zunehmender OGD-Dauer steigt die Genexpression von iNOS (Abbildung 5A) in beiden 

Versuchsgruppen, was mit den Daten zur LDH-Freisetzung während der OGD-Phase korreliert. 

Nach 6 Stunden OGD ist die iNOS-Genexpression in sowohl der normothermen als auch der 

hypothermen Versuchsgruppe im Vergleich zur Normoxiekontrolle signifikant gesteigert. 

Moderate TH verringert die iNOS-Genexpression im Vergleich zur normothermen 

Versuchsgruppe nach 4 und 6 Stunden OGD, dieser Trend ist jedoch nicht signifikant. 

 

In der Reperfusionsphase sinkt die Genexpression von iNOS nach 12 und 24 Stunden Reperfusion 

(18 und 30 Stunden nach Versuchsbeginn) deutlich ab und ist, verglichen mit der 

Normoxiekontrolle, nicht mehr signifikant erhöht (Abbildung 5B). In der normothermen 

Versuchsgruppe ist die Genexpression nach 12 und 24 Stunden Reperfusion im Vergleich zur 

Expression nach 6 Stunden OGD signifikant erniedrigt. 
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Abbildung 5: Oxidativer Stress in primären Kardiomyozyten. Darstellung der Genexpression 
der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) als Marker für oxidativen Stress, ermittelt 
via quantitativer RT-PCR, (A) während 2, 4 und 6 Stunden simulierter Ischämie (Oxygen-glucose-
deprivation, OGD) mit 0,2% O2 und Mangelmedium und (B) nach 12 und 24 Stunden Reperfusion 
bei 21% O2 und Vollmedium. Intraischämische Kühlung 1 Stunde nach Versuchsbeginn. Die 
Daten zeigen die x-fache Änderung der Genexpression im Vergleich zur Normoxiekontrolle (=1) 
als Mittelwert ± SD zum jeweiligen Versuchszeitpunkt. Die statistische Analyse wurde 
durchgeführt mit One-way ANOVA und Tukey Post-Test, *,#p < 0,05, **,##p < 0,01 (#, im 
Vergleich zur Kontrollgruppe), n = 3-7. 
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4.1.3 Einfluss moderater Hypothermie auf die Inflammationsreaktion 
 

4.1.3.1 Moderate Hypothermie und pro-inflammatorische Zytokine 
 

Es wurde untersucht, ob OGD- bzw. OGD/R-geschädigte Kardiomyozyten durch die Produktion 

pro-inflammatorischer Zytokine zur Unterhaltung der Inflammationsreaktion beitragen können 

und inwiefern diese durch die Applikation therapeutischer Hypothermie moduliert werden kann. 

Hierzu wurde die Genexpression der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-α, IL-6 und IL-1ß 

sowohl während 2, 4 und 6 Stunden OGD als auch nach 12 und 24 Stunden Reperfusion analysiert.  

 

Während der OGD-Phase (Abbildung 6) ist die Genexpression von TNF-α (Abbildung 6A) in 

beiden Versuchsgruppen im Vergleich zur Normoxiekontrolle tendenziell, aber nicht signifikant, 

supprimiert. Zwischen der normothermen und der mit moderater TH behandelten Versuchsgruppe 

zeigt sich intraischämisch zu keinem Versuchszeitpunkt ein signifikanter Unterschied der TNF-α-

Genexpression, jedoch steigt die Genexpression in der hypothermen Gruppe im Vergleich zur 

normothermen Gruppe nach 4 und 6 Stunden OGD tendenziell an und erreicht nach 6-stündiger 

OGD annähernd die Genexpressionsrate der Normoxiekontrolle. 

 

Die Genexpression von IL-6 (Abbildung 6B) in primären Kardiomyozyten entspricht während der 

OGD-Phase etwa der Normoxiekontrolle. Sie zeigt jedoch während der OGD-Phase zu keinem 

Zeitpunkt eine signifikante Regulation, weder im Vergleich zur Normoxiekontrolle, noch 

zwischen den Versuchsgruppen. 

 

In den primären Kardiomyozyten ist während der OGD-Phase ebenfalls kein signifikanter 

Unterschied der IL-1ß-Genexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 6C) zu 

beobachten. Nach 2 Stunden OGD ist die Expression von IL-1ß tendenziell supprimiert, steigt 

nach 4-stündiger OGD jedoch zunächst auf das Niveau der Normoxiekontrolle an und ist nach 

6 Stunden OGD leicht erhöht. Dabei ist kein signifikanter Unterschied zwischen der 

normothermen und der mit moderater TH behandelten Versuchsgruppe zu ermitteln. In der 

hypothermen Versuchsgruppe ist der Anstieg der IL-1ß-Genexpression zwischen 2- und 6-

stündiger OGD signifikant. 
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Abbildung 6: Genexpression pro-inflammatorischer Zytokine in primären Kardiomyozyten 
während der simulierten Ischämie. Darstellung der Genexpression der pro-inflammatorischen 
Zytokine (A) Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), (B) Interleukin-6 (IL-6) und (C) Interleukin-1ß (IL-
1ß) als Marker für die Inflammationsreaktion, ermittelt via quantitativer RT-PCR, während 
2, 4 und 6 Stunden simulierter Ischämie (Oxygen-glucose-deprivation, OGD) mit 0,2% O2 und 
Mangelmedium. Intraischämische Kühlung 1 Stunde nach Versuchsbeginn. Die Daten zeigen die 
x-fache Änderung der Genexpression im Vergleich zur Normoxiekontrolle (=1) als 
Mittelwert ± SD zum jeweiligen Versuchszeitpunkt. Die statistische Analyse wurde durchgeführt 
mit One-way ANOVA und Tukey Post-Test, *p < 0,05, n = 3-6. 
 

 

In der Reperfusionsphase (Abbildung 7) ist die Genexpression von TNF-α (Abbildung 7A) in 

beiden Versuchsgruppen im Vergleich zur Normoxiekontrolle nicht signifikant verändert. 

Tendenziell zeigt sich in der normothermen Versuchsgruppe nach 12 Stunden Reperfusion 

(18 Stunden nach Versuchsbeginn) weiterhin eine Suppression der TNF-α-Expression, die nach 

24 Stunden Reperfusion (30 Stunden nach Versuchsbeginn) etwa das Niveau der Kontrollgruppe 

erreicht. Durch moderate TH bleibt die Genexpression von TNF-α in primären Kardiomyozyten 

zu den untersuchten Versuchszeitpunkten in der Reperfusionsphase etwa auf dem Niveau der 

Normoxiekontrolle. Zu keinem Zeitpunkt unterscheidet sich die TNF-α-Genexpression beider 

Versuchsgruppen signifikant voneinander. 
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Nach 12 und 24 Stunden Reperfusion (18 und 30 Stunden nach Versuchsbeginn) steigt die 

Genexpression des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 (Abbildung 7B) in der normothermen 

Versuchsgruppe im Vergleich zur OGD-Phase an. Dieser Anstieg ist jedoch nicht signifikant im 

Vergleich zur Normoxiekontrolle. Durch moderate TH verbleibt die IL-6-Genexpression in der 

Reperfusion zu den untersuchten Zeitpunkten auf Höhe der Normoxiekontrolle. Zwischen den 

Versuchsgruppen zeigt sich zu keinem Versuchszeitpunkt ein signifikanter Unterschied der IL-6-

Genexpression. 

 

In sowohl der normothermen als auch in der mit moderater TH behandelten Versuchsgruppe sinkt 

die Genexpression von IL-1ß nach 12- und 24-stündiger Reperfusion (18 und 30 Stunden nach 

Versuchsbeginn) unter das Niveau der Normoxiekontrolle (Abbildung 7C). Diese Senkung ist in 

beiden Gruppen nach 24 Stunden Reperfusion deutlicher zu beobachten als nach 12 Stunden 

Reperfusion. In beiden Versuchsgruppen ist die Reduktion der IL-1ß-Genexpression nach jeweils 

12 und nach 24 Stunden Reperfusion im Vergleich zur Genexpression in der jeweiligen 

Versuchsgruppe nach 6-stündiger OGD signifikant erniedrigt. Zwischen den Versuchsgruppen 

selbst zeigt sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied der IL-1ß-Genexpression. 

 

Insgesamt ist in den untersuchten Zytokinen zu keinem Versuchszeitpunkt in der OGD- oder 

Reperfusionsphase eine zur Normoxiekontrolle signifikant veränderte Regulation der 

Genexpression zu vermerken. Moderate TH verändert die Zytokinexpression im Vergleich zur 

normothermen Versuchsgruppe nicht signifikant.  
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Abbildung 7: Genexpression pro-inflammatorischer Zytokine in primären Kardiomyozyten 
während der Reperfusionsphase. Darstellung der Genexpression der pro-inflammatorischen 
Zytokine (A) Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), (B) Interleukin-6 (IL-6) und (C) Interleukin-1ß (IL-
1ß) als Marker für die Inflammationsreaktion, ermittelt via quantitativer RT-PCR, nach 6 Stunden 
simulierter Ischämie (Oxygen-glucose-deprivation, OGD) mit 0,2% O2 und Mangelmedium, 
gefolgt von 12 und 24 Stunden Reperfusion bei 21% O2 und Vollmedium. Intraischämische 
Kühlung 1 Stunde nach Versuchsbeginn. Die Daten zeigen die x-fache Änderung der 
Genexpression im Vergleich zur Normoxiekontrolle (=1) als Mittelwert ± SD zum jeweiligen 
Versuchszeitpunkt. Die statistische Analyse wurde durchgeführt mit One-way ANOVA und 
Tukey Post-Test, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, n = 4-6. 
 

 

4.1.3.2 Moderate Hypothermie und die Freisetzung von DAMPs 
 

Zellulärer Stress kann zur Freisetzung von DAMPs führen, die eine Inflammationsreaktion in der 

Umgebung initiieren. Sie können aktiv von immunkompetenten Zellen sezerniert werden [24] oder 

im Rahmen des Zelluntergangs passiv in den Extrazellularraum gelangen. Um zu untersuchen, ob 

Kardiomyozyten durch die Freisetzung von DAMPs an der Inflammationsreaktion beteiligt sind, 
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wurden HMGB-1, CIRBP und Hsp70 im Zellkulturüberstand geschädigter Kardiomyozyten 

bestimmt. Die extrazellulären Proteine konnten aufgrund des hohen Albumingehaltes im 

Vollmedium nur für die normothermen und hypothermen Versuchsgruppen während der OGD-

Phase gemessen werden.  

 

Mit zunehmender OGD-Dauer steigt die Freisetzung von HMGB-1 in den Zellkulturüberstand im 

Vergleich zum vorigen Versuchszeitpunkt (Abbildung 8A). Dieser Anstieg ist in beiden 

Versuchsgruppen zu beobachten und ist in der normothermen Gruppe zwischen 2 und 6 Stunden 

OGD signifikant. In der mit moderater TH behandelten Versuchsgruppe zeigt sich eine nicht 

signifikant verringerte Freisetzung von HMGB-1 nach 4- und 6-stündiger OGD. 

 

Mit zunehmender Schädigungszeit ist extrazellulär auch ein Anstieg von CIRBP messbar 

(Abbildung 8B), der mit jedem Versuchszeitpunkt im Vergleich zum vorigen tendenziell steigt. 

Durch moderate TH wird die CIRBP-Freisetzung in den Extrazellularraum nach 4 und 6 Stunden 

OGD deutlich verringert, dieser Trend ist jedoch nicht signifikant.  

 

Auch Hsp70 ist mit zunehmender OGD-Dauer vermehrt im Zellkulturüberstand nachweisbar 

(Abbildung 8C). Die Freisetzung steigt hierbei ebenso mit jedem Versuchszeitpunkt im Vergleich 

zum vorigen. Es zeigt sich eine durch moderate TH nicht signifikant verringerte Freisetzung des 

Proteins in die Versuchsmedien nach 2, 4 und 6 Stunden OGD. Dieser Trend nimmt mit 

zunehmender Schädigungsdauer ab. 

 

Insgesamt führt eine zunehmende Schädigungsdauer in beiden Versuchsgruppen zu einer 

vermehrten Freisetzung der untersuchten DAMPs in den Zellkulturüberstand, was mit der 

Freisetzung der LDH bei zunehmender OGD-Dauer korreliert. Moderate TH kann die Freisetzung 

der DAMPs tendenziell verringern. 
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Abbildung 8: Freisetzung der DAMPs durch primäre Kardiomyozyten während der 
simulierten Ischämie. Die primären Kardiomyozyten wurden einer simulierten Ischämie 
(Oxygen-glucose-deprivation, OGD) mit 0,2% O2 und Mangelmedium für 2, 4 und 6 Stunden 
ausgesetzt, gefolgt von 12 und 24 Stunden Reperfusion. Intraischämische Kühlung 1 Stunde nach 
Versuchsbeginn. Western-Blot-Analysen der Freisetzung Schädigungs-assoziierter Moleküle 
(damage-associated molecular patterns, DAMPs) aus dem Zellkulturüberstand nach 2, 4 und 6 
Stunden OGD. Die dargestellten Daten zeigen die absoluten Werte (Arbitrary Unit, a.u.) der 
densitometrischen Messung für (A) High Mobility Group Box-1 (HMGB-1), (B) Cold-inducible 
RNA-binding Protein (CIRBP) und (C) Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) als Mittelwert ± SD zum 
jeweiligen Versuchszeitpunkt. Die statistische Analyse wurde durchgeführt mit One-way ANOVA 
und Tukey Post-Test, *p < 0,05, n = 2-7. 
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4.1.4 Einfluss moderater Hypothermie auf Kälteschockproteine 
 

Das extrazellulär als DAMP agierende CIRBP gehört mit RBM3 zu den sogenannten 

Kälteschockproteinen, deren Expression durch Kälte induziert wird und die intrazellulär anti-

apoptotisch wirken. In Kapitel 4.1.1.2 konnte bei kurzen OGD-Phasen in der anschließenden 

Reperfusionsphase durch Kühlung eine signifikante Reduktion des apoptotischen Zelltodes 

anhand der Caspase-3-Aktivierung gezeigt werden. Um zu eruieren, ob moderate TH bei einer 

6-stündigen OGD nicht nur den nekrotischen Zelltod verringert, sondern auch eine Regulation der 

anti-apoptotischen Kälteschockproteine zeigt, wurde die RNA-Expression von CIRBP und RBM3 

sowohl intraischämisch als auch zu Zeitpunkten der späten Reperfusion (12 und 24 Stunden 

Reperfusion bzw. 18 und 30 Stunden nach Versuchsbeginn) via quantitativer RT-PCR analysiert. 

Die dargestellten Daten zeigen die relative Veränderung der Genexpression im Vergleich zur 

Kontrollgruppe des jeweiligen Versuchszeitpunktes. 

 

Die RBM3-Genexpression während der OGD-Phase (Abbildung 9A) sinkt in der normothermen 

Versuchsgruppe mit zunehmender OGD-Zeit und ist nach 6-stündiger OGD im Vergleich zur 

Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. Die RBM3-Genexpression in der hypothermen 

Versuchsgruppe ist dabei unverändert zur Normoxiekontrolle. Zwischen beiden Versuchsgruppen 

zeigt sich in der OGD-Phase zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied. 

 

Die Genexpression von CIRBP verhält sich in der OGD-Phase (Abbildung 9B) ähnlich zu der von 

RBM3. Mit zunehmender OGD-Dauer sinkt in der normothermen Versuchsgruppe die 

Genexpressionsrate von CIRBP im Vergleich zum vorigen Versuchszeitpunkt. Nach 6 Stunden 

OGD ist sie im Vergleich zur Normoxiekontrolle signifikant erniedrigt. Auch hier kann moderate 

TH die Expression konstant auf Höhe der unbehandelten Kontrollgruppe halten. Nach 6-stündiger 

OGD ist die CIRBP-Genexpression in der gekühlten Versuchsgruppe im Vergleich zur 

ungekühlten Versuchsgruppe signifikant erhöht. 
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Abbildung 9: Genexpression von Kälteschockproteinen in primären Kardiomyozyten 
während der simulierten Ischämie. Darstellung der Genexpression der Kälteschockproteine (A) 
RNA-binding motif Protein 3 (RBM3) und (B) Cold-inducible RNA-binding Protein (CIRBP), 
ermittelt via quantitativer RT-PCR, während 2, 4 und 6 Stunden simulierter Ischämie (Oxygen-
glucose-deprivation, OGD) mit 0,2% O2 und Mangelmedium. Intraischämische Kühlung 1 Stunde 
nach Versuchsbeginn. Die Daten zeigen die x-fache Änderung der Genexpression im Vergleich 
zur Normoxiekontrolle (=1) als Mittelwert ± SD zum jeweiligen Versuchszeitpunkt. Die 
statistische Analyse wurde durchgeführt mit One-way ANOVA und Tukey Post-Test, *,#p < 0,05, 
**,##p < 0,01, ***,###p < 0,001 (#, im Vergleich zur Kontrollgruppe), n = 3-6 

 

 

In der Reperfusionsphase (Abbildung 10) steigt die Genexpression von RBM3 (Abbildung 10A) 

in der gekühlten Gruppe verglichen mit dem vorigen Versuchszeitpunkt jeweils signifikant an. 

Nach 24-stündiger Reperfusion (30 Stunden nach Versuchsbeginn) ist sie auch im Vergleich zur 

Kontrollgruppe signifikant erhöht. In der normothermen Versuchsgruppe steigt die Genexpression 

in der Reperfusionsphase im Vergleich zu 6-stündiger OGD leicht an und ist somit nicht mehr 

signifikant niedriger als in der Normoxiekontrolle, verbleibt jedoch für die gesamte Dauer der 

Reperfusion auf Niveau der Kontrollgruppe und wird nicht erhöht. Nach 12-stündiger (18 Stunden 

nach Versuchsbeginn) und auch 24-stündiger Reperfusion ist die Genexpression von RBM3 in der 

hypothermen Versuchsgruppe signifikant höher als in der normothermen Versuchsgruppe.  

 

Die Genexpression von CIRBP verhält sich auch in der Reperfusionsphase (Abbildung 10B) 

ähnlich zu RBM3 und nimmt in der gekühlten Versuchsgruppe im Vergleich zum jeweils vorigen 

Versuchszeitpunkt signifikant zu. Hierbei ist bereits nach 12-stündiger Reperfusion auch ein 

signifikanter Anstieg im Vergleich zur Normoxiekontrolle zu sehen, der nach 24 Stunden 

Reperfusion bestehen bleibt. Zu allen während der Reperfusion untersuchten Zeitpunkten ist die 

CIRBP-Genexpression in der gekühlten Gruppe verglichen mit der ungekühlten Gruppe 

signifikant erhöht. In der ungekühlten Versuchsgruppe bleibt sie während der Reperfusionsphase 

unterhalb des Expressionsniveaus der Kontrollgruppe. 
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Abbildung 10: Genexpression von Kälteschockproteinen in primären Kardiomyozyten 
während der Reperfusionsphase. Darstellung der Genexpression der Kälteschockproteine (A) 
RNA-binding motif Protein 3 (RBM3) und (B) Cold-inducible RNA-binding Protein (CIRBP), 
ermittelt via quantitativer RT-PCR, nach 6 Stunden simulierter Ischämie (Oxygen-glucose-
deprivation, OGD) mit 0,2% O2 und Mangelmedium, gefolgt von 12 und 24 Stunden Reperfusion 
bei 21% O2 und Vollmedium. Intraischämische Kühlung 1 Stunde nach Versuchsbeginn. Die 
Daten zeigen die x-fache Änderung der Genexpression im Vergleich zur Normoxiekontrolle (=1) 
als Mittelwert ± SD zum jeweiligen Versuchszeitpunkt. Die statistische Analyse wurde 
durchgeführt mit One-way ANOVA und Tukey Post-Test, *,#p < 0,05, **,##p < 0,01, 
***,###p < 0,001 (#, im Vergleich zur Kontrollgruppe), n = 4-6 
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4.2 Teil B: RAW 264.7-Makrophagen 
 

Nach Inkubation der Makrophagen mit den Überständen der OGD- bzw. OGD/R-geschädigten 

Kardiomyozyten wurde die Genexpression unterschiedlicher pro- und anti-inflammatorischer 

Marker via quantitativer RT-PCR analysiert. Keiner der untersuchten Marker (Tabelle 11) zeigt 

eine Regulation im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Zur Validierung der eingesetzten 

Methodik dienten als Positivkontrolle Makrophagen, die mit dem Überstand maximal geschädigter 

Kardiomyozyten (=100% Zytotoxizität im LDH-Assay) inkubiert wurden. Hier ist die 

Genexpression des Markers iNOS um das 2,7-fache und die des Monozyten-chemotaktischen 

Proteins-1 (MCP-1) um das 3,2-fache im Vergleich zur Kontrollgruppe (=1) erhöht (Daten nicht 

dargestellt). 

 

Tabelle 11: Via quantitativer RT-PCR untersuchte Marker der RAW 264.7-Makrophagen 

Untersuchte Marker in RAW 264.7-Makrophagen 

Pro-inflammatorisch Anti-inflammatorisch 

Interleukin-1α (IL-1α) 

IL-1ß 

IL-6 

TNF-α 

Allograft Inflammatory Factor-1 (AIF-1) 

Cyclooxygenase-2 (COX-2) 

Induzierbare NO-Synthase (iNOS) 

Monozyten-chemotaktisches Protein-1 (MCP-1) 

IL-10 

Suppressor of cytokine signaling-3 

(SOCS-3) 

 

 

Die Zugabe eines DAMP-neutralisierenden Antikörpers zu den mit dem Überstand der 

Kardiomyozyten inkubierten Makrophagen sollte untersuchen, inwiefern die Neutralisierung 

bestimmter DAMPs eine Inflammationsreaktion abschwächen kann. Somit sollten Rückschlüsse 

auf die Wirkung des jeweiligen DAMPs in der Initiierung der Inflammationsreaktion gezogen 

werden. Da die Zugabe eines CIRBP-neutralisierenden Antikörpers in den durchgeführten 

Vorversuchen zu einer deutlichen Erhöhung pro-inflammatorischer Marker führte (Daten nicht 

dargestellt), wurde in einem einzelnen Versuch getestet, ob bereits die alleinige Zugabe des 

Antikörpers eine Erhöhung der pro-inflammatorischen Marker hervorruft. Die Zugabe des CIRBP-
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bindenden Antikörpers in absteigenden Konzentrationen von 8, 4 und 2 µg/ml zu den mit ihrem 

Vollmedium inkubierten Makrophagen zeigt nach 24 Stunden für iNOS, MCP-1 und  

Interleukin-1α (IL-1α) eine in Abhängigkeit zur Antikörper-Konzentration deutliche Aktivierung 

der RAW 264.7-Makrophagen (Abbildung 11). 

 

 
Abbildung 11: Genexpression in RAW 264.7-Makrophagen nach Inkubation mit einem 
CIRBP-neutralisierenden Antikörper. Darstellung der Genexpression von (A) induzierbarer 
Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS), (B) Monozyten-chemotaktischem Protein-1 (MCP-1) und 
(C) Interleukin-1α (IL-1α), ermittelt via quantitativer RT-PCR, nach 24-stündiger Inkubation mit 
einem Cold-inducible RNA-binding Protein (CIRBP)-neutralisierenden Antikörper (8, 4 und 
2 µg/ml) bei 37 °C und 21% O2. Die Daten zeigen die x-fache Änderung der Genexpression im 
Vergleich zur Normoxiekontrolle (=1), n = 1. 
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5 Diskussion 
 

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen wie viele in vitro- und in vivo-Studien den 

kardioprotektiven Effekt moderater TH durch die Reduktion des während der OGD- und 

Reperfusionsphase jeweils vorherrschenden Zelltodmechanismus. Weiterhin induziert moderate 

TH die Genexpression der anti-apoptotischen Kälteschockproteine CIRBP und RBM3 während 

der Reperfusion, was potentiell einen weiteren protektiven Mechanismus der TH darstellt. 

Ebenso wurde gezeigt, dass OGD/R-geschädigte primäre Kardiomyozyten nicht durch die 

Induktion pro-inflammatorischer Zytokine, sondern durch die Freisetzung von DAMPs in der 

OGD-Phase zur Initiierung einer sterilen Inflammationsreaktion beitragen können. Durch 

moderate TH wird die Freisetzung der DAMPs in den Zellkulturüberstand tendenziell verringert. 

 

 

5.1 Therapeutische Hypothermie und kardiale Zelltodmechanismen 
 

Die Ergebnisse der durchgeführten Versuche zeigen, dass in OGD/R-geschädigten primären 

Kardiomyozyten während der OGD-Phase der nekrotische Zelltod überwiegt, während der 

apoptotische Zelltod erst in der Reperfusionsphase eintritt. Dies korreliert mit Ergebnissen von 

Leist et al., die in lymphoiden Jurkat-Zellen belegten, dass der Zelltodmechanismus im 

Wesentlichen vom intrazellulären ATP-Gehalt abhängt, da entscheidende Schritte der Apoptose 

energieabhängig sind [99]. Jedoch konnte in diesem Forschungsprojekt auch gezeigt werden, dass 

der insgesamt vorherrschende Zelltodmechanismus in primären Kardiomyozyten von der 

Schädigungsintensität abhängt und einem allmählichen Wechsel zwischen beiden untersuchten 

Mechanismen unterliegt. So überwiegt bei einer kurzzeitigen Schädigung von 2 Stunden der 

apoptotische Zelluntergang, der jedoch erst mit der Reperfusion einsetzt. Eine stärkere Schädigung 

im Sinne einer längeren OGD führt zu einem allmählichen Übergang zum vorwiegend 

nekrotischen Zelltod bereits während der Ischämie. Eine mögliche Erklärung für diesen 

beobachteten Wechsel liegt ebenfalls im intrazellulären ATP-Gehalt der Kardiomyozyten, der 

während einer Ischämie abnimmt, und dem Versagen von Kompensationsmechanismen, das wie 

in Kapitel 1.4.2 beschrieben zum Platzen der Zellen führt. Dies bestätigen Bonfoco et al., die 

in vitro ebenfalls beobachten konnten, dass die Intensität der initialen Schädigung entscheidend 

für den resultierenden Zelltodmechanismus ist [100]. Während der OGD-Phase ist in primären 

Kardiomyozyten keine Regulation der aktivierten Caspase-3 zu beobachten, was folglich mit dem 
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ATP-Defizit während der OGD zu begründen ist. Die geringen Mengen an LDH im 

Zellkulturüberstand während der Reperfusionsphase sind hingegen mit dem zwischen OGD und 

Reperfusion stattfindenden Mediumwechsel zu erklären (Daten nicht dargestellt). Dies belegt 

jedoch, dass in der Reperfusionsphase keine zusätzliche Freisetzung der LDH in den 

Zellkulturüberstand, somit auch kein nekrotischer Zelltod, stattfindet. 

Moderate TH reduziert sowohl den apoptotischen Zelltod (2 h OGD + 6 h Reperfusion) als auch 

den nekrotischen Zelltod (6 h OGD) signifikant und erhöht somit die Zellviabilität primärer 

Kardiomyozyten. Für den durch LDH-Freisetzung quantifizierten nekrotischen Zelltod wurde dies 

bereits durch Krech et al. bei der Etablierung des Zeit-Temperatur-Protokolls für primäre 

Kardiomyozyten belegt [92]. Der anti-apoptotische Effekt moderater TH durch reduzierte 

Caspase-3-Aktivierung konnte bisher vor allem in Neuronen nachgewiesen werden [76-78] und 

bestätigt sich hier auch in primären Kardiomyozyten. Da die aktivierte Caspase-3 Teil der 

gemeinsamen Endstrecke intrinsischer und extrinsischer Apoptose ist [44], lassen sich in dieser 

Arbeit keine Rückschlüsse auf den ursprünglichen Stimulus dieser Apoptose ziehen. 

 

 

5.2 Ischämie/Reperfusions-bedingter oxidativer Stress 
 

NO wirkt unter normoxischen Bedingungen antioxidativ und anti-inflammatorisch [101], kann 

unter hypoxischen Bedingungen jedoch durch Interaktion mit Hyperoxid-Anionen reaktive 

Stickstoffspezies generieren und zählt damit zu den freien Radikalen [97, 102]. Es wird durch NO-

Synthasen (NOS) produziert, wobei sich insgesamt drei Subformen unterscheiden lassen. Die 

neuronale NOS (nNOS) und endotheliale NOS (eNOS) generieren NO in geringen Mengen 

(< 100 nM) konstitutiv. Im Gegensatz dazu wird die induzierbare NOS (iNOS) nur durch Stimuli 

wie LPS, pro-inflammatorische Zytokine oder Hypoxie hochreguliert und bewirkt eine beachtliche 

Steigerung der NO-Produktion (> 1 µM) in Endothelzellen, Monozyten, Mastzellen, 

Makrophagen und glatten Muskelzellen [98]. In Kardiomyozyten wird die eNOS konstitutiv und 

die iNOS nach Stimulation exprimiert [102], letztere wurde in der vorliegenden Arbeit als Marker 

für oxidativen Stress analysiert. 

In primären Kardiomyozyten steigt die iNOS-Genexpression während der OGD-Phase und ist 

nach 6-stündiger OGD in sowohl der normothermen als auch der hypothermen Versuchsgruppe 

signifikant erhöht. Hier zeigt sich ein statistisch nicht signifikanter Trend, dass moderate TH die 

Expression von iNOS verringert. Der intraischämische Anstieg korreliert dabei mit den Daten zum 
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nekrotischen Zelltod. In einem vorigen Projekt der Arbeitsgruppe zur Untersuchung der Post-

Hypothermie-Pyrexie konnten Tong et al. nach 6 Stunden OGD in HL-1-Kardiomyozyten 

ebenfalls eine zur Normoxiekontrolle signifikante Steigerung der iNOS-Genexpression in beiden 

Versuchsgruppen beobachten [103]. Anders als in primären Kardiomyozyten war die Expression 

in hypothermen HL-1-Kardiomyozyten zu dem Versuchszeitpunkt jedoch tendenziell höher als in 

normothermen. Eine signifikante Reduktion der iNOS-Genexpression durch moderate TH zeigte 

sich dort erst in der späten Reperfusionsphase nach Erwärmung beider Versuchsgruppen auf 40 °C 

(31 und 41 Stunden nach Versuchsbeginn), war nach längerer Pyrexie (53 Stunden nach 

Versuchsbeginn) jedoch wieder aufgehoben [103]. Entgegen der in der Arbeitsgruppe 

beobachteten Ergebnisse in primären Kardiomyozyten und HL-1-Kardiomyozyten konnten 

Han et al. sowohl im Rattenmodell nach zerebralarterieller Okklusion als auch in einer mit LPS 

aktivierten Mikroglia-Kultur durch moderate TH (33 °C) eine Reduktion von NO und der iNOS-

Proteinexpression nach der akuten Ischämiephase erzielen [104]. 

 

Obwohl moderate TH die iNOS-Genexpression in primären Kardiomyozyten während der OGD 

nicht signifikant reduziert, spricht dies nicht grundsätzlich gegen den protektiven Effekt der 

Hypothermie. Die Bedeutung von iNOS im Rahmen des I/R-Schadens ist in der Literatur 

umstritten [98]. Einerseits konnten Feng et al. im Tiermodell nachweisen, dass Mortalität und 

kardiale Dysfunktion nach einem durch Ligatur der linken Koronararterie induzierten AMI in 

Mäusen mit einem iNOS-Wildtyp im Gegensatz zu iNOS-/--mutierten Mäusen signifikant 

ansteigen und iNOS in der Pathogenese des myokardialen Schadens somit eine bedeutende Rolle 

spielt [105]. Andererseits belegen Takano et al., dass die iNOS ein entscheidender Mediator für 

die späte ischämische Präkonditionierung, einer durch kurze ischämische Reize ausgelösten 

Protektion des Myokards vor längerer Ischämie,  nach einem Myokardinfarkt im Kaninchenmodell 

ist [106]. Ein zugrundeliegender Mechanismus dieser Kardioprotektion stellt die Reduktion 

OGD/R-induzierter ROS und die Inhibition der mPTP-Öffnung dar [107]. Weiterhin beobachteten 

Zhao et al. in Mäusen einen Zusammenhang zwischen mäßiger Erhöhung der iNOS-Expression 

und der Aktivierung kardiomyozytärer Adenosin-A1-Rezeptoren, die ebenso eine entscheidende 

Rolle in der verzögerten Kardioprotektion bei Schädigung durch Ischämie spielen [108], was 

durch Versuche von Lasley et al. jedoch nicht bestätigt werden konnte [109]. Letztlich scheint vor 

allem das Verhältnis zwischen NO und reaktiven Stickstoffverbindungen, die bei der NO-

Degradation entstehen, entscheidend für den resultierenden protektiven oder schädlichen Effekt 

der iNOS zu sein [98]. 
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In dieser Arbeit kann während der Reperfusionsphase weder eine signifikante Steigerung der 

iNOS-Genexpression noch eine Regulation zwischen den Versuchsgruppen beobachtet werden. 

Die Produktion von NO und Superoxiden gipfelt interessanterweise bereits in der frühen 

Reperfusion unmittelbar nach Wiederherstellung des Sauerstoff- und Nährstoffangebots 

[110, 111]. Die in diesem Zeit-Temperatur-Protokoll analysierten Versuchszeitpunkte 12 und 24 

Stunden nach Reperfusionsbeginn sind daher nicht geeignet, um eine adäquate Aussage über die 

oxidative Stressbelastung primärer Kardiomyozyten und eine mögliche Beeinflussung durch 

moderate TH in der frühen Reperfusion zu treffen. 

 

 

5.3 Kälteschockproteine in primären Kardiomyozyten 
 

Wie bereits in Kapitel 1.5.2.5 betont wurde, wirken die untersuchten Kälteschockproteine CIRBP 

und RBM3 intrazellulär aufgrund ihrer anti-apoptotischen Effekte zytoprotektiv. In der Literatur 

wurden beide Proteine bisher vorwiegend in neuronalen Zellen beschrieben [33], konnten in dieser 

Arbeit aber auch in primären Kardiomyozyten nachgewiesen werden. Es zeigt sich auf mRNA-

Ebene keine signifikante Hochregulation von CIRBP und RBM3 während der OGD-Phase, jedoch 

hält moderate TH das Expressionsniveau von CIRBP und RBM3 etwa im Bereich der 

Normoxiekontrolle, während die Expression in der normothermen Versuchsgruppe 

intraischämisch stetig abnimmt. Da neben der Hypothermie auch hypoxischer Stress als Initiator 

der CIRBP- und RBM3-Expression beschrieben wurde [112], wäre eine intraischämische 

Hochregulation in beiden Versuchsgruppen, etwas stärker aber in der hypothermen 

Versuchsgruppe, denkbar. Die Ergebnisse dieser Arbeit korrelieren mit Resultaten eines vorigen 

Projektes unserer Arbeitsgruppe, in der Rosenthal et al. beobachteten, dass die RBM3-Expression 

in humanen SK-N-SH-Neuroblastomzellen sowohl auf transkriptioneller als auch translationaler 

Ebene durch Hypothermie, allerdings nicht durch Hypoxie induziert wird [113]. Zudem zeigten 

Liu et al. in einem Rattenmodell, dass auch die kortikale CIRBP-Expression durch zerebrale 

Ischämie trotz gleichzeitiger Hypothermie verzögert wird [114]. Eine signifikante Hochregulation 

der CIRBP- und RBM3-Expression zeigt sich in den primären Kardiomyozyten erst in der 

Reperfusionsphase. Hierbei ist die CIRBP-Genexpression schon nach 12-stündiger Reperfusion 

im Vergleich zur Normoxiekontrolle signifikant erhöht, RBM3 jedoch erst nach 24 Stunden 

Reperfusion. Dies deutet auf eine schnellere Dynamik der CIRBP-Genexpression nach Initiierung 

der moderaten TH hin und korreliert ebenfalls mit vorigen Ergebnissen unserer 
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Arbeitsgruppe [81]. Die Aufrechterhaltung der RBM3- und CIRBP-Genexpression während der 

OGD-Phase und ihre Hochregulation in der Reperfusionsphase stellt demnach auch in primären 

Kardiomyozyten einen potentiellen Schlüsselmechanismus in der Zytoprotektion durch moderate 

TH dar. Dabei deutet die signifikante Steigerung selbst 24 Stunden nach Eintritt der Reperfusion 

auf einen nachhaltig protektiven Effekt hin. 

 

Auch in der Klinik nimmt die Bedeutung der Kälteschockproteine zu. So konnten Rosenthal et al. 

RBM3 in einer ersten prospektiven, monozentrischen Studie auch in menschlichem Serum 

nachweisen [115]. Hierfür wurde RBM3 in 13 Patienten mit angeborenem Herzfehler jeweils vor 

und nach einem herzchirurgischen Eingriff mit CPB und moderater TH analysiert. Zur Kontrolle 

wurden RBM3-Werte im Serum gesunder Probanden bestimmt, die sich nicht signifikant von den 

Werten der Patienten vor Behandlungsbeginn unterschieden. Postoperativ zeigten sich signifikant 

erhöhte RBM3-Level im Vergleich zu den präoperativen Werten. Ebenso wurde postoperativ eine 

komplexe Immunreaktion beobachtet, die sich in einer Erhöhung von MCP-1, interzellulärem 

Adhäsionsmolekül-1 (ICAM-1), diverser Interleukine (-1ß, -6, -8, -16, -18) und CC-Chemokin-

Liganden-3 und -4 zeigte und vermutlich auf den Gebrauch der Herz-Lungen-Maschine 

zurückzuführen ist. Drei weitere Patienten wurden unter normothermen Bedingungen operiert. 

Aufgrund der geringen Patientenzahl in der normothermen Gruppe konnten jedoch keine 

Schlussfolgerungen bezüglich einer Aggravation der komplexen Immunreaktion ohne moderate 

TH oder einer im Vergleich zur gekühlten Patientengruppe postoperativ signifikanten Reduktion 

von RBM3 im Serum gezogen werden [115]. Allerdings belegt diese Studie, dass RBM3, welches 

in den gekühlten Patienten postoperativ signifikant erhöht war, in der Klinik einen potentiellen 

Marker für Kühlung darstellt. 

 

 

5.4 Primäre Kardiomyozyten und die sterile Inflammationsreaktion 
 

5.4.1 Zytokinproduktion in primären Kardiomyozyten 
 

Eine Schädigung des Myokards durch Ischämie und anschließende Reperfusion führt über die 

Produktion von ROS, Freisetzung intrazellulärer Bestandteile und Expression von 

Adhäsionsmolekülen zur Rekrutierung von Monozyten und Makrophagen zum Infarktareal. Diese 

initiieren über die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine eine Inflammationsreaktion [21]. 



 
77 

In dieser Arbeit wurde die Genexpression von TNF-α, IL-6 und IL-1ß via quantitativer RT-PCR 

untersucht, um zu beurteilen, ob primäre Kardiomyozyten durch Hochregulation pro-

inflammatorischer Zytokine neben immunkompetenten Zellen ebenso zur Initiierung und 

Aufrechterhaltung der sterilen Inflammationsreaktion beitragen. Weder in der OGD-Phase noch 

in der Reperfusion ist in den analysierten Zytokinen eine zur Normoxiekontrolle signifikant 

veränderte Genexpression zu vermerken. Ebenso zeigt sich kein signifikanter Unterschied 

zwischen den Versuchsgruppen. 

 

Lediglich die Genexpression von IL-1ß steigt während der OGD-Phase in der hypothermen 

Gruppe zwischen 2 und 6 Stunden OGD signifikant und ist im Vergleich zur normothermen 

Gruppe tendenziell erhöht. In beiden Versuchsgruppen ist die IL-1ß-Genexpression in der 

Reperfusionsphase im Vergleich zur Expression bei 6-stündiger OGD signifikant vermindert. Dies 

korreliert mit Ergebnissen von Hwang et al., die in ihrem Infarktmodell der Maus nach Ligatur der 

linken anterioren Koronararterie einen raschen Anstieg der IL-1ß-Genexpression beschrieben. 

Diese zeigte ebenfalls ein Maximum 6 Stunden nach Versuchsbeginn mit einem darauffolgenden 

raschen Abfall [116]. Da die beschriebene Studie jedoch primär zur Analyse der Progression des 

linksventrikulären Remodelings diente, erfolgte keine Reperfusion des ischämischen Gewebes 

und der Abfall der IL-1ß-Genexpression erfolgte in der Ischämiephase. 

Obwohl IL-1ß als pro-inflammatorisches Zytokin gilt, ist die Erhöhung seiner Genexpression 

durch moderate TH während der OGD-Phase jedoch nicht prinzipiell als schädlich zu beurteilen. 

So beschrieben Hwang et al. ebenfalls potentielle protektive Effekte durch die Hochregulation von 

IL-1ß in der Akutphase eines AMIs. In ihrer Studie führte die Applikation eines IL-1ß-

neutralisierenden Antikörpers direkt nach Ischämiebeginn zu einer höheren Inzidenz von 

Ventrikelrupturen und einer reduzierten Kollagenakkumulation im Infarktareal. Ebenso waren vier 

und acht Wochen nach Versuchsbeginn eine signifikante Erhöhung des Gesamtherzgewichts und 

des linksventrikulären enddiastolischen Diameters mit der Antikörpertherapie assoziiert [116]. Da 

die in dieser Arbeit beobachtete Dynamik der IL-1ß-Genexpression sich jedoch nur innerhalb der 

Versuchsgruppen ändert und kein signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen oder 

zu der Normoxiekontrolle besteht, sind primäre Kardiomyozyten nicht durch die Produktion von 

IL-1ß an der Inflammationsreaktion beteiligt. 

 

Die IL-6-Genexpression steigt in der normothermen Versuchsgruppe nach 12 und 24 Stunden 

Reperfusion (18 und 30 Stunden nach Versuchsbeginn) im Vergleich zur Normoxiekontrolle und 

der hypothermen Versuchsgruppe tendenziell, jedoch nicht signifikant. Die Genexpression des 
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Zytokins TNF-α zeigt weder in der OGD- noch in der Reperfusionsphase eine Regulation. Im 

Gegensatz zu diesen Ergebnissen beobachteten Shi et al. in vivo nach einstündiger 

koronararterieller Okklusion gefolgt von 48-stündiger Reperfusion in Ratten eine im Vergleich 

zur schein-exponierten Gruppe erhöhte Genexpression von unter anderem TNF-α und IL-6 im 

Infarktareal. Die Körpertemperatur der Ratten sowohl der schein-exponierten Gruppe als auch der 

normothermen Versuchsgruppe wurde auf 37 °C gehalten, während die Körpertemperatur der 

hypothermen Versuchsgruppe 2 Minuten nach Experimentbeginn via Oberflächenkühlung auf 

32 °C gesenkt wurde. Kühlung konnte die Inflammationsreaktion durch signifikante Reduktion 

der Genexpression von unter anderem TNF-α und IL-6 im Infarktareal mildern und die 

myokardiale Funktion, gemessen an der linksventrikulären Verkürzungsfraktion, im Vergleich zur 

normothermen Gruppe erhöhen [91]. Ähnliche Ergebnisse erzielten Vazquez-Jimenez et al. in vivo 

in Schweinen, die einem kardiochirurgischen Eingriff mit CPB unterzogen wurden. Eine TH von 

28 °C führte neben einer verminderten Nekrose zu einer Reduktion von TNF-α und einer 

Hochregulation des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 [90]. In beiden Studien wurde die 

Inflammationsreaktion im gesamten Herzen eruiert. Jedoch machen Kardiomyozyten nur etwa 

30-35% der gesamten Zellen des Herzens aus, während die restlichen 65-70% aus Endothelzellen, 

Fibroblasten, Perizyten, glatten Muskelzellen und Makrophagen bestehen [117]. Es lässt sich 

anhand dieser Daten daher nicht schlussfolgern, dass die Induktion der gemessenen pro-

inflammatorischen Zytokine in den beschriebenen Studien durch die Kardiomyozyten selbst 

geschieht. So beobachteten Shames et al. im Myokard von Ratten ebenfalls eine Hochregulation 

der TNF-α-Genexpression durch Ischämie, die intranukleäre Translokation des 

Transkriptionsfaktors NF-κB, der die Produktion von Zytokinen induziert, fand jedoch primär in 

myokardialen interstitiellen Zellen statt. Daraus leiteten sie ab, dass myokardiales TNF-α 

hauptsächlich von nicht-kardiomyozytären Zellen generiert wird [118]. Dies korreliert daher mit 

dem Ergebnis dieser Arbeit, dass primäre Kardiomyozyten nicht durch Induktion der pro-

inflammatorischen Zytokine IL-1ß, IL-6 und TNF-α an der Initiierung und Aufrechterhaltung der 

sterilen Inflammationsreaktion beteiligt sind. Folglich ist in primären Kardiomyozyten auch keine 

Milderung der Inflammationsantwort durch moderate TH im Sinne einer Reduktion von Zytokinen 

zu erwarten. Die nach einer myokardialen Ischämie beobachtete Zytokinproduktion geht daher 

von nicht-kardiomyozytären Zellen des Herzens aus.  

 

Die in Tierexperimenten beobachtete Reduktion der Zytokinproduktion nach myokardialer 

OGD/R-Schädigung ließ sich im Menschen bisher nicht bestätigen. In einer multizentrischen, 

prospektiven Studie, dem sogenannten „TTM-Trial“, verglichen Nielsen et al. in Patienten nach 
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einem HKS den Effekt von Kühlung auf 33 °C mit einer kontrollierten Normothermie von 36 °C. 

Eine Subanalyse dieser Studie zeigte zwar eine Korrelation des IL-6-Plasmalevels mit dem 

Ausprägungsgrad des „Post-Cardiac Arrest“-Syndroms, jedoch konnte moderate TH IL-6 im 

Plasma im Vergleich zur Normothermie nicht verringern und die Inflammationsreaktion somit 

nicht abschwächen [119, 120]. Eine Ursache für diese Beobachtung könnte in der kontrollierten 

Normothermie von 36 °C liegen, die sich definitionsgemäß nur um 0,1 °C vom Temperaturbereich 

der milden Hypothermie unterscheidet (≤ 35,9 °C) [47] und um 1 °C von der normalen 

Körperkerntemperatur von 37 °C abweicht [121]. Um eine Reduktion der inflammatorischen 

Antwort durch moderate TH im Menschen zu beurteilen, sind somit weitere Studien notwendig, 

deren normothermen Gruppen eine Körperkerntemperatur von etwa 37 °C aufweisen. 

 

 

5.4.2 Freisetzung von DAMPs durch primäre Kardiomyozyten 
 

Im Rahmen des Zelluntergangs während eines AMI kommt es zur Freisetzung intrazellulärer 

Zellbestandteile in den Extrazellularraum, die dort als DAMPs eine begleitende 

Inflammationsreaktion über die Aktivierung von unter anderem TLR auslösen [122]. Bei den in 

dieser Arbeit untersuchten Proteinen HMGB-1, CIRBP und Hsp70, deren Rolle als DAMPs bereits 

in Kapitel 1.3 erläutert wurde, kann eine mit zunehmender OGD-Dauer ansteigende Freisetzung 

in den Zellkulturüberstand beobachtet werden. Das mit CIRBP eng verwandte RBM3 wurde 

ebenfalls analysiert, konnte jedoch nicht im Extrazellularraum nachgewiesen werden und ist auch 

in der Literatur bisher nicht als DAMP identifiziert worden [33]. Die während der OGD-Phase 

zunehmende Freisetzung der untersuchten DAMPs korreliert mit den gewonnenen Ergebnissen 

zum nekrotischen Zelltod, der in Abhängigkeit der OGD-Dauer ebenfalls zunimmt. Auch in der 

Literatur ist die Freisetzung von DAMPs mit dem nekrotischen Zelltod assoziiert [122-124]. 

Obwohl primäre Kardiomyozyten keine immunkompetenten Zellen sind, zeigen diese Daten, dass 

sie durch Freisetzung von DAMPs im Rahmen einer Schädigung durch OGD potentiell zur 

Stimulation und Aufrechterhaltung einer Inflammation beitragen können. 

 

Neben der Initiierung einer Inflammationsreaktion hat die Freisetzung von DAMPs auch 

unterschiedliche klinische Konsequenzen. So konnten Cirillo et al. in Patienten nach einem AMI 

im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant erhöhte HMGB-1-Plasmaspiegel nachweisen, 

die mit schlechteren echokardiographischen und kardiopulmonalen Parametern assoziiert 
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waren [125]. Auch eine Assoziation mit einem verschlechterten neurologischen Outcome in 

Patienten mit einem „Post-Cardiac Arrest“-Syndrom nach präklinischem HKS wurde beschrieben 

[126]. Dagegen korreliert die Freisetzung von CIRBP mit dem Schweregrad einer Sepsis [37, 127]. 

Hsp70, dessen intrazelluläre Proteinexpression in einem vorigen Projekt der Arbeitsgruppe durch 

moderate TH in HL-1-Kardiomyozyten induziert wurde [28], fördert in vitro extrazellulär nicht 

nur die Inflammationsreaktion, sondern beeinträchtigt auch die Kontraktilität von HL-1-

Kardiomyozyten [31]. Dybdahl et al. konnten in Patienten mit einem AMI im Gegensatz zu 

Patienten mit einer Angina Pectoris erhöhtes Hsp70 im Plasma nachweisen. Der Höchstwert 

korrelierte dabei zeitlich mit dem der Kreatininkinase und des kardialen Troponin T, weshalb es 

einen potentiellen Marker für myokardialen Schaden darstellt. Insgesamt wurde Hsp70 jedoch 

schneller aus dem Kreislauf eliminiert [128].  

 

Die unterschiedlichen Studien unterstreichen die klinische Relevanz der DAMPs neben ihrer 

Funktion als Initiatoren der Inflammationsreaktion bei einem AMI. Moderate TH stellt hierbei 

eine potentielle therapeutische Interventionsmöglichkeit dar, um die Freisetzung der DAMPs und 

somit ihre multimodalen negativen Effekte zu reduzieren. In vivo konnte in einem 

Schlaganfallmodell bereits eine Reduktion von HMGB-1 im Serum durch moderate TH erreicht 

werden, die ebenfalls mit einer verminderten Produktion pro-inflammatorischer Zytokine 

einherging [129]. Im Gegensatz dazu verringert moderate TH die in dieser Arbeit analysierten 

DAMPs im Zellkulturüberstand OGD-geschädigter primärer Kardiomyozyten nur tendenziell. Zur 

weiteren Reduktion der vielseitigen potentiellen Schädigungen durch DAMPs wäre eine 

Ergänzung der TH durch DAMP-neutralisierende Antikörper [127] oder Filter denkbar. 

Vielversprechende Ergebnisse erzielten bereits Godwin et al., die nach hepatischer  

I/R-Schädigung in Mäusen durch die Applikation eines CIRBP-neutralisierenden Antikörpers eine 

signifikante Erhöhung der Überlebensrate (75%) im Vergleich zur Kontrollgruppe (37,5%), eine 

Reduktion von IL-6, eine verbesserte hepatische Mikroarchitektur und die Reduktion hepatischer 

Schädigungsmarker erreichen konnten [130]. 

 

In der vorliegenden Arbeit konnte die Freisetzung der DAMPs nur während der OGD-Phase 

untersucht werden, weshalb sich keine definitive Aussage über ihre Freisetzung in der 

Reperfusionsphase treffen lässt. Da DAMPs in der Literatur jedoch vorrangig mit dem 

nekrotischen Zelltod assoziiert werden [22, 122-124], wäre eine im Vergleich zur OGD-Phase 

verringerte Freisetzung der DAMPs während der Reperfusion vorstellbar. 
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5.5 Vorversuche mit RAW 264.7-Makrophagen 
 

Im zweiten Teil dieses Projektes wurden RAW 264.7-Makrophagen mit dem Zellkulturüberstand 

OGD/R-geschädigter primärer Kardiomyozyten inkubiert, um eine etwaige resultierende 

Aktivierung der Makrophagen im Sinne einer erhöhten Genexpression inflammatorischer Marker 

zu analysieren. In Anlehnung an die von Godwin et al. beschriebenen positiven Effekte durch die 

Applikation eines CIRBP-neutralisierenden Antikörpers nach hepatischer I/R-Schädigung [130] 

wurde in einem Versuch ebenfalls die Zugabe eines CIRBP-neutralisierenden Antikörpers 

getestet. Die Inkubation der RAW 264.7-Makrophagen mit dem Zellkulturüberstand OGD/R-

geschädigter primärer Kardiomyozyten zeigt für keine der Versuchsgruppen eine Regulation pro- 

oder anti-inflammatorischer Marker. Ursächlich dafür könnte einerseits eine zu geringe 

Konzentration der DAMPs sein, da die Zellkulturüberstände der primären Kardiomyozyten 1:2 

mit dem Vollmedium der RAW 264.7-Makrophagen verdünnt wurden. Dafür spricht, dass die 

Inkubation mit dem Überstand maximal geschädigter primärer Kardiomyozyten die 

Genexpression der Marker iNOS und MCP-1 in den Makrophagen induziert. 

Andererseits wurde die Genexpression erst nach 24-stündiger Inkubation mit dem 1:2 verdünnten 

Zellkulturüberstand primärer Kardiomyozyten und anschließender 6-stündiger Inkubation mit 

dem Vollmedium der Makrophagen analysiert. Hobbs et al. untersuchten in LPS-stimulierten 

RAW 264.7-Makrophagen die Dynamik der Expression des Transkriptionsfaktors NF-κB und der 

Zytokine TNF-α und IL-10 in einem Zeitraum von 15 Minuten bis 72 Stunden. Hierbei war der 

nukleare Proteingehalt von NF-κB 30 Minuten nach LPS-Stimulation erhöht, erreichte sein 

Maximum nach bereits 45 Minuten und war nach 24 Stunden wieder auf das basale Niveau 

gesunken. Die Genexpression von TNF-α stieg bereits 1 Stunde nach LPS-Stimulation, 

kulminierte nach 6 Stunden und sank bereits nach 10 Stunden wieder ab. Die Genexpression des 

anti-inflammatorischen IL-10 wurde nach 10 Stunden induziert und gipfelte nach 

16 Stunden [131]. Da NF-κB die Transkription von IL-1ß, IL-6 und TNF-α augmentiert und sein 

Proteingehalt im Nucleus bereits nach 45 Minuten maximal ist, ist der in dieser Arbeit gewählte 

Zeitpunkt zur Untersuchung der Genexpression 30 Stunden nach Versuchsbeginn daher zu spät 

gewählt. Ebenso lässt die Analyse der Genexpression zu einem Versuchszeitpunkt keine 

Rückschlüsse auf die Dynamik der untersuchten Marker zu. 

 

Bei dem in diesem Projekt verwendeten CIRBP-neutralisierenden Antikörper handelte es sich um 

einen kommerziell erwerbbaren Antikörper der Firma Proteintech. Im Gegensatz zu den von 
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Godwin et al. erzielten Ergebnissen, führt die Inkubation der RAW 264.7-Makrophagen mit dem 

CIRBP-neutralisierenden Antikörper zu einer konzentrationsabhängigen Aktivierung der 

Makrophagen, gemessen an der Genexpression von iNOS, IL-1α und MCP-1. Ursächlich dafür 

könnten das für die Lagerung des Antikörpers zugefügte Glycerol oder Natriumazid sein. 

Godwin et al. verwendeten für ihre Versuche einen polyklonalen CIRBP-bindenden Antikörper, 

der aus Antiseren gegen purifiziertes rekombinantes CIRBP aus Hasen generiert wurde. 

Die Isolierung der IgG-Fraktion aus den Antiseren wurde durch immobilisierte Immunopure 

Protein-A- und -G-Chromatographie durchgeführt [130]. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass für die Untersuchung einer durch den Zellkulturüberstand 

OGD/R-geschädigter primärer Kardiomyozyten induzierten Inflammationsreaktion in 

RAW 264.7-Makrophagen weitere Versuche in einem folgenden Projekt nötig sind. Dabei sollte 

sowohl die Verdünnung der Zellkulturmedien optimiert werden, als auch das Versuchsprotokoll 

für die RAW 264.7-Makrophagen um weitere Zeitpunkte ergänzt und ein für die Zellkultur 

geeigneter DAMP-neutralisierender Antikörper verwendet werden.  

 

 

5.6 Limitationen 
 

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Versuche mit primären Kardiomyozyten durchgeführt. Da 

es sich hierbei um finite Zellen handelt, die im Gegensatz zu einer Tumorzelllinie keine bzw. nur 

eine eingeschränkte Vermehrungsfähigkeit besitzen, wurden für jeden Versuch erneut primäre 

Kardiomyozyten aus 1-3 Tage alten Mäusen isoliert. Dadurch war die Wahrscheinlichkeit 

metabolisch wirksamer Mutationen im Vergleich zu Tumorzelllinien zwar geringer, jedoch 

unterlagen die primären Kardiomyozyten mit jedem Versuch interindividuellen Schwankungen 

der präparierten Mäuse, die in der Auswertung der Ergebnisse nicht berücksichtigt werden 

konnten. Darunter zählten Faktoren wie beispielsweise der durch den Transport bedingte Stress 

der Mäuse, geschlechtsspezifische Unterschiede und die jeweilige Altersverteilung der Mäuse bei 

der Präparation. Ebenso ist nicht auszuschließen, dass es sich bei den untersuchten Zellen um keine 

reine Kultur primärer Kardiomyozyten handelt. So ist nach Herstellerangaben des genutzten Kits 

nach Zugabe des Wachstumszusatzes und entsprechender Kultivierung von einer Reinheit 

zwischen 80-90% auszugehen. Die Reinheit der primären Kardiomyozyten-Kultur wurde in 
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Vorversuchen der Arbeitsgruppe bestimmt und bestätigt, in diesem Projekt jedoch nicht für jeden 

einzelnen Versuch wiederholt.  

 

Es konnte nicht abschließend beurteilt werden, ob moderate TH den oxidativen Stress in OGD/R-

geschädigten primären Kardiomyozyten mindert. Zwar zeigt sich nach 6-stündiger OGD eine zur 

Normoxiekontrolle signifikante Erhöhung der iNOS-Genexpression ohne signifikanten 

Unterschied der beiden Versuchsgruppen, jedoch scheint, wie in Kapitel 5.2 beschrieben, das 

Verhältnis zwischen NO und reaktiven Stickstoffverbindungen für den resultierenden Effekt der 

iNOS-Genexpression verantwortlich zu sein [98]. In folgenden Projekten wäre neben der Analyse 

der iNOS-Genexpression folglich auch die Bestimmung reaktiver Stickstoffverbindungen 

denkbar, um das Verhältnis zwischen schädlicher und protektiver iNOS-Wirkung genauer zu 

eruieren. 

 

In dieser Arbeit ist es gelungen die OGD-bedingte Freisetzung von DAMPs aus primären 

Kardiomyozyten nachzuweisen. Dabei konnte jedoch nicht eruiert werden, wie stark die durch 

DAMPs initiierte Inflammationsreaktion tatsächlich ausfällt. Daher wurden in einem zweiten Teil 

der Arbeit RAW 264.7-Makrophagen mit dem Zellkulturüberstand der geschädigten primären 

Kardiomyozyten inkubiert. Hierbei handelte sich um zwei unabhängig voneinander kultivierte 

Monokulturen. Da eine gewisse Degradation von DAMPs während der Lagerung des 

Zellkulturüberstands vor der Inkubation der RAW 264.7-Makrophagen nicht ausgeschlossen 

werden kann, ist eine direkte Co-Kultur der primären Kardiomyozyten und Makrophagen 

möglicherweise geeigneter, um eine durch die DAMPs ausgelöste sterile Inflammationsantwort 

direkt zu stimulieren. Dabei wäre eine Analyse der Genexpression via quantitativer RT-PCR 

jedoch problematisch, da in der Co-Kultur nicht unterschieden werden könnte, welche Zellen für 

die beobachtete Regulation verantwortlich wären. In Anlehnung an Shames et al. stellt in einer 

Co-Kultur die Immunfluoreszenzfärbung der zu untersuchenden Marker eine geeignete 

Alternative dar [118]. Auch wäre die Nutzung sogenannter „Transwell“-Membranen oder 

Zellkultureinsätze denkbar, die die unterschiedlichen Zellen voneinander trennen, jedoch durch 

Poren einen Austausch von Signalmolekülen ermöglichen. Weiterhin handelt es sich bei den 

RAW 264.7-Makrophagen um Tumorzellen murinen Ursprungs, die mit steigender Passage 

vermehrten Mutationen unterliegen können. Zudem sind die Ergebnisse von Zellen tierischen 

Ursprungs insgesamt nur bedingt auf Menschen übertragbar. 
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5.7 Schlussfolgerungen und Ausblick 
 

Die TH hat sich in der Klinik bisher insbesondere zur Neuroprotektion etabliert. In dieser Arbeit 

konnte gezeigt werden, dass moderate TH durch signifikante Reduktion der Zelltodmechanismen 

die Zellviabilität OGD/R-geschädigter primärer Kardiomyozyten im Vergleich zu Normothermie 

erhöht. Dies bestätigt die Ergebnisse vieler in vivo-Studien, die ebenso einen kardioprotektiven 

Effekt der TH beschreiben [57-62]. Um zu untersuchen, ob TH auch in Menschen einen 

signifikanten kardioprotektiven Effekt aufweist, sind jedoch weiterhin klinische Studien 

notwendig, deren Fokus einerseits auf dem schnellen Erreichen der hypothermen Zieltemperatur 

und andererseits auf der Wahl einer geeigneten normothermen Vergleichstemperatur liegen sollte. 

 

Vor allem in neuronalen Zellen wurde bereits eine durch Kühlung induzierte Hochregulation der 

anti-apoptotischen Kälteschockproteine RBM3 und CIRBP beschrieben [36, 81, 86, 114]. Hier 

konnte eine Induktion ihrer Genexpression durch moderate TH auch in der Reperfusionsphase 

beobachtet werden. Dies zeigt, dass Kälteschockproteine auch im Myokard einen potentiellen 

Schlüsselmechanismus der durch moderate TH bedingten Kardioprotektion darstellen. Auch im 

menschlichen Serum konnte RBM3 bereits nachgewiesen werden [115] und könnte somit auch in 

der Klinik zukünftig eine bedeutende Rolle als Marker für eine erfolgreiche Kühlung darstellen. 

Im Gegensatz dazu ist der Nachweis von CIRBP im peripheren Blut vor allem mit dem 

Schweregrad einer Sepsis assoziiert [37, 127] und extrazelluläres CIRBP als DAMP beschrieben. 

Die vorliegende Arbeit belegt, dass primäre Kardiomyozyten durch die Freisetzung von DAMPs, 

nicht jedoch durch Hochregulation pro-inflammatorischer Zytokine, an der Initiierung und 

Aufrechterhaltung einer Inflammationsreaktion beteiligt sein können. Nach Optimierung des 

Behandlungsprotokolls für die RAW 264.7-Makrophagen zur Stimulation einer 

inflammatorischen Antwort wäre die Applikation eines für die Zellkultur geeigneten DAMP-

neutralisierenden Antikörpers oder Filters der nächste Schritt, um die beobachtete tendenzielle 

Reduktion der DAMP-Freisetzung durch TH zu augmentieren und die protektive Wirkung damit 

zu verstärken. Um die Interaktionen der verschiedenen Zellen des Myokards untereinander besser 

beurteilen und simulieren zu können, ist die Übertragung des Modells wie in Kapitel 5.6 

beschrieben zunächst auf eine Co-Kultur und perspektivisch auf ein in vivo-Modell notwendig. 
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