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Kurzzusammenfassung

EINLEITUNG Der aulderklinische Herz-Kreislauf-Stillstand (HKS) hat global eine hohe
Inzidenz und Mortalitat. In der Behandlung nach HKS kommt therapeutische
Hypothermie (TH) zur Anwendung, um das neurologische Outcome zu verbessern. TH
hat daruber hinaus moglicherweise eine kardioprotektive Wirkung. Im ersten Teil der
Arbeit wurde der Einfluss von intraischamischer Anwendung von moderater TH
(33,5 °C) auf Uberleben, Metabolismus und Apoptose von Kardiomyozyten und die
Rolle zugrundeliegender Signalproteine untersucht. Im zweiten Teil wurden die Zellen
mit einem Opioid ([D Ala?, D Leu®] Enkephalin = DADLE) und einem Cannabinoid
(WIN-55,212-2 = WIN) behandelt und deren Wirkung auf die Kardiomyozyten
untersucht. Die Ergebnisse wurden mit denen des ersten Teils verglichen. Dabei
wurde auch ein moglicher synergistischer Effekt der Kombination von
pharmakologischer Therapie und TH gepruft.

METHODEN Unsere Studie basiert auf einem Zellkulturmodell mit murinen atrialen
HL-1 Kardiomyozyten. Ischamie wurde in einer Hypoxiekammer (0,2 % O3) in glukose-
und serumfreiem Medium fur 6 Stunden simuliert. Nach 3 Stunden erfolgte die
Einleitung von moderater TH, die uber weitere 3 Stunden bei simulierter Ischamie
fortgefuhrt wurde. Das Ausmal} der Zellschadigung wurde unter Anwendung der
Zellzahlung und der Erfassung von Laktatdehydrogenase (LDH) untersucht. Eine
Aussage zur metabolischen Aktivitat wurde Uber die Messung der intrazellularen ATP-
Level getroffen. Mit Hilfe der M30 CytoDEATH Immunfarbung wurde fruhe Apoptose
und mit Western Blotting die Signalproteine ERK, Akt und HO-1 detektiert. Um die
Wirkung von DADLE und WIN mit TH vergleichen zu kénnen, wurde die LDH-
Ausschuttung untersucht.

ERGEBNISSE Intraischamische moderate TH (33,5 °C) fuhrte zu einer signifikanten
Reduktion der LDH-Ausschuttung, hoheren Zellzahlen und einem hoheren
intrazellularen ATP-Gehalt verglichen mit der normothermen Ischamiegruppe (37 °C).
Die Untersuchungen zeigten eine geringere M30 CytoDEATH Anfarbung fur fruhe
Apoptose in der TH-Gruppe. ERK wird mdglicherweise durch intraischamische TH
induziert. DADLE zeigte sich in der Zytoprotektion bei Ischamie der TH uberlegen und
WIN ist potentiell kardioprotektiv. Es wurde kein synergistischer Effekt durch die
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zeitgleiche Anwendung von DADLE und TH analysiert. Die Kombination von WIN und
TH hob die zytoprotektive Wirkung auf.

SCHLUSSFOLGERUNG Zeitige Anwendung von TH vor Reperfusion ist eine
vielversprechende Therapie zur Kardioprotektion nach aul3erklinischem HKS. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Kardioprotektion von TH durch Verhinderung
apoptotischer Prozesse wahrend Ischamie vermittelt wird. Aulierdem kann
geschlussfolgert werden, dass zellschitzende Effekte durch Behandlung mit DADLE
und WIN erzielt werden konnen. Es erfordert weiterfUhrende Forschung, um die
Wirkmechanismen umfassender zu verstehen und um die laborexperimentellen

Ergebnisse auf die klinische Arbeit am Patienten zu Ubertragen.



Abstract

INTRODUCTION Out of hospital cardiac arrest (OHCA) has globally a high incidence
and mortality. Therapeutic Hypothermia (TH) is mainly applied to improve neurological
outcome and is most likely cardioprotective. In the first part of the study, the effects of
intra-ischemic application of moderate TH (33.5 °C) on cardiomyocyte cell survival,
metabolism and apoptosis were investigated. Furthermore, potential underlying signal
proteins were examined. In the second part, we compared treatments of
cardiomyocytes with an opioid ([D Ala?, D Leu®] enkephalin = DADLE) and a
cannabinoid (WIN-55,212-2 = WIN) to the protective impact of TH. Each substance
was also combined with TH to investigate potential synergistic effects.

METHODS Our study is based on a cell culture model of murine atrial HL-1
cardiomyocytes. Ischemia was simulated in a hypoxic chamber (0.2 % O2) in glucose
and serum free medium for 6 hours. After 3 hours, moderate hypothermia (33.5 °C)
was applied for the remaining 3 hours of simulated ischemia. Cell damage and viability
was determined by lactate dehydrogenase (LDH) release and Trypan Blue cell
staining. Cell metabolism was measured via intracellular ATP levels. Apoptosis was
detected by M30 CytoDEATH immunostaining. Protein expression of ERK, Akt and
HO-1 were assessed through Western Blotting. To compare the effect of DADLE and
WIN to TH, we analyzed LDH release.

RESULTS Intra-ischemic moderate TH (33.5 °C) led to increased cell viability as
demonstrated in significantly lower LDH release, higher cell number and higher
intracellular ATP level in comparison to normothermic ischemia (37 °C). We obtained
less M30 CytoDEATH staining for early apoptosis. ERK was likely to be induced by
intra-ischemic TH. DADLE was more effective as TH and WIN potentially
cardioprotective. There was no synergistic effect by combining DADLE and TH. The
combination of WIN and TH abolished the cytoprotective effect.

CONCLUSION Early application of TH before reperfusion is a promising treatment for
cardioprotection in OHCA. In this study, we demonstrated that cell survival is mediated
by attenuating apoptotic pathways during ischemia. Also, we could show that the cell
preserving effect of TH can be mimicked by treatment with DADLE or WIN.

Pharmacological interventions are likely to be superior to TH regarding effectiveness
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and side effects. Further studies are required to elucidate the mechanism of action and

to transfer the results from bench to bedside.

Xl



EINLEITUNG

1 Einleitung



EINLEITUNG

1.1 Klinischer Hintergrund: der aulRerklinische Herz-Kreislauf-Stillstand

Die vorliegende Arbeit bezieht sich auf die frihzeitige Anwendung von Hypothermie
bei aullerklinischem Herz-Kreislauf-Stillstand (HKS). Dieser hat global eine hohe
Inzidenz und Mortalitat. In Europa sind jahrlich etwa eine halbe Million Menschen
betroffen. Der aulerklinische HKS ist eine der fuhrenden Todesursachen. [1] Die
Uberlebensraten variieren je nach Region und Land von 0,3 % — 20,4 %. Die mittlere
Uberlebensrate bis Krankenhausentlassung liegt bei 7,6 %. [2] Die Chancen fiir ein
Uberleben werden wesentlich beeinflusst durch mdglichst sofortigen Beginn von
Wiederbelebungsmalnahmen und zeitige Defibrillation [1].

Der grofte Teil der auerklinischen HKS ist kardial verursacht, 70 % allein sind
ischamisch bedingt. Andere kardiale Ursachen sind strukturelle Herzerkrankungen
und Leitungsstorungen. 5 — 12 % sind nicht-kardial bedingt, beispielsweise durch
Elektrolytstorungen, neurologische Erkrankungen, pulmonale Embolien, Medikamente
oder Infektionen. [3]

Etwa 25 — 50 % der Patienten prasentieren im Elektrokardiogramm initial ventrikulare
Fibrillation [1]. Weitere initiale Rhythmen kdnnen die pulslose ventrikulare Tachykardie
sowie Asystolie oder pulslose elektrische Aktivitat sein [3].

In der Post-Wiederbelebungsphase wird eine engmaschige Kontrolle von Blutgasen,
Blutzucker und Temperatur empfohlen. Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid, sowie
Glukose sollten im Normbereich gehalten und Fieber vermieden werden [4].

Das funktionelle Outcome nach HKS spielt eine entscheidende Rolle fur die weitere
Lebensqualitat und Mortalitdt. Neben den vielen Einzelschicksalen ist auch die
soziookonomische Belastung grof3. Die Kosten belaufen sich beispielsweise laut einer
finnischen Studie auf 76.212 Euro pro 1-Jahr-Uberlebenden [5]. Durch effektive,
frihzeitige Interventionen konnten Mortalitat und Morbiditat sowie Kosten fur das

Gesundheitssystem gesenkt werden.

1.2 Pathomechanismen myokardialer Ischamie

Das Herz ist das Organ mit dem grof3ten Sauerstoffverbrauch im Korper. Bis zu 90 %
der fur die Kardiomyozyten bendtigten Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP)
wird normalerweise durch die oxidative Phosphorylierung aus freien Fettsauren

gewonnen. [6] Unter Ischamie stellen Kardiomyozyten ihren Stoffwechsel auf
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EINLEITUNG

anaerobe Glykolyse um. Als Substrat wird dabei Glukose aus den intrazellularen
Glykogenspeichern verwendet. [7] Nach kurzer Zeit kommt es bei rein anaerobem
Stoffwechselweg, also Entkopplung der Glykolyse von der oxidativen
Phosphorylierung, uber die Bildung von Laktat zu einer Senkung des intrazellularen
pH-Wertes [8]. Sowohl die entstehenden Metaboliten als auch die Azidose flhren zu
einer Hemmung der anaeroben Glykolyse [7]. Mit Abnahme des pH-Wertes, nimmt die
intrazellulare Konzentration an H*-lonen zu. Uber den Na*/H*-lonenaustauscher
kommt es zu einem Einstrom von Na* in die Zelle [9]. Mit fehlendem ATP und anderen
energiereichen Phosphaten kommt die Funktion der 3Na*-2K*-ATPase zum Erliegen,
was den Anstieg von intrazellularem Na* weiter begunstigt. Dadurch wird die Aktivitat
des 2Na*-Ca?*-lonenaustauschers umgekehrt, was zu einer intrazellularen
Calciumuberladung fuhrt. [8]

Etwa nach 60 Sekunden kommt es zum Erliegen der Kontraktilitdt der Kardiomyozyten.
Es wird davon ausgegangen, dass die oben beschriebenen Effekte bei einer Ischamie
unter 20 Minuten reversibel sind und erst danach irreversible Schaden auftreten. [10]
Hierbei spielt die hohe intrazellulare Calciumkonzentration eine wichtige Rolle.
Calcium-abhangige Proteasen und Phospholipasen fuhren zur Degradierung von
Zellbestandteilen wie Sarkolemm und Mitochondrien. Der Zusammenbruch einer
integren Plasmamembran fuhrt zum Verlust des osmotischen Gleichgewichts und
Zellmetaboliten gelangen in den Extrazellularraum. Durch Schaden in der
Mitochondrien-Membran ist die ATP-Regeneration auch nach Wiederherstellung der
Sauerstoffversorgung gestort und mitochondriale Proteine aktivieren im Zytosol
apoptotische Signalkaskaden. Bei gestorter mitochondrialer Funktion entstehen
reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Sie fuhren zur Disruption der lysosomalen
Membranen und zur Freisetzung von Enzymen, die Zellbestandteile abbauen und zu
zellularer Nekrose fuhren. [10, 11]

In Folge kommt es zu Relaxation der Myofilamente, Verlust der lonenstabilitat und
Zellschwellung. Klinisch zeigen sich am Herzen dabei ein verringertes Schlagvolumen,
Hypotension und Herzrhythmusstorungen. [12]

Die erste ischamische Schadigung wird gefolgt vom Reperfusionsschaden. Die
Reperfusion setzt ein, wenn die spontane Zirkulation wiederhergestellt wird und tragt

paradoxerweise in grolem Male zur Schadigung bei [13]. Im Tiermodell konnte
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gezeigt werden, dass beim akuten Myokardinfarkt der Reperfusionsschaden bis zu
50 % der InfarktgroRe ausmacht [14]. Der Reperfusionsschaden ist umso groRer je
langer die Ischamie bestand [15]. Mit der Reperfusion erreichen wieder Sauerstoff und
Nahstoffe die Kardiomyozyten, die durch die Ischamie in unterschiedlichem Malie
geschadigt wurden. Eine inadaquate oxidative Phosphorylierung in den Mitochondrien
fuhrt dabei zur Bildung von ROS vermittelt durch die Xanthin-Oxidase, NADPH-
Oxidase und die NO-Synthase (NOS). ROS schadigen die Zellmembran, intrazellulare
Signalproteine und DNA, wirken proinflammatorisch und fuhren Gber die
Permeabilisierung der Mitochondrienmembran schliel3lich zu mitochondrialer
Dysfunktion. [16] Durch eine extrazellulare Normalisierung des pH-Wertes kommt es
zu einem Protonengradienten, dem die H*-lonen Uber den Na*/H*-Ausstauscher
folgen. Uber den Natrium-Einstrom kommt es zur Umkehr des Na*-Ca?*-Austauschers
und Calcium wird weiter intrazellular angehauft. [17] ROS, Calcium-Overload, Abfall
der ATP-Level und Anhaufung von inorganischen Phosphaten fuhren bereits in den
ersten Minuten der Reperfusion zur Offnung der mitochondrialen Pore (mitochondrial
permeability transition pore = mPTP). Die mPTP lasst nicht-spezifisch l6sliche
Substanzen bis 1,5 kDa passieren, was zu einem Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials fuhrt. Der Einstrom von Ioslichen Teilchen und
Wasser in die Mitochondrienmatrix fahrt zur Schwellung und schlieBlich Ruptur der
auleren Mitochondrien-Membran. Intramitochondriale Proteine wie Cytochrom c
(Cyt c) und der Apoptosis Inducing Factor (AIF) gehen dadurch ins Zytosol uber und
induzieren Apoptose. [18]

Symptome der kardialen Dysfunktion wahrend der Reperfusionsphase sind Akinese
des reperfundierten Muskelareals (sog. Stunning), mikrovaskulare Minderperfusion,

sowie Reperfusionsarrhythmien [14].

1.3 Definition und Einteilung der therapeutischen Hypothermie

Als therapeutische Hypothermie (TH) wird die gezielte, kontrollierte Reduktion der
Korperkerntemperatur unter 36 °C bezeichnet [19]. In der Literatur findet sich
mittlerweile vermehrt der Begriff Targeted Temperature Management (TTM). Dieser
beschreibt eine engmaschige Uberwachung und zielgerichtete Einstellung der

Korpertemperatur mit Verhinderung von posthypothermischem Fieber. [20]
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Tabelle 1 Einteilung der therapeutischen Hypothermie nach Zieltemperatur [19]

Milde Hypothermie 34°C-359°C
Moderate Hypothermie 32°C-339°C
Moderat-tiefe Hypothermie 30°C-31,9°C
Tiefe Hypothermie <30°C

1.4 Klinische Anwendung der Hypothermie

1.4.1 Therapeutische Hypothermie zur Neuroprotektion

Die Beobachtung, dass Lawinen- und Ertrinkungsopfer, die akzidentieller Hypothermie
ausgesetzt waren, auch nach langeren Kreislaufstillstanden ein besseres
neurologisches Outcome aufwiesen, fuhrte zur Erforschung der protektiven
Eigenschaften der Hypothermie. In den 1950er Jahren wurde die therapeutische
Hypothermie zur Neuroprotektion mit Hilfe von Tiermodellen untersucht [21-23].
Williams und Spencer veroffentlichten 1958 vier Fallberichte, in denen TH einen
positiven Einfluss auf das Outcome nach HKS hatte [24]. Im Jahr 1959 folgte dann die
Veroffentlichung einer klinischen Studie der gleichen Arbeitsgruppe, die zeigte dass
Hypothermie nach HKS die Mortalitat senkt [25]. Thauer et al. postulierte 1962 nach
Experimenten an Hunden, dass die Ischamietoleranz mit sinkender Korpertemperatur
umgekehrt proportional zum Absinken des Sauerstoffverbrauchs ist. Bei 15 — 10 °C
erreicht der Organismus die Hypothermietoleranzgrenze und eine Verlangerung der
moglichen Wiederbelebungszeit wird durch zerebralen Schaden limitiert (sog.
Kaltetod). [26] Die niedrigste bis dato Uberlebte Korpertemperatur, die beim
Erwachsenen gemessen wurde, betrug 13,7 °C. Die schwedische Arztin Anna
Bagenholm war 1999 beim Skifahren ins Eis eingebrochen. Sie konnte erst nach 80
Minuten klinisch tot geborgen werden und erlangte 2,5 Stunden nach ihrer Bergung
nach langsamer, kontrollierter Wiedererwarmung Uber kardiopulmonalen Bypass
einen eigenstandigen Kreislauf wieder. Sie Uberlebte ohne Hirnschaden und war noch
im Jahr des Unfalls wieder im alten Beruf arbeitsfahig. Der Fall wurde wissenschaftlich
diskutiert und regte weitere Forschung zur Hypothermie an. [27]

Im Jahr 2002 publizierte die Hypothermia after Cardiac Arrest Study Group, dass die
Anwendung milder Hypothermie (32 — 34 °C fur 24 Stunden) eine signifikante Senkung

der Mortalitat nach sechs Monaten sowie ein besseres neurologisches Outcome
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bewirkte. Die entsprechende Studie mit 274 HKS-Patienten war multizentrisch,
randomisiert und kontrolliert mit verblindeter Outcome-Begutachtung. [28] Auch
Bernard et al. veroffentlichtem im selben Jahr eine Studie mit 77 Patienten. Bei den
Patienten, die eine Kuhlung bei 33 °C fur 12 Stunden erhielten, zeigte sich ein
besseres neurologisches Outcome sowie eine hohere Uberlebensrate bei
Krankenhausentlassung. [29] Daraufhin wurde 2005 die Empfehlung einer TH von
32-34 °C in die Leitlinie des International Liaison Committee on Resuscitation
(ILCOR) aufgenommen [30]. Nielsen et al. verglichen im TTM-Trial, dessen
Ergebnisse 2013 veroffentlicht wurden, die Kuhlung von 33 °C mit einer kontrollierten
Korpertemperatur von 36 °C. Dabei fanden sie vergleichbare Ergebnisse in Bezug auf
Mortalitat und Morbiditat. Die Studie mit 950 Patienten zeigte vor allem die Wichtigkeit
eines kontrollierten TTM. [31] In der HYPERION-Studie (Therapeutic Hypothermia
After Cardiac Arrest in Non Shockable Rhythm) mit 581 Patienten konnten Lascarrou
et al. 2019 zeigen, dass ein TTM mit Zieltemperatur von 33 °C zu einem besseren
neurologischen Outcome fuhrt als mit einer Zieltemperatur von 37 °C (beide fur 24 h).
Die Mortalitat nach 90 Tagen unterschied sich dabei nicht signifikant. [32] Laut den
aktuellen Empfehlungen des European Resuscitation Councils (ERC) von 2021 sollen
fur Patienten unabhangig vom initialen Rhythmus, die nach Wiederherstellung des
Kreislaufs nicht ansprechbar bleiben, eine konstante Zieltemperatur zwischen 32 °C
und 36 °C fur mindestens 24 Stunden gehalten werden. Es ist noch nicht hinreichend
untersucht, welche Subgruppen eher von niedrigeren (32 — 34 °C) und welche von
hoheren Temperaturen (36 °C) profitieren. Es wird ein frihzeitiges TTM empfohlen,
sobald ein Monitoring des Patienten moglich ist. [20] Die jungsten Ergebnisse des
TTM-2-Trials (Targeted Hypothermia Versus Targeted Normothermia After Out-of-
Hospital Cardiac Arrest) aus der Arbeitsgruppe um Niklas Nielsen haben eine
Diskussion uber Nutzen und Risiken von TH angestol3en. In der Studie mit 1900
eingeschlossenen Patienten konnte kein Vorteil eines TTM mit Kihlung auf 33 °C im
Vergleich zum normothermen TTM in Bezug auf funktionellen Outcome und Mortalitat
nach 6 Monaten festgestellt werden. AuRerdem traten mehr Arrhythmien in der
hypothermen Gruppe auf. [33] Die multizentrische open-label-Studie zeichnet sich
durch das randomisierte, kontrollierte Studiendesign mit einer verblindeten

Auswertung aus. Auch ist die Stichprobe wesentlich grofder als bei bisherigen Studien,
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womit moglicherweise der Einfluss zufalliger Messabweichungen und Bias geringer ist.
Die TTM-2-Studienautoren postulierten, dass sich seit 2002 die intensivmedizinische
Standardversorgung verandert hat und dies den Effekt der Hypothermiebehandlung
beeinflusste. Auch wurde die Herzlungen-Wiederbelebung bei einem grof3en Anteil
(82 %) der eingeschlossenen Patienten durch anwesende Laien initiiert. [33] Dies
hatte moglicherweise zu reduzierter Ischamieexposition und bei den Uberlebenden
Patienten zu einem besseren neurologischen Outcome gefuhrt.

Die Effekte von therapeutischer Hypothermie nach HKS in der padiatrischen
Subgruppe werden kontrovers diskutiert und sind Gegenstand aktueller Forschung.
Nennenswert sind hier besonders zwei multizentrische, randomisierte, prospektive
Studien von 2015 und 2017. Hierbei wurde die Anwendung von TH an padiatrischen
Patienten bei aulenklinischem HKS (THAPCA-OH) und bei HKS im Krankenhaus
(THAPCA-IH) untersucht. Es wurden jeweils Zieltemperaturen von 33,0 °C fiur 48
Stunden (Hypothermie) versus 36,8 °C (Normothermie) verglichen. [34, 35] Die Studie
mit 295 padiatrischen Patienten nach aulerklinischem HKS konnte keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen in Bezug auf Uberleben und
neurologischen Outcome nach einem Jahr zeigen. Lediglich in der Uberlebenszeit
Uber 365 Tage zeigte sich die TH Uberlegen [34]. Die Studie zur Anwendung von
therapeutischer Hypothermie bei Kindern nach HKS im Krankenhaus wurde nach dem
Einschluss von 329 Kindern abgebrochen, da sich ebenfalls kein Vorteil durch Kihlung
zeigte [35]. 2018 veroffentlichten Lin et al. Daten, die einen protektiven Effekt von TH
bei 33 £ 0,5 °C uber 72 Stunden zeigen. Die Kinder in der TH-Gruppe hatten ein
héheres 1-Monats-Uberleben sowie ein besseres neurologisches Outcome nach 6
Monaten verglichen mit der normothermen Gruppe. Das Studiendesign war
retrospektiv und es wurden 64 Kinder eingeschlossen. [36] Buick et al. kamen 2019 in
einem Review mit Meta-Analyse von zwolf Studien mit insgesamt 2060 Patienten zu
dem Schluss, dass nach aktueller Datenlage die Anwendung von TTM bei 32 — 34 °C
nach HKS bei Kindern weder empfohlen noch abgelehnt werden kann und es weiterer
Forschung bedarf [37]. Dem folgend wird aktuell laut ILCOR fur padiatrische Patienten
lediglich dazu geraten, bei auferklinischem HKS die Zieltemperatur < 37,5 °C zu
halten [38].
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Eine Indikation fur TH im Bereich 33 — 34 °C ist die perinatale Asphyxie, die zur
hypoxisch-ischamischen Enzephalopathie (HIE) fuhren kann. Die Anwendung von TH
wird hier bei klinischen oder biochemischen Anzeichen fur moderate oder schwere HIE
nach Wiederbelebung empfohlen. [39] Shankaran et al. veroffentlichten 2005 eine
Studie, die die Anwendung von TH bei 33,5 °C fur 72 Stunden untersuchte. Es konnte
dabei eine gesenkte Mortalitdt und ein verbessertes neurologisches Outcome der
Neugeborenen gezeigt werden. [40] In der TOBY Studie (Total Body Hypothermia for
Neonatal Encephalopathy) mit 325 eingeschlossenen Sauglingen war ein
neuroprotektiver Effekt von TH (33 — 34 °C fur 72 Stunden) nachweisbar. Die Kinder
der TH-Gruppe wiesen einen hoheren Intelligenzquotienten sowohl mit 18 Monaten
als auch bei der Verlaufskontrolle mit 6 — 7 Jahren auf. [41, 42]

Im Jahr 2013 veroffentlichten Jacobs et al. ein Cochrane Review, das 11 randomisierte
kontrollierte Studien mit insgesamt 1505 Neugeborenen beinhaltete. In ihrer
Berechnung zeigte sich, dass Neugeborene mit sich entwickelnder moderater bis
schwerer HIE durch den Einsatz von TH eine signifikante und klinisch relevante
Reduktion im kombinierten Outcome von Mortalitat und Gehirneinschrankungen bis
zum achtzehnten Monat hatten. [43] Kariholu et al. kommen in ihrem systematischen
Review und ihrer Meta-Analyse 2020 zu dem Schluss, dass die Datenlage noch
unzureichend sei, um TH fur Neugeborene mit milder HIE zu empfehlen [44].

Die Anwendung von TH nach akutem ischamischem Schlaganfall ist noch nicht
etabliert, wobei im Tiermodell eine Reduktion des Infarktareals und ein verbessertes
neurologisches Outcome nach ischamischen zerebralem Insult nachgewiesen werden
konnte [45]. In den Studien am Menschen zeigte sich kein eindeutig protektiver Effekt
der TH und zusatzlich ein erhdhtes Risiko fur Infektionen [46-48] In der Leitlinie der
American Stroke Association zur Behandlung von Patienten mit akutem ischamischem
Schlaganfall von 2018 wird daher therapeutische Hypothermie aktuell auf3erhalb von
klinischer Forschung nicht empfohlen [49]. Als weitere Indikation fur TH kommt das
Schadel-Hirn-Trauma (SHT) in Frage. Obwohl bekannt ist, dass TH den intrakraniellen
Druck senken kann, wird sie zur Behandlung des SHT in den Guidelines der Brain
Trauma Foundation aber nicht empfohlen, da die Studienlage nicht eindeutig ist. [50,
51] Weitere diskutierte Anwendungsbereiche ohne ausreichende Studienlage sind z.B.
bakterielle Meningitis, Status epilepticus sowie Schock [52-55].
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1.4.2 Therapeutische Hypothermie zur Kardioprotektion

Im Rahmen der bereits 0.g. Hypothermia after Cardiac Arrest Study wurden auch
Ergebnisse zum kardialen Outcome bei Anwendung therapeutischer Hypothermie
nach HKS veroffentlicht. Es zeigte sich eine verbesserte kardiologische Situation bei
Patienten, bei denen innerhalb von acht Stunden eine Korpertemperatur von
32 — 34 °C erreicht wurde. [28]

In der Kardiochirurgie wurde bereits in den 50er Jahren Kardioplegieldsung in Form
von kalter Kristalloidlosung zur Kardioprotektion eingesetzt. In den 70ern wurde dann
warme Blutkardioplegielosung verwendet, mit welcher ebenfalls gute Ergebnisse
erzielt wurden. In einer groRen Meta-Analyse von Fan et al. wurde 2010 kein
signifikanter Unterschied zwischen warmer und kalter Kardioplegieldsung im Hinblick
auf das kardiale Outcome gefunden. Es wurden hierbei 41 randomisierte kontrollierte
Studien mit 5897 Patienten einbezogen. [56]

Auch im Rahmen der Therapie des akuten Myokardinfarktes wird die Anwendung von
TH diskutiert. Eine Studie von Haendchen et al. konnte Anfang der 80er Jahre zeigen,
dass die Retroperfusion mit hypothermen Blut die InfarktgroRe beim Hund reduziert
[57] Weitere Studien zeigten kardioprotektive Effekte von Kihlung im Tiermodell nach
akutem Myokardinfarkt. Die Infarktgro3e war dabei geringer bei tiefer Hypothermie.
[58-60] In einer 42 Patienten umfassenden Studie von Dixon et al. wiesen die Daten
tendenziell darauf hin, dass eine endovaskulare Kihlung mittels Herzkatheter zu
einem kleineren Infarktareal fuhren konnte. Die statistische Analyse erreichte dabei
jedoch keine Signifikanz. [61] Die Daten der beiden grof3eren randomisierten Studien
ICE-T (n =204, 33 °C fur sechs Stunden) und COOL-MI (n= 325, 33 °C fur drei
Stunden) zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen Hypothermie-Gruppe und
Kontrolle. In beiden Studien gestaltete es sich schwierig, die Zieltemperatur schnell
genug zu erreichen. Jeweils in der Subgruppe mit Vorderwandinfarkt, in denen eine
schnelle Kuhlung auf < 35 °C vor Reperfusion erreicht wurde, zeigte sich jedoch eine
signifikante Reduktion der InfarktgroRe. [62, 63] In einer 2010 veroffentlichen
Pilotstudie (RAPID MI-ICE) mit 20 Patienten wurde die Zieltemperatur durch
Kombination von endovaskularer Kuhlung und Infusion von kalter Kochsalzlésung
zugig erreicht [64]. In der 2014 folgenden CHILL-MI Studie lie® sich zwar keine
signifikante Reduktion der InfarkigroRe feststellen, jedoch zeigte sich nach 45 £ 15
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Tagen eine geringere Inzidenz von Herzversagen [65]. Daneben kann auch mit der
Peritoneallavage bei Patienten nach HKS schnell und nebenwirkungsarm die
Korperkerntemperatur abgesenkt werden [66, 67]

In der Pilotstudie COOL AMI EU mit 50 Patienten mit Vorderwandinfarkt wurde mit
einem neuen Device intravaskular schneller auf 33,6 °C gekuhlt. In der
Hypothermiegruppe zeigte sich eine geringere InfarkigroRe sowie bessere
linksventrikulare Ejektionsfraktion. [68] Die weiterfUhrende Studie mit einer geplanten
grolReren Studienpopulation wurde vorzeitig abgebrochen, da es in der Gruppe, die
mittels Device gekuhlt wurde, logistisch zu Verzdogerungen und damit langerer
Ischamiezeit kam. Die Analyse der gesammelten Daten zeigte keinen Unterschied der
InfarktgroRe zwischen beiden Gruppen, jedoch eine erhohte Neigung zu

unerwunschten Ereignissen in der gekuhlten Gruppe. [69]

1.5 Kardioprotektive Mechanismen therapeutischer Hypothermie

Nach der RGT-Regel kommt es bei einem Abfall der Temperatur um 10 °C zu einer
Reduktion der metabolischen Rate zwischen 1/2 und 1/3 des urspringlichen Wertes,
wobei der Temperaturkoeffizient Q1o je nach Enzym variiert.

Hypothermie fuhrt zur Einsparung von ATP, Glykogen und Sauerstoff sowie zur
verzogerten Umstellung auf die anaerobe Glykolyse. Die Absenkung des
intrazellularen pH-Wertes wird vermindert, wodurch die Membranstabilitat langer
aufrechterhalten werden kann. Ein Erhalt der lonenhomdostase wird begunstigt, ein
Calciumoverload wird hinausgezogert. [70] Ein therapeutischer Effekt der Hypothermie
ist der Erhalt der Mitochondrienfunktion. Hierbei fuhren verminderte ROS und
balancierte intrazellulare Calciumwerte zu einer Inhibition der mPTP-Offnung am Ende
der ischamischen Periode und konsekutiv zur Stabilitat der mitochondrialen Membran.
Mit erhaltener mitochondrialer Funktion kann Energie in Form von ATP bereitgestellt

werden. [11]

1.5.1 Hypothermie und Apoptose

Im Zelluntergang nach myokardialer Ischamie spielen verschiedene Mechanismen

eine Rolle: Nekrose, Autophagen-Zelltod, Nekroptose und Apoptose [71].
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Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltodes und hat am Herzen eine
wichtige physiologische Funktion wahrend der Embryogenese sowie bei der
Elimination defekter und infizierter Zellen [71, 72]. Aber auch pathophysiologisch im
Rahmen von myokardialem Ischamie- und Reperfusionsschaden, Chemotherapie-
induzierter Kardiomyopathie und Herzinsuffizienz fuhrt sie zu einem kontrollierten
Zelluntergang [71]. Es handelt sich um einen aktiven Vorgang, der Energie verbraucht
[73].

Der extrinsische Weg der Apoptose fuhrt durch Stresssignale aul3erhalb der Zelle zur
Aktivierung von Transmembranrezeptoren, den Todesrezeptoren, und konsekutiv zu
einer intrazellularen Aktivierung der Caspase 8 [71].

Der intrinsische oder mitochondriale Pathway wird Uber intrazellularen Stress, wie
oxidativen Stress, Calciumuberladung oder DNA-Schaden ausgelost. Apotose wird
dabei Uber die Offnung der mPTP und dem damit verbundenen Abfall des
Membranpotentials an der inneren Mitochodrienmembran (Aym) und Freiwerden von
Cyt c ins Zytosol vermittelt. Cyt c, der Apoptose-Protease aktivierende Faktor 1 (Apaf-
1), Procaspase 9 und ATP bilden zusammen das Apoptosom, das die Proteolyse von
Procaspase 9 katalysiert, wobei die aktive Caspase 9 entsteht. [74]

Sowohl die aktivierte Caspase 9 als auch die aktivierte Caspase 8 konnen weitere
Effektorcaspasen (3, 6, 7) in ihre aktive Form Uberfuhren und damit den Zelluntergang
herbeifuhren [71].

Die Regulation von kontrolliertem Untergang versus Zelliberleben ist hochkomplex
und wird Uber pro- und antiapoptotische Signalwege vermittelt. Obwohl Hypothermie
global den Zellmetabolismus hemmt, wurden Proteine identifiziert, die durch Kuahlung
vermehrt exprimiert werden [75]. Das genaue Verstandnis der antiapoptotischen
Pathways konnte zur Entwicklung potentieller neuer Pharmaka genutzt werden. Drei
potentiell antiapoptotische Proteine sollen im Folgenden naher beleuchtet werden: die
extrazellulare signalregulierte Kinase 1/2 (ERK1/2), die Proteinkinase B (= Akt) und
die Hdmoxygenase-1 (HO-1).

1.5.2 Die extrazellulare Signal-requlierte Kinase ERK1/2

Die extrazellulare signalregulierte Kinase ERK1/2 (p44/p42 MAPK) gehort zur Gruppe
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der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) und ist eine Serin/Threonin-Kinase.
Bei der Aktivierung von  MAPK-Pathways erfolgt eine dreiteilige
Kaskadenphophorylierung Uber eine MAP Kinase Kinase Kinase (MAP-3K oder MAP-
KKK), eine MAP Kinase Kinase (MAP-2K oder MAP-KK) und eine MAP Kinase (MAP-
K) [76]. Die MAPK/ERK-Signalkaskade kann uber unterschiedliche extrazellulare
Stimuli wie Wachstumsfaktoren, Zytokine sowie zellularen Stress aktiviert werden und
erfolgt Uber eine sequentielle Phosphorylierung von Raf (MAP-3K), MEK 1/2 (MAP-
2K) und schlieBlich ERK (MAP-K). Ziele von ERK sind weitere Kinasen und
Transkriptionsfaktoren. Der MAPK/ERK-Pathway ist physiologisch an Zellwachstums-
und Uberlebensvorgangen beteiligt und spielt u.a. bei der Onkogenese eine Rolle.
Diverse Phosphorylasen konnen ERK negativ regulieren. [71] ERK zeigte im Rahmen

von Ischamie und Reperfusion eine kardioprotektive Wirkung [77].

1.5.3 Das Survival-Protein Akt

Akt oder auch Proteinkinase B ist eine Serin/Threonin-Kinase. Der PI3K-Akt-Pathway

wird Uber verschiedene extrazellulare Signale, wie Wachstumsfaktoren, Zytokine und
Hormone vermittelt und spielt eine wichtige Rolle fur Zellvorgange wie Wachstum,
Zellproliferation, Zellzyklus und Stoffwechsel [71]. Durch extrazellulare Signale, die an
einem Rezeptor an der Zelloberflache binden, wird Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)
aktiviert  und bildet  aus Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2)
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat  (PIP3). Akt wird zur Plasmamembran
transloziert und bindet dort mit ihrer PH-Domane an PIP3. Die Aktivierung von Akt
erfolgt Uber Phosphorylierungen der Serin- und Threonin-Regulationsstellen. [78] Das
aktivierte Akt phosphoryliert diverse weitere Downstream-Molekile wie z.B. das
proapoptotische BAD, dass dadurch inaktiviert wird. Durch Phosphorylierung von Akt
konnen tiefer geschaltete Ziele der Signalkaskade aktiviert oder inhibiert werden. [71,
78] Hervorzuheben ist hierbei die Phosphorylierung von Raf, wodurch es zu einer
nachgeschalteten Aktivierung des antiapoptotischen ERK kommt [79]. Akt induziert die
Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) Uber die endotheliale NOS [80]. Und es bewirkt
u. a. eine verminderte Caspasen-Aktivitat sowie verminderte mitochondriale ROS-
Bildung [79]. Es wurde gezeigt, dass Akt unter moderater Hypothermie vermehrt

exprimiert wird. [81]
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1.5.4 Die Hamoxygenase-1

Die Hamoxygenase-1 (HO-1) wurde zuerst als Hitzeschockprotein 32 (Hsp32)
beschrieben, da ihre vermehrte Expression bei Hyperthermie entdeckt wurde. Sie hat
jedoch  keine offensichtliche = Aminosaure-Ubereinstimmung mit  anderen
Hitzeschockproteinen und zeigt keine Funktion als Chaperonprotein. HO-1 kommt
beim Menschen am endoplasmatischen Retikulum und mdglicherweise auch in der
Plasmamembran und im Nucleus vor. [82] Sie katalysiert den enzymatischen Abbau
von Ham, wobei Kohlenstoffmonoxid (CO), Biliverdin und freies Eisen entstehen.
Neben der grundlegend exprimierten Hamoxygenase-2, gibt es im Korper die schnell
induzierbare HO-1, die antioxidativ, antiapoptiv und antiinflammatorisch wirkt [83].
Uberwiegend wird HO-1 transkriptional mittels Aktivierung des HO-1-Gens und de
novo Synthese aus mRNA gebildet. Ausgel6st wird dies durch verschiedenste Signale,
wie beispielsweise Wasserstoffperoxid (H202), UVA-Strahlung, verschiedene
Interleukine, Ham oder NO. Seine antiapoptotische Wirkung scheint vor allem durch
CO vermittelt zu sein. Dieses moduliert verschiedene Signalwege, u. a. auch die
MAPK/ERK-Signalkaskade. [82] Ning et al. zeigten an isolierten Hasenherzen, dass
moderate Hypothermie zu einem signifikanten Anstieg der HO-1 fuhrte [81].

1.6 Unerwiinschte Nebenwirkungen therapeutischer Hypothermie

Physiologisch kommt es unter Hypothermie zu einer Senkung der Herzfrequenz und
in der Folge zu einer Reduktion der Herzauswurfleistung um 7 % pro 1 °C, wobei
Schlagvolumen und mittlerer arterieller Druck unverandert bleiben. Durch externe
Hautkuhlung kommt es auRerdem zu einem erhohten systemischen Gefallwiderstand.
Zerebraler Blutfluss und intrakranieller Druck sinken, renaler Blutflu® und Diurese
steigen. Die zerebrale metabolische Rate wird um 6 — 7 % pro 1 °C verlangsamt. Die
Darmmotilitat wird gehemmt. Der Blut-pH-Wert verandert sich um +0,016 Einheiten
pro 1 °C Senkung. [84]

Unerwunschte Nebenwirkungen von TH umfassen Zittern, metabolische Storungen,
Herzrhythmusstorungen, Bradykardien, Blutdruckanstieg und Blutungsrisiken. Das
Risiko einer relevanten Arrhythmie erhoht sich jedoch erst bei Temperaturen unter

30 °C. Eine schnelle Induktion der TH kann das Risiko kurzfristiger Risiken senken.
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Mogliche langfristige Nebenwirkungen sind Infektionen (Atemwegs- und
Wundinfektionen) und Dekubitus. [85]

In Folge der Hypothermie kommt es durch vermehrte intrazellulare Aufnahme zu
Hypokaliamie, die nur vorsichtig behandelt werden sollte, da es in Folge der
Wiedererwarmung zu einer Hyperkaliamie kommen kann. Es besteht unter
Hypothermie ein erhohtes Risiko fur eine Koagulopathie. [19] Durch verminderte

Insulin-Plasmaspiegel kann es zu Hyperglykamien kommen [86].

1.7 Ansatze pharmakologischer Therapien zur Kardioprotektion

Aktuelle Kuhlungmethoden wie beispielsweise die Anwendung von Kuhldecken
und -pads oder die Infusion gekuhlter intravendser Flussigkeiten werden limitiert durch
ihre Effektivitat und unerwinschte Nebenwirkungen [87]. Eine pharmakologische
Imitation  physikalisch  applizierter Hypothemie koénnte in  Wirkung und
Nebenwirkungsprofil Uberlegen sein. Es ware dabei die medikamentose systemische
Induktion von Hypothermie denkbar oder aber auch die gezielte Modulation
intrazellularer Signalwege, die wahrend Ischamie und Reperfusion ein Rolle spielen.
Im Folgenden soll auf zwei Pharmaka eingegangen werden, die bei der
Kardioprotektion durch Hypothermie moglicherweise involviert sind: [D-Ala?, D-Leu®]
Enkephalin (DADLE), ein Opioid und WIN-55,212-2 (WIN), aus der Gruppe der

Cannabinoide.

1.7.1 Das Opioid [D-Ala?, D-Leu®] Enkephalin
Es sind vier Untertypen von Opioidrezeptoren bekannt: Mu-, Delta-, Kappa- und

Nociceptin-Rezeptor, die jeweils verschiedene Funktionen haben wund in
unterschiedlichen Gewebearten exprimiert werden [77]. DADLE ist das stabile
Analogon des endogenen Opioids Enkephalin und bindet an den &-Opioidrezeptor
(DOR) [88]. DOR wird am humanen Myokard exprimiert [89]. Neben der Hypothermie
ist ein weiterer kardioprotektiver Ansatz in vitro die ischamische Prakonditionierung,
das heildt eine Anwendung kurzer Ischamie/Reperfusion vor Ischamie, die ebenfalls
protektiv wirkt [90]. DADLE spielt sowohl im Rahmen der Kardioprotektion durch
ischamische Prakonditionierung als auch bei der Hibernation von Saugetieren eine

Rolle. Diese beiden Phanomene scheinen Uber einen gemeinsamen Signalweg
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vermittelt zu werden. [91] In Studien zum Winterschlaf beim Eichhérnchen konnte der
Zustand der Hibernation sowohl durch den hibernation inducing trigger (HIT) als auch
DADLE ausgelost werden. [88] Es konnte gezeigt werden, dass sich durch Gabe von
HIT die Uberlebenszeit von Organtransplantaten verlangerte [92]. In einer Studie mit
isolierten Kaninchenherzen konnte bei einer Vorbehandlung zwei Stunden vor globaler
Ischamie mit HIT oder DADLE jeweils das postischamische Outcome signifikant
verbessert werden im Vergleich zur Standard-Kardioplegieldsung [93]. Kevelaitis et al.
konnten ebenfalls die kardioprotektiven Effekte ischamischer Prakonditionierung durch
pharmakologische Prakonditionierung mit DADLE an isolierten Rattenherzen erzielen.
Dieser Effekt scheint durch eine Offnung des Karte-Kanals sowie durch die
Proteinkinase C (PKC) vermittelt zu sein. [94] Ein Mechanismus der Protektion durch
0-OR Stimulation konnte die Bildung von Stickstoffmonoxid durch die NOS sein, die
die PKC entweder direkt oder Uber Sauerstoffradikale aktiviert. Die PKC scheint u. a.
Uber den ERK-Pathway kardioprotektiv zu wirken. [77] Eine Stimulation durch DADLE
hatte in vitro am humanen Myokardgewebe einen vergleichbaren kardioprotektiven

Effekt wie ischamische Prakonditionierung [89].

1.7.2 Das Cannabinoid WIN-55,212-2

Das Endocannabinoid-System spielt eine wichtige Rolle bei der Homoostase des

Nerven- und Immunsystems, sowie metabolischer, digestiver und reproduktiver
Funktionen. Dabei ist ihre Wirkung auf das Zentralnervensystem weitaus besser
erforscht als auf das Herz-Kreislaufsystem. Endocannabinoide werden in vivo durch
die Spaltung von Membranlipiden gebildet und wirken uber die Bindung an spezifische
Rezeptoren wobei bisher der Cannabinoid-1- (CB1) und -2-Rezeptor (CB2), der G-
Protein-gekoppelte-Rezeptor55, Anandamide Rezeptor und Cannabidiol Rezeptor
beschrieben wurden. [95] CB1 und CB2 sind membranstandige G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, die extrazellulare Signale in die Zelle vermitteln [74]. Es scheint am
Myokard unter pathologischen Bedingungen eine Veranderung des Verhaltnisses von
CB1 und CB2 zu geben, wobei CB1 eine Gewebeschadigung zu fordern scheint und
CB2 eine kardioprotektive Wirkung zeigt [95, 96]. WIN ist ein synthetischer
Cannabinoid-Rezeptor-Agonist, der sowohl auf CB1 als auch CB2 wirkt. Im
myokardialen I/R-Modell in der Maus wurde der protektive Effekt von WIN durch den
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selektiven CB2-Antagonisten aufgehoben, aber nicht durch einen selektiven CB1-
Antagonisten beeinflusst. [97] Durch Cannabinoide kann CB2-vermittelt Apoptose
durch Reduktion von intrazellularem Cyt c, Caspase 3 und Caspase 9 vermindert
werden. Auch kann ein Abfall der Aym verhindert werden. Es ist moglich, dass die
kardioprotektiven Eigenschaften des CB2 Uber eine mPTP-Inhibiton vermittelt werden.
Auch scheinen sowohl der ERK1/2-Pathway als auch der PI3K/Akt-Pathway eine Rolle
bei der Kardioprotektion durch Cannabinoide eine Rolle zu spielen. [74] WIN kann Uber

hypothalamische Thermoregulation eine systemische Hypothermie induzieren [98].

1.8 Hypothesen und Zielsetzung der Arbeit

TH wird aktuell zur Organprotektion bei aul3erklinischem HKS empfohlen [20]. Die
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind jedoch noch nicht vollstandig
erforscht.

Das Verstandnis zellularer Signalkaskaden unter Ischamie und TH ist die Basis fur die
Entwicklung potenter Pharmaka, die eine Aktivierung von zytoprotektiven
Mechanismen ermoglichen und die in ihrer Anwendung und ihrem
Nebenwirkungsprofil der TH Uberlegen sein konnten. Deshalb ist es das Ziel der
vorliegenden Arbeit, den Einfluss von TH und pharmakologischer Intervention auf
Kardiomyozyten wahrend einer simulierten Ischamie mit Sauerstoff-Glukose-Entzug
zu untersuchen.

Dazu wurde ein Modell in vitro mit entsprechendem Temperatur-Zeit-Protokoll
entwickelt, dass der Situation des aulRerklinischen HKS nachempfunden ist und eine
intraischamische Kuhlung beinhaltet. Mit Zellkulturmodellen konnen Storfaktoren
vermieden werden, wie sie im Rahmen der klinischen Forschung am komplexen
Patienten auftreten. Sie bieten eine gute Moglichkeit isolierte Teilbereiche mit Fokus
auf das Wesentliche zu untersuchen und haben den Vorteil der Reproduzierbarkeit.
Im ersten Teil der Arbeit wurde die Ischamieschadigung und eine eventuelle Protektion
durch TH gepruft. Auch wurden schadigende und schitzende Faktoren im Rahmen
der intrazellularen Signalwege erforscht. Im zweiten Teil der Arbeit wurde die

Anwendung zweier pharmakologischer Substanzen untersucht und mit TH verglichen.

16



EINLEITUNG

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

17

Ist das HL1-Zellkulturmodell geeignet eine Schadigung durch simulierte
Ischamie abzubilden?

Ist TH kardioprotektiv im HL-1-Kultur-Modell?

Kommt es dabei zu Veranderungen der Morphologie und Funktion der Zellen?
Welche intrazellularen Signalkaskaden werden aktiviert?

Kann ein potentieller kardioprotektiver Effekt pharmakologisch imitiert werden?
Gibt es einen synergistischen Effekt bei der Kombination von TH und

pharmakologischer Intervention?
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MATERIAL

2.1 Gerate und Zubehor

BEZEICHNUNG

HERSTELLER

Chemilumineszenz Bildentwickler:
ChemiDoc XRS™

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Chromatography Paper, 3mm

Whatman, Maidstone, UK

COz2 Inkubator mit O2-Regelung CB 60

(Hypoxiekammer)

Binder, Tuttlingen, Deutschland

CO:2 Inkubator, MCO-19AIC

Sanyo Electric Biomedical Co., Tokyo,

Japan

Elektrophorese-/Blotting-Netzteil

Biometra, Gottingen Germany

Fluoreszenz-Mikroskop Kamera:
AxioCam mRC

Zeiss/Axio, Gottingen, Deutschland

Fluoreszenz-Mikroskop: Axio Imager M1

Zeiss/Axio, Gottingen, Deutschland

Gelkdmme

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Magnetruhrer

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Mini Protean® 3

(Elektrophorese-Kammer)

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Mini-Trans-Blot® (Blotting-Kammer)

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Plattenfluorometer / -luminometer:

Fluoroskan Ascent FL

Thermo Scientific Karlsruhe,

Deutschland

Plattenphotometer: Multiskan Reader

Ascent

Thermo Scientific, Karlsruhe,

Deutschland

Prazisionswaage BP4100S

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Reagenzglasschuttler: Vortex-2 Genie

Scientific Industries, Bohemia, NY USA

Schuttler Promax

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Sterile Werkbank: LaminAir

Heraeus Instruments, Berlin,

Deutschland

Stromversorgungsgerat: Power Pac 300

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Thermoblock

Biometra, Gottingen, Deutschland

Tiefkthlschrank (-80 °C)

FRYKO, Esslingen, Deutschland

Wasserbad
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Deutschland

Zellkulturmikroskop

Motic, Wetzlar, Deutschland

Zellkulturmikroskop (Axiovert 40 CFL)

Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland

Zellkulturmikroskop Kamera: uEye

IDS, Obersulm, Deutschland

Zentrifuge 1: Bio-Fuge primo

Heraeus, Hanau, Deutschland

Zentrifuge 2: Bio-Fuge fresco

2.2 Chemikalien

Heraeus, Hanau, Deutschland

BEZEICHNUNG HERSTELLER
Acrylamid [30 %] Roth, Muanchen, Deutschland
APS Serva, Heidelberg, Deutschland

Ascorbinsaure, Natriumsalz

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

3-Mercaptoethanol

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

CellTiter-Glo® Cell Viability Assay

Promega, Madison, USA

Chloroform

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)

Roche Diagnostics, Mannheim,

Deutschland

DADLE

Abcam, Cambridge, UK

Dako Fluorescent Mounting Medium

Dako Deutschland GmbH, Hamburg,

Deutschland

DAPI

Pierce, Rockford, USA

DMSO

Roth, MUnchen, Deutschland

Dura Super Signal West

Thermo Scientific, Karlsruhe,

Deutschland

EDTA [99 %]

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

ECL Western Blotting Substrat

Pierce, Rockford, USA

Ethanol [99 %]

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Isopropanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Guanidin Hydrochlorid

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Magermilchpulver

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
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Methanol

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Norepinephrin

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Page Ruler Prestained Protein Ladder

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 und 2

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Pierce Lane Marker Reducing Sample
Buffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

PMFS

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ponceau S 0,1 %, 5 % Essigsaure

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Probenpuffer, reduzierend

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Protein-Gewichtsmarker

Thermo Fisher Scientific, Waltham USA

PVDF Membranen Fluoro Trans®

PALL Life Sciences, Port Washington,
USA

RNase-freies Aqua bidest

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Salzsaure Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland
SDS Roth, Minchen, Deutschland
TEMED Roth, Minchen, Deutschland
Tris-Acetat Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Triton X 100 Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypanblau 0,5 %

Biochrom, Berlin, Deutschland

Trypsin-EDTA, 0,05 % Trypsin in 0,02%
EDTA-Na

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Trypsin Inhibitor Type I-S, Soybean

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

TWEEN 20

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

WIN-55,212-2

2.3 Zellkulturmaterialien

BEZEICHNUNG

Enzo Life Sciences, Farmingdale, USA

HERSTELLER

96-Well Mikrotiter-Platten, transparent

Nunc, Langenselbold, Deutschland

96-Well Mikrotiter-Platten, weil}

Nunc, Langenselbold, Deutschland

Ascorbinsaure
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Claycomb Medium

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Cryovials, 2ml round bottom

Corning, Corning USA

Deckglaser (< 15 mm)

VWR, Radnor, USA

Destilliertes Wasser in Zellkulturqualitat

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium
(DMEM)

w 3,7 g/l NaHCOs3

w 4,5 g/l D-Glucose

w stable Glutamine

Biochrom, Berlin, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium
(DMEM)

w 3,7 g/l NaHCOs3

w/o D-Glucose

w/o L-Glutamine

Biochrom, Berlin, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium
(DMEM)

w 3,7 g/l NaHCOs3

w 4,5 g/l D-Glucose

w stable Glutamine

w/o Phenol red

Biochrom, Berlin, Deutschland

Eppendorf-Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Fetal Bovine Serum (FBS)

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Fibronectin 1 mg/ml

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Gelatine from bovine skin

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Gewebekulturflaschen 75 cm?, 175 cm?

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

L-Glutamin 200 mM

Biochrom, Berlin, Deutschland

Menzelglaser, Super Frost

Thermo Scientific, Karlsruhe,

Deutschland
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Multipipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Wertheim, Deutschland

Norepinephrin 10mM

Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland

Phosphate Buffered Saline (PBS),

Dulbecco

Biochrom, Berlin, Deutschland

Penicillin/Streptomycin (10* U/ml P und

10* ug/ml S)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Petrischalen 22 cm?2, 55 cm?

TPP, Trasadingen, Schweiz

Petrischalen 22 cm?

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Petrischalen 12,56 cm?

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten, 5 — 50 ml

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Spritzen Injekt® 20 ml

Braun, Melsungen, Deutschland

Sterilfilter Filtropur S0.2

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Trypsin/EDTA-L6sung
(0,5 %Trypsin in 0,02 % EDTA-Na)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Vakuumfilterflaschen 250 ml, 500 ml

Sarstedt, NiUmbrecht, Deutschland

Zellkultur-Réhrchen 15 ml, 50 ml

BD Biosience, Heidelberg, Deutschland

Zellschaber 39 cm, 25 cm
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2.4 Antikorper und Fluoreszenzmarker
BEZEICHNUNG

HERSTELLER

Akt Antikorper

Cell Signaling, Boston, USA

Alexa Fluor® 568 Phalloidin

Invitrogen, Eugene, USA

o-Tubulin (11H10) Kaninchen mAb

Cell Signaling, Boston, USA

Anti-Actin, N-terminaler Antikorper,

Kaninchen

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

R-Tubulin mit Alexa Fluor 647 konjugiert,

(Kaninchen, monoklonal)

Cell Signaling, Boston, USA

R-Actin, (Kaninchen, polyklonal)

Cell Signaling, Boston, USA

DAPI

PIERCE, Rockford, USA

Esel anti-Kaninchen IgG, (Esel,

polyklonal)

Dianova, Hamburg, Deutschland

GAPDH (FL-335): sc-25778

Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas,
USA

HO-1 (Hsp32), pAb

Assay Designs, Ann Arbor, USA

Loading Control Antibody Sampler Kit
#5142

Cell Signaling, Boston, USA

M30 CytoDEATH™ Fluorescein

PEVIVA AB, Bromma, Schweden

Phospho-Akt (Ser 473) Antikorper

Cell Signaling, Boston, USA

Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)
(Thr202/Tyr204) (D13.144E) XP™

Kaninchen Antikorper

Cell Signaling, Boston, USA

P44/42 MAPK (Erk1/2) Antikrper

2.5 Software
BEZEICHNUNG

Cell Signaling, Boston, USA

HERSTELLER

ImageLabTM-Software

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Prism 9

Graphpad Software Inc., La Jolla, USA

Quantity One

Bio-Rad, Minchen, Deutschland

uEye-Software

IDS, Obersulm, Deutschland
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3.1 Zellkultur
3.1.1 HL-1 Kardiomyozyten

In der vorliegenden Arbeit wurden HL-1 Kardiomyozyten in Monokultur verwendet.
Dabei handelt es sich um eine Zelllinie aus atrialen AT-1 Zellen der Maus, die durch
Transfektion mit dem SV40 large T Antigen Uber den atrialen natriuretischen Faktor
(ANF) Promoter immortalisiert wurde. AT-1 Zellen mussen stets neu aus subkutanen
Tumoren syngener Mause prapariert werden. Mit dem Abkdmmling HL-1 gelang die
serielle Passagierung der Zelllinie, bei erhaltenem differenziertem kardialem Phanotyp
und spontaner kontraktiler Aktivitat. [99] In zahlreichen Studien wurden HL-1 Zellen
eingesetzt, um kardiale Zellphysiologie und pathologische Mechanismen wie Hypoxie,
Apoptose und I/R zu erforschen [100-102]. Es wurde gezeigt, dass HL-1 Zellen Uber
eine ahnliche Zellausstattung wie adulte Kardiomyozyten verfugen. Auch wurde in
vielen Studien bei simultanem Gebrauch primarer Kardiomyozyten tUbereinstimmende
Ergebnisse erzielt. [103] Die Moglichkeit, Zellen aus gefrorenen Stocks zu verwenden,
die anschlieBend in Kultur proliferieren und groBe Ahnlichkeit zu adulten
Kardiomyozyten besitzen, machen die HL-1 Zellen zu einem hervorragenden Modell,
um die Eigenschaften kardialer Zellen zu erforschen. Die Zellen wurden von der
Claycomb-Arbeitsgruppe des Louisiana State University Science Center, New Orleans

zur Verfugung gestellt.

3.1.2 Zellpflege

Um ein Anwachsen des Zellrasens zu gewahrleisten, wurden die Bdoden aller

Zellbehalter stets mindestens eine Stunde vor dem Ausplattieren mit 0,2 pg/cm?
Fibronektin in 0,02%-iger Gelatine behandelt. Nach zigigem Auftauen im Wasserbad
bei 37 °C und Waschen der Kryokultur wurden die Zellen in beschichtete
Kulturflaschen tberfuhrt und mit Zellkulturmedium versorgt. Nach vier Stunden wurde
das Medium gewechselt, um Reste des DMSO-haltigen Kryomediums zu entfernen.
In der Erhaltungskultur wurden die Zellen bei 21 % O2und 5 % CO:2 bei 37 °C kultiviert.
Das Nahrmedium (Claycomb-Medium, CM) ist auf der Basis von Dulbeccos’s modified
Eagles’ medium (DMEM) entwickelt worden und setzt sich folgendermalien

Zusammen:
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Tabelle 2 Zusammensetzung des Nahrmediums fur HL-1-Kardiomyozyten [103]

Inhaltsstoff Konzentration
Gesamtprotein 261 mg/l
Rinderalbumin 48,85 mg/l
Nichtessentielle Aminosauren 0,1 mM
Fetuin 165 mg/l
Transferrin 31,8 mg/l
Retinsaure 300 ng/l
Humaninsulin (rekombinant) 15 pgl/l
Long R3IGF-1 (rekombinant) 0,1 ng/l
Long EGF (rekombinant) 0,1 ug/l
Cholsterol 1,96 mg/l
Linolsaure 0,78 mg/
v-Oleyl-B-pal-a-Phosphatidylcholin 1,96 mg/|
Ascorbinsaure 0,3 mM
Noradrenalin 100 uM
L-Glutamin 2 mM

Penicillin-Streptomycin

100 U/ml - 100 pg/ml

Fetales Rinderserum (FBS)

10 %

Das Medium wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. Die Zellkultur wurde bei voller

Konfluenz im Verhaltnis 1:2 bis 1:5 passagiert. Die Zellen wurden vor Passage und

Versuchsbeginn mikroskopisch auf Konfluenz, Morphologie, mogliche Kontamination

und Kontraktionen untersucht. Dabei waren zuerst vereinzelt schlagende Zellen, dann

Zellhaufen zu beobachten, die sich bei Kontakt zweier schlagender Zellgruppen

synchronisierten. Die Versuche wurden mit Zellen der 49. bis 67. Zellpassage

durchgefuhrt. Die Claycomb-Arbeitsgruppe beschreibt eine Kontraktilitat der Zellen bis

Passage 240 [99].
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3.2 In-vitro-Modell kardialer Ischamie nach auf3erklinischem Herzstillstand
Das Temperatur-Zeit-Protokoll (Abb. 1) orientierte sich an der Situation des OHCA und

der damit einhergehenden kardialen Ischamie. In unserem Modell wurde die

Mangelversorgung der Kardiomyozyten dargestellt durch Reduktion des
Sauerstoffgehaltes der Umgebungsluft auf 0,2 % in einem entsprechenden Inkubator
sowie durch Verwenden eines Mangelmediums, das weder Glukose noch Serum
enthielt. FUr die Versuche wurde DMEM als Grundlage mit verschiedenen Zusatzen
verwendet. HL-1-Zellen kdnnen bis zu 72 Stunden mit DMEM ohne weitere Zusatze
versorgt werden ohne den Verlust eines differenzierten Phanotyps [103]. Die Kuhlung
wurde drei Stunden nach Experimentstart begonnen, in Anlehnung an die Situation bei
einem aullerklinischen HKS mit fruher, d. h. intraischamischer, Kuhlung. Die
Zieltemperatur von 33,5 °C wurde im Inkubator nach einer halben Stunde Kuhlung
erreicht und dann fur weitere 2,5 Stunden gehalten.

Die Zellen wurden jeweils 48 Stunden vor Experimentbeginn ausplattiert. Einen Tag
vor dem Experiment wurden die Medien angesetzt und bei entsprechendem
Sauerstoffgehalt vorinkubiert. Dabei wurde eine adaquate Temperatur des Mediums
sichergestellt. Fur die Versuche wurde kein Noradrenalin zugesetzt, da es darunter in
Kardiomyozyten zu einem erhohten ATP-Verbrauchs kommt [104]. Aul3erdem wirken
R-Mimetika u. a. direkt auf die intrazellularen Signalkaskaden der PI3K, AMPK, mTOR
sowie ERK1/2, was die Ergebnisse beeinflussen konnte [105].

Ischamie
o
— 37,0
2
T
g \
£ 33,5
i
| | | | | |
0 1 2 3 4 5 6
Zeit [n]

Abbildung 1 Zeit-Temperatur-Protokoll: Anwendung von moderater Hypothermie
wahrend simulierter Ischamie. Ischamie wurde in einer Hypoxiekammer (0,2 % Oz2) in glukose-
und serumfreiem Medium fur sechs Stunden simuliert. Nach drei Stunden erfolgte die Einleitung von
Hypothermie, die Uber weitere drei Stunden bei simulierter Ischamie fortgefuihrt wurde.
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Tabelle 3 Versuchsgruppen

Unbehandelte Hypotherme Unbehandelte Hypotherme
Normoxiegruppe | Normoxiegruppe | Ischamiegruppe Ischamiegruppe
02 21 % 21 % 0,2 % 0,2 %
T 37 °C 33,5°C 37 °C 33,56°C
Medium | Nahrmedium: Nahrmedium: Mangelmedium: Mangelmedium:
(auf Basis 100 pg/ml 100 pg/ml 100 pg/mi 100 pg/ml
von DMEM) | Penicillin/Streptomycin | Penicillin/Streptomycin | Penicillin/Streptomycin | Penicillin/Streptomycin
2 mM L-Glutamin 2 mM L-Glutamin 2 mM L-Glutamin 2 mM L-Glutamin
10 % FBS 10 % FBS
4,5 g/l Glucose 4,5 g/l Glucose

3.3 Zellzahlung mit Trypanblau-Farbung

Uber die Messung der Zellzahl kann eine Aussage Uber das Zelliiberleben getroffen
werden. Um die nicht mehr intakten Zellen von den vitalen Zellen zu unterscheiden,
wird die Trypanblau-Farbung benutzt. Bei Trypanblau handelt es sich um ein 960 Da
groRes Molekul. Es kann lediglich nicht-intakte Zellmembranen passieren und in der
Folge an intrazellulare Proteine binden. Diese Zellen stellen sich unter dem
Lichtmikroskop tiefblau dar. Intakte Zellen nehmen keinen Farbstoff auf und
erscheinen unter dem Mikroskop hell. [106]

Auf einer Zellkulturschale (& 40 mm) wurden 4x10° HL-1-Kardiomyozyten ausplattiert.
Nach einer Anwachsphase von 48 Stunden wurde der Versuch laut Protokoll
durchgefuhrt. Zu Beginn und nach sechs Stunden wurden die Zellen in den einzelnen
Gruppen gezahlt. Dazu wurden die Zellen mikroskopiert und auf Kontamination
Uberprift, der Uberstand wurde entfernt, die Zellen wurden mit PBS gewaschen,
anschlie3end mit Trypsin inkubiert und vorsichtig abgelost. Die Zellsuspension wurde
mit Trypanblau gefarbt. Anschliefend wurden in einer Neubauer-Zahlkammer die
vitalen Zellen quantifiziert. Die Werte wurden nach Normalisierung zum Start bei 37 °C
und 21 % O2 (= 100 %) dargestellt und statistisch ausgewertet.

3.4 Nachweis der Zellschadigung mittels LDH-Assay

Wahrend mit der Zellzahlung eine erste Aussage Uber den Zustand der adharenten
Zellen gemacht wurde, bildete die Messung der Laktatdehydrogenase (LDH) einen
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Verlust der Membranintegritat sowohl der adharenten als auch der gelosten Zellen im
Medium ab.

LDH ist ein Enzym des Zytosols, das eine Rolle im Glukosestoffwechsel spielt. Wenn
sich die Plasmamembran im Rahmen des Zelluntergangs auflost, wird dieses Protein
freigesetzt und kann im Uberstand quantifiziert werden. Dazu wurde das ,Cytotoxicity
Detection Kit“ der Firma Roche verwendet, das einen Katalysator (Diaphorase/NAD")
und Tetrazoliumsalz beinhaltet. Die Messung beruht auf dem kolorimetrischen
Nachweis der LDH. Bei der durch die LDH katalysierten Umwandlung von Laktat zu
Pyruvat entstehen Protonen, die in einer zweiten Reaktion das in dem Testreagenz
enthaltene Tetrazolium reduzieren. Das dabei entstehende Formazan lasst sich im
Plattenphotometer quantifizieren. [107]

In der Vorbereitung wurden 48 Stunden vor Experimentbeginn 8x10° HL-1 Zellen in
Petrischalen (55 cm?) ausgeséat. Zu Beginn des Experimentes wurden die Zellen im
jeweiligen Medium gewaschen und je nach Versuchsgruppe mit 200 yl Mangel- oder
Kontrollmedium versehen. Die Zellkulturplatten wurden entsprechend auf die vier
verschiedenen Inkubatoren aufgeteilt.

Zur Analyse des LDH-Gehaltes wurde der Uberstand in Eppendorfgefaie Uberflhrt.
Diese wurden vier Minuten bei 3000/min zentrifugiert um eventuelle Zellreste
abzutrennen. Pro Vertiefung einer 96-Well-Platte wurden 100 ul Uberstand und 100 pl
Entwicklerlosung pipettiert. Nach 15-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur unter
Lichtabschirmung wurde die Reaktion mit 50 yl 1 M HCI pro Well gestoppt. Bei 492 nm
wurde die Extinktion im Plattenphotometer gemessen. Je Messzeitpunkt wurden drei
Wells gemessen und ein Mittelwert daraus gebildet.

Um die Hintergrundaktivitdt herauszurechnen, wurden die Extinktionen der beiden
verschiedenen Versuchsmedien wie oben beschrieben parallel bestimmt und von den
gemessenen Werten abgezogen. Die Werte wurden nach Normalisierung zum Start

bei 37 °C und 21 % O2 (=1) dargestellt und statistisch ausgewertet.

3.5 Aussage Uber die Zellfunktion mittels ATP-Messung

Um den intrazellularen ATP-Gehalt zu messen, wurde das ,Cell Titer-Glo®
Luminescent Cell Viability Assay“ der Firma Promega verwendet. Die Messung beruht
auf der Luziferase-Reaktion [108]. Hierbei wird Luziferin + ATP + Oz zu Oxyluziferin +
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AMP + PPi + CO2 + Licht umgewandelt. Diese Reaktion kann also nur in Gegenwart
von ATP ablaufen und lasst damit einen direkten Ruckschluss auf die Anzahl
metabolisch aktiver Zellen zu.

Fir den Versuch wurden 48 Stunden vor Experimentbeginn weil’e 96-Well-Platten
beschichtet und Triplets a 20.000 Zellen pro Well in 200 pyl CM ausgesaht. Zu Beginn
des Experimentes wurden die Zellen gewaschen und je nach Versuchsgruppe mit
100 pl Mangel- oder Kontrollmedium versehen. Die Zellkulturplatten wurden auf die
vier verschiedenen Inkubatoren aufgeteilt und durchliefen den Versuch gemaf
Protokoll. Nach jeder vollen Stunde wurden Messwerte erhoben. Nach sechs Stunden
wurde das Experiment beendet, ein Waschen der Zellen war nicht nétig. Aufgrund der
unterschiedlichen Temperaturen der einzelnen Versuchsgruppen, wurden die Proben
30 Minuten der Raumtemperatur angepasst. In dieser Zeit wurde die ATP-Standard-
Kurve erstellt (in den Konzentrationen 625 nM, 1250 nM, 2500 nM, 5000 nM,
10000 nM, 20000 nM, 40000 nM) und auf die entsprechenden Zellkulturplatten
pipettiert. Um das Reagenz herzustellen wurden gemal der Anleitung von Promega
10 ml Buffer in die Glasflasche mit CellTiter-Glo®-Substrat tUberfuhrt und homogen
gemischt. 100 yl Reagenz wurde pro Well pipettiert und die Platten wurden 2 Minuten
geruttelt, um eine Lyse der Zellen anzuregen. Anschlie3end erfolgte eine 10-minutige
Inkubation bei Raumtemperatur, um ein stabiles Signal zu gewahrleisten. Die
Zellkulturplatten wurden bei 0,5 Sekunden Integrationszeit im Luminometer
ausgelesen. Mit Hilfe der ATP-Standardkurve wurde die ATP-Konzentration

berechnet, zum Start normalisiert dargestellt und statistisch ausgewertet.

3.6 Fluoreszenzmikroskopie zur Detektion friiher Apoptose
Der monoklonale Antikorper M30 CytoDEATH detektiert das Neo-Epitop M30, das

durch Caspasen-abhangige Spaltung des zellularen Strukturproteins Zytokeratin-18

entsteht. Bereits frihapoptotische Zellen konnen so detektiert werden und lassen sich
von gesunden sowie nekrotischen Zellen unterscheiden. [109] Der M30-Antikorper ist
mit einem grun fluoreszierenden Farbstoff konjugiert. Zur besseren Darstellung der
Zellen wurde das Strukturprotein F-Aktin mit Fluoreszenz-markiertem Phalloidin rot
angefarbt. Die Zellkerne wurden mit dem blau fluoreszierenden Farbstoff 4',6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) markiert.
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Es wurden 48 Stunden vor Experimentbeginn 75000 Zellen pro Well in 500 yl CM-
Medium auf gecoateten Deckglaschen in einer 24-Wellplatte ausplattiert. Nach einem
Mediumwechsel wurde der Versuch entsprechend Zeit-Temperatur-Protokoll (s. 0.)
durchgefuhrt. AnschlieBend wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBS
gewaschen. Die Zellen wurden mit 4 % Paraformaldehyd in PBS 15 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert und anschlielend 3x mit PBS gewaschen. Es folgte die
Permeabilisierung mit 0,1 % Triton X-100 in PBS fur 5 Minuten und anschlieRend
3-maliges Waschen mit PBS. Die Zellen wurden dann mit 1 % BSA fur 30 Minuten
behandelt um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, und dann mit M30
CytoDEATH Fluorescein (1:200) in PBS + 1 % BSA 45 Minuten inkubiert.
Anschliel3end erfolgte wieder 3-maliges Waschen mit PBS und Markierung mit
F-Actin Alexa Fluor 568 (1:40) in PBS + 1 % BSA fur 30 Minuten im Dunkeln. Nach
3-maligem Waschen mit PBS erfolgte die Gegenfarbung mit DAPI (1:1000) in PBS fur
10 min. Die Zellen wurden erneut 3-malig mit PBS gewaschen, auf Objekttrager
uberfuhrt und mit Mounting Solution eingedeckt. Nach Trocknung wurden die Zellen
lichtgeschutzt gelagert bis zur mikroskopischen Fotodokumentation. Zum Waschen
wurden je 500 pl pro Well, zum Fixieren, Permeabilisieren und Blockieren je 200 ul pro

Well und von den Antikorpern je 150 ul pro Well verwendet.

3.7 Untersuchung intrazellularer Proteine mittels \WWestern-Blot-Technik

3.7.1 Proteingewinnung und Aufreinigung

Es wurden 48 Stunden vor Experimentbeginn 8x10° Zellen in Petrischalen a 55cm2
ausgesat. Die Versuche wurden entsprechend Protokoll durchgefuhrt. Es wurden
Proteinanalysen zu Beginn und dann nach 4, 5 und 6 Stunden vorgenommen. Dazu
wurden die Petrischalen zum entsprechenden Zeitpunkt auf Eis gestellt und mit 4°C
kaltem PBS behandelt. Durch die sofortige Kihlung kommt der Zellstoffwechsel zum
Erliegen. Die Zellen wurden vorsichtig mit einem Zellschaber entfernt und in ein 15 ml
Falcon Uberfuhrt. Die Petrischale wurde anschlieBend noch einmal mit PBS
gewaschen und abgeschabt und die Flussigkeit in das Falcon Uberfuhrt. Das Falcon
wurde 5 min bei 4000 U/min zentrifugiert um ein sichtbares Zellpellet zu erhalten. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert, in ein
Eppendorfgefaly Uberfuhrt und 5 min bei 10.000 U/min bei 4 °C zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde vorsichtig abpippetiert und das Pellet in 100 pl Lysispuffer mit
Inhibitoren resuspendiert. Der Lysis-Puffer (1ml) fur die Proteingewinnung setzte sich
dabei folgendermal3en zusammen:

29 mM Tris (pH 7,5)

150 mM NaCl

1 mM EDTA

1 mM EGTA

1 % Triton X-100 in PBS

+ Inhibitoren:

10 pl PMFS (inhibiert Proteasen)

10 pl P-PIC 2 (inhibiert Tyrosin-Phosphatase)

10 pl P-PIC 3 (inhibiert Serin- und Threonin-Phosphatasen).

Die Proteinproben wurden anschlieend 15 min auf Eis gekuhlt, zweimal geschuttelt
und bei -80 °C gelagert.

3.7.2 Bestimmung der Proteinmenge mittels BCA-Protein-Assay

Die Proben wurden 1:10 mit bidestilliertem Wasser verdunnt. Pro Probe wurden
zweimal je 20 pl in eine 96-Well-Platte pipettiert. Es wurde durch Verdinnung eine
Standardreihe hergestellt (62,5 pg/l, 125 ug/l, 250 pg/l, 500 ug/l, 1000 ug/l), die neben
bidestilliertem Wasser als Leerwert ebenfalls jeweils doppelt a 20 ul in die Vertiefungen
pipettiert wurde. Die BCA-Reagenz wurde nach Herstelleranleitung im Verhaltnis 50
Teile Reagenz | + 1 Teil Reagenz Il angesetzt. Mit einem Multi Stepper wurden jedem
Well 200 pl hinzugefugt. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 37 °C wurde

die Extinktion der Proben im Plattenphotometer bei 570 nm gemessen.

3.7.3 Proteintrennung mittels SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die Natrium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine
Methode zur Auftrennung von Proteinen. Sie beruht auf der unterschiedlich schnellen
Wanderung von negativ geladenen Proteinen in Abhangigkeit des Molekulargewichtes
in einem elektrischen Feld. Dabei mussen die Eigenladungen der Proteine Uberlagert
werden, die Proteine mussen in ihrer primaren Struktur als Polypeptidketten vorliegen.

Das wird durch Kochen der Proteine, sowie durch Spaltung der Disulfidbricken durch
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Dithiothreitol (DTT) erreicht. Das anionische SDS entfaltet die Proteine schlielich in
ihre lineare Primarstruktur und bewirkt die negative Ladung der Proteine, um eine
Wanderung in Richtung Anode zu gewabhrleisten. [110]

In Vorbereitung zum GielRen der Acrylamid-Gele wurden Glasplatten in einen
Gief3stand eingespannt. Die entstandene Kammer wurde mit Aqua bidest auf
Dichtigkeit gepruft und anschliel3end mit Filterpapier getrocknet. Die Bestandteile von
Sammelgel und Trenngel wurden pipettiert. Ammoniumperoxodisulfat (APS) und
Tetramethylethylendiamin (TEMED) wurden direkt vor Giel3en der jeweiligen Schicht

hinzugefugt, da sie zur Polymerisation fuhren.

Tabelle 4 Zusammensetzung der Gele

Sammelgel 5% Trenngel 15%

Sammelgelpuffer TRIS/HCL 0,5 M pH = 6,8 | Trenngelpuffer TRIS/ HCL 1,5 M pH = 8,8
SDS-Lésung 10 % SDS-Lésung 10 %

APS-L6sung 10 % APS-Losung 10 %

Acrylamid Acrylamid

TEMED TEMED

H>O H20

Das Sammelgel wurde vorsichtig mit einer Spritze mit Aqua bidest Uberschichtet und
bendtigte etwa 30 — 45 Minuten zur Auspolymerisation. AnschlieRend wurde das Aqua
bidest abgegossen und mit Filterpapier nachgetrocknet. Dann wurde das Sammelgel
in die Kammer gegossen und zur Bildung von Ladungstaschen wurde ein der Anzahl
der zu messenden Proben entsprechender Gelkamm auf das noch flussige Gel
blasenfrei gesteckt. Nach 1 — 5 Minuten wurde der Kamm entfernt und die Taschen
gespult. Anschliellend wurden die Gele in die Elektrophoresekammer eingebaut und
mit Elektrophoresepuffer (250 mM Glycin, 25 mM TRIS Base, 0,1 % SDS) aufgefullt.

Vor der Ladung der Gele wurden Proben mit SDS-haltigem Probenpuffer versetzt und
die Proteine wurden bei 95 °C fur 5 Minuten denaturiert. Es wurde jeweils die gleiche
Proteinmenge geladen. Die Flussigkeit in den Eppendorfgefallen wurden zum

besseren Pipettieren kurz anzentrifugiert und auf Eis gelagert.
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Die Proben wurden vorsichtig in die Taschen des vorbereiteten Gels pipettiert. Als
Referenz fur die molekulare GroRe der einzelnen Proteine lief der
Molekulargewichtsmaker Page Ruler Prestained Protein Ladder mit. Zu Beginn wurde
eine Spannung von 60 mV fur etwa 20 min angelegt bis die Proteine sich im 5%igen
Sammelgel kurz vor dem Ubergang zum Trenngel sammelten. Im 15%igen Trenngel

wurden die Proteine dann bei 110 mV separiert.

3.7.4 Transfer mittels Tankblotting-Methode

Die Blottingeinheit wurde folgendermallen zusammengebaut: ein Filterpad,

Filterpapier, das Gel mit den darin aufgetrennten Proteinen, die Polyvinylidendifluorid-
Membran, Filterpapier, ein Filterpad. Mogliche Luftblasen wurden vorsichtig
herausgedrickt und die Einheit mit Blottingpuffer (192 mM Glycin, 25 mM TRIS Base,
20 % Methanol) befiillt. Uber Nacht fand der Transfer der Proteine entlang einer
angelegten Stromspannung von 30 V bei 4 °C auf die Membran statt. Zur Uberprifung
einer erfolgreichen Ubertragung wurden die Proteinbanden auf der Membran mit

Ponceau S (0,1 % + 5 % Essigsaure) angefarbt.

3.7.5 Immundetektion spezifischer Proteine

Zur Vorbereitung wurden die Membranen mit den transferierten Proteinen eine Stunde
mit 5 % Magermilchpulver in TBST (20 mM TRIS, 140 mM NaCl, 0,05 % Tween20)
blockiert um eine unspezifische Bindung der Antikorper zu verhindern. Der
gewunschte Antikoper wurde in TBST in entsprechender Verdlinnung angesetzt und
uber Nacht bei 4 °C auf dem Schduttler inkubiert. Am nachsten Morgen wurden die
Membranen fur > 5 Minuten in TBST gewaschen. AnschlieRend wurde der Peroxidase
konjugierte Sekundarantikorper gegen Kaninchen in der Verdunnung 1:20.000 in
TBST eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieliend wurde drei Mal mit
TBST fur > & Minuten gewaschen. Die Membran wurde eine Minute bei
Raumtemperatur mit der Reaktionsmischung behandelt, die Peroxid und die
Chemilumineszenzsubstanz Luminol enthielt. Diese beiden Substrate reagierten
daraufhin mittels der am Sekundar-Antikorper gebundenen Peroxidase unter
Lichtemission. Nach einer Minute erfolgte die Aufnahme des Lumineszenzsignals

mittels CCD-Kamera (ChemidDoc™ System) und Import in die Quantitity One™-

35



METHODEN

Software. Die Intensitat des Lumineszenz-Signals der Banden wurde mittels
ImageLab, Version 4.1, BioRad ausgewertet. Sie ist proportional zur
Proteinexpression. Die Werte wurden in eine Excel-Tabelle Ubertragen und gegen die
Kontrollgruppe normalisiert. Zur Entfernung der Primar- und Sekundar-Antikoper
wurde die Membran mit Stripping-Puffer (6 M Guanidin Hydrochlorid; 0,3 %
Triton X-100; 20 mM TRIS/HCI pH 7,5; 0,1 M B-Mercaptoethanol) behandelt. Um eine
homogene Beladung der Geltaschen zu Uberprufen und gegebenenfalls rechnerisch

auszugleichen wurde B-Aktin als Ladekontrolle detektiert.

Tabelle 5 Verwendete Antikorper

Antikorper Verdiinnung Molekulargewicht
Akt 1:1000 60 kDa
Phospho-Akt 1:1000 60 kDa

Erk 1/2 1:1000 42, 44 kDa
Phospho-Erk 1/2 1:2000 44,42 kDa

HO-1 (Hsp32) 1:500 32 kDa

R-Actin 1:15000 45 kDa

3.8 Applikation von DADLE und WIN55,212-2

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Wirkung der pharmakologischen Substanzen

DADLE und WIN mit den Ergebnissen aus dem ersten Teil verglichen werden. Dazu
wurde die Zellschadigung mittels LDH-Assay im Uberstand untersucht. Die Methode
des LDH-Essays ist in Kapitel 3.4 beschrieben. Die Prufung der Pharmaka wurde in
96-Well-Platten durchgefuhrt. Jeweils 48 Stunden vor Versuchsbeginn wurden Triplets
mit je 2x10* Zellen pro Well in 200 yl CM ausplattiert.

Zuerst wurden unterschiedliche Konzentrationen beider Arzneistoffe auf ihre
Zytotoxizitat untersucht (Abb. 2). Dazu wurde eine dezimale Verdunnungsreihe
(1 nM — 100 pM) in Nahrmedium auf DMEM-Basis erstellt. Die Zellen wurden darin
sechs Stunden inkubiert, dann erfolgte ein Mediumwechsel gegen CM ohne
Noradrenalin und ohne DADLE/WIN. Zur Nachbeobachtung wurde ein 30h-Wert

erhoben.
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Abbildung 2 Zeit-Temperatur-Protokoll 2 Zytotoxizitat. Die Anwendung von DADLE oder
WIN erfolgte Uber eine Dauer von sechs Stunden unter physiologischen Zellbedingungen (21 % O,
glukose- und serumhaltiges Nahrmedium). Die Zellen wurden 24 Stunden nachbeobachtet.

Danach wurde ein Versuch zur Dosisfindung (Abb. 3) durchgefuhrt, wobei die Zellen
fur sechs Stunden die simulierte Ischamie durchliefen und dabei die Arzneistoffe in

verschiedenen Verdunnungen (1 nM — 100 pM) erhielten. Auch hier wurde die
Beobachtung auf 30 Stunden ausgeweitet.

Ischamie
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Abbildung 3 Zeit-Temperatur-Protokoll Dosisfindung. Die Anwendung von DADLE oder WIN
erfolgte Uber eine Dauer von sechs Stunden wahrend Ischamie, die in einer Hypoxiekammer (0,2 % O2)
in glukose- und serumfreiem Medium simuliert wurde. Die Zellen wurden 24 Stunden nachbeobachtet.
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Anschlielend wurden drei Wirkstoffkonzentrationen ausgewahlt und am
Ischamiemodell sowohl ohne als auch in Kombination mit Kihlung gepruft (Abb. 4).
Die Kuhlung wurde wie im ursprunglichen Zeit-Temperatur-Protokoll (Abb. 1, s. Kap.
3.2) nach drei Stunden begonnen und das Experiment nach sechs Stunden beendet.
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DADLE / WIN55, 212-2

Abbildung 4 Zeit-Temperatur-Protokoll Pharmaka und Hypothermie. Ischamie wurde in
einer Hypoxiekammer (0,2 % Oz2) in glukose- und serumfreiem Medium fur sechs Stunden simuliert.
Nach drei Stunden erfolgte die Einleitung von moderater Hypothermie, die Uber weitere drei Stunden
bei simulierter Ischamie fortgefuhrt wurde. Die Anwendung von DADLE oder WIN erfolgte Uber eine
Dauer von sechs Stunden.

3.9 Darstellung und Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Mittelwerte (M) mit der Standardabweichung (SD) dargestellt.
P-Werte < 0,05 wurden als signifikant betrachtet und mit einem Stern (*) markiert. Die
statistische  Auswertung basierte auf mindestens vier Stichproben aus
unterschiedlichen Zellpassagen und/oder unterschiedlichen Zellstocks. Zur Analyse
der nicht-gepaarten Stichproben wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet, da keine
Normalverteilung angenommen wurde.

Fur die Erstellung der Graphen und die statistische Analyse wurde die GraphPad

Prism Software, Version 9.0, verwendet.
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4 Ergebnisse
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4.1 Einfluss der Hypothermie auf das Zelliberleben

Die Experimente wurden mit einer Zahlung der intakten, adharenten Zellen in den
Proben begonnen. In Abbildung 5 ist die zum Start normierte Zellzahl dargestellt. Dazu
wurde die Anzahl an lebenden Zellen in der unbehandelten Probe zu Versuchsbeginn
100 % gesetzt. Nach sechs Stunden Inkubationszeit zeigte sich ein Anstieg des
Lebendzellanteils in den beiden Normoxie-Gruppen. Die normotherme Gruppe
unterschied sich dabei nicht signifikant von der hypothermen Gruppe (p = 0,8413).
Zwischen der Normoxie- und Ischamiegruppe zeigte sich ein signifikanter Unterschied
(p = 0,0079) von 96 Prozentpunkten in der Zahl an intakten Zellen bei 37 °C. Durch
die Anwendung einer intraischamischen Kuhlung auf 33,5 °C, zeigten die
Kardiomyozyten eine hdhere Uberlebensrate, gemessen an lebenden Zellen,
verglichen zur normothermen Ischamie (p = 0,0238).

200- [ 37°C
S — BN 335°C
2 T —_* Ischamie
9 100
2
T 501
£

0
0 6 Zeit [h]

Abbildung 5 Einfluss simulierter Ischamie und Kihlung auf das Zelluberleben.
Versuchsstart (0 h) = 100 %; Unbehandelte Normoxiegruppe = 1358 %; geklhlte
Normoxiegruppe = 135,4 %; ungekihlte Ischamiegruppe = 40,3 %; geklhlte Ischamiegruppe = 76,9 %.
Die Normoxie-Gruppen wurden bei 21 % Oz in glukose- und serumhaltigem Nahrmedium inkubiert.
Ischamie wurde in einer Hypoxiekammer (0,2 % Oz2) in glukose- und serumfreiem Mangelmedium fur
sechs Stunden simuliert. Nach drei Stunden erfolgte die Einleitung von moderater Hypothermie, die
Uber weitere drei Stunden fortgefuhrt wurde. Die Versuche wurden funfmal durchgefihrt. n = 5; M +/-
SD; statistische Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; * = p < 0,05
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4.2 Einfluss der Hypothermie auf die Zellschadiqung

Der Austritt von intrazellularer Laktatdhydrogenase durch nicht mehr intakte Zellwande
lasst sich im Zelluberstand messen und zeigt das Ausmald der Zellschadigung. In
Abbildung 6 ist die LDH-Ausschuttung in den verschiedenen Versuchsgruppen uber
sechs Stunden als relative Erhohung normalisiert zum Versuchsstart dargestellt.

Die simulierte Ischamie fuhrte zu einer zeitabhangigen Freisetzung von LDH
(p <0,0001). Die Senkung der Temperatur um 3,5 °C hatte nach drei Stunden
intraischamischer Anwendung eine Halbierung des LDH-Ubertrittes in den Uberstand
bei den Kardiomyozyten zur Folge (p = 0,0013).

= 37°C
EE 33,5°C
25 - Ischamie
W
£ 20 A
8
L
5 15 -
-
(o))
c
E 10 - —
2 =
w —
2 54 — i
[&)
S
X o lem = =8 = =
0 1 2 3 4 5 6
Zeit [h]

Abbildung 6 Einfluss simulierter Ischamie und Kuhlung auf die LDH-Freisetzung. Die
Normoxie-Gruppen wurden bei 21 % O2 in glukose- und serumhaltigem N&hrmedium inkubiert.
Ischamie wurde in einer Hypoxiekammer (0,2 % O2) in glukose- und serumfreiem Mangelmedium flr
sechs Stunden simuliert. Nach drei Stunden erfolgte die Einleitung von moderater Hypothermie, die
Uber weitere drei Stunden fortgeflhrt wurde. Die Versuche wurden mindestens sechsmal durchgefunhrt.
n = 6; M +/- SD; statistische Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; * = p < 0,05
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4.3 Einfluss der Hypothermie auf den ATP-Gehalt
Abbildung 7 zeigt den zum Start normalisierten intrazelluldren ATP-Gehalt gemessen

Uber sechs Stunden. Bereits nach einer Stunde lieR® sich die Ischamieschadigung
durch einen signifikant reduzierten intrazellularen ATP-Spiegel im Vergleich zur
Normoxiegruppe nachweisen (p = 0,0286). Diese Beobachtung wurde auch fir alle
weiteren Messzeitpunkt gemacht. Nach einer Stunde Kiihlung war die schadigende
Wirkung der Ischamie auf die Zellen signifikant reduziert (p = 0,0286). Beim Vergleich
der Normoxiegruppen zeigte sich fur den 4-h-Messzeitpunkt, dass eine einstindige

Hypothermie zu einem signifikant hoéheren intrazellularem ATP-Gehalt flhrt (p

0,0286). Dies zeigte sich jedoch nicht nach zwei und drei Stunden Kihlung (p
>0,9999 und 0,8857).

| 37°C
B 33,5°C

=3 Ischamie

X-fache Erh6hung ATP (Start = 1)
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Abbildung 7 Einfluss simulierter Ischamie und Kihlung den intrazellularen ATP-
Gehalt. Die Normoxie-Gruppen wurden bei 21 % O: in glukose- und serumhaltigem N&hrmedium
inkubiert. Ischamie wurde in einer Hypoxiekammer (0,2 % O2) in glukose- und serumfreiem
Mangelmedium fiir sechs Stunden simuliert. Nach drei Stunden erfolgte die Einleitung von moderater
Hypothermie, die Uber weitere drei Stunden fortgefiihrt wurde. Die Versuche wurden viermal
durchgefiihrt. n = 4; M +/- SD; statistische Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; * = p < 0,05
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4.4 Einfluss der Hypothermie auf Apoptose

Mit der vorliegenden Fluoreszenzfarbung mit dem M30 CytoDEATH-Kit konnte eine
Aussage uber das Vorliegen frUher Apoptose getroffen werden. Nach
intraischamischer Kuhlung lielen sich deutlich weniger M30-positive Zellen
nachweisen als in der ungekuhlten Ischamiegruppe. In den
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 8) wird dartber hinaus deutlich, dass
die Kuhlung zu einem Erhalt der ovalen Zellform mit abgrenzbarem Zellkern fuhrt.
Auch zeigte sich ein hoherer Anteil adharenter Zellen und die Zellkontakte zwischen

den Kardiomyozyten blieben Uberwiegend erhalten.

100 pm

Abbildung 8 Fluoreszenzfarbungen: Einfluss simulierter Ischamie und Kihlung auf
Apoptose. A) Kontrolle B) Unbehandelte Ischamiegruppe C) Gekuhlte

Ischamiegruppe. 400-fache VergroRerung. Die Kontrolle wurde in glukose- und serumhaltigem
Nahrmedium bei 37 °C und 21 % O2 fur sechs Stunden inkubiert. Eine normotherme und eine
hypotherme Ischamiegruppe wurden sechs Stunden in glukose- und serumfreiem Mangelmedium bei
0,2 % Oz inkubiert. Die Kuhlung wurde nach drei Stunden begonnen und Uber weitere drei Stunden
fortgefuhrt. Die Zellen wurden direkt im Anschluss an den Versuch fixiert. Grin = Apoptose (M30), rot
= Zytosol (F-Actin), blau = Nuklei (DAPI).

4.5 Untersuchung antiapoptotischer intrazellularer Proteine

Nachdem eine intraischamische Apotoseaktivierung mittels Fluoreszenz-Mikrokopie
festgestellt wurde, untersuchten wir die mdogliche Involvierung dreier potentiell
antiapoptotischer Proteine. Ziel war es intrazellulare Signalkaskaden zu identifizieren,

die durch Hypothermie aktiviert werden.
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4.5.1 Einfluss der Hypothermie auf die ERK-Aktivierung
In Abbildung 9 ist das Verhaltnis von aktivierten, d.h. phosphoryliertem, ERK zu ERK

normalisiert zum Start mit den korrespondierenden Western Blot Banden dargestellt.

Bei der statistischen Auswertung gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen
den einzelnen Versuchsgruppen und Zeitpunkten. Es zeigt sich jedoch bei
Betrachtung der pERK 1/2 Western Blot Banden in allen gekihlten Ischamiegruppen

eine starkere Auspragung der Bande.
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Abbildung 9 Relative Erhéhung der pERK/ERK Ratio mit korrespondierenden

Western Blot Banden. Die Normoxie-Gruppen wurden bei 21 % Oz in glukose- und serumhaltigem
Nahrmedium inkubiert. Ischamie wurde in einer Hypoxiekammer (0,2 % O3) in glukose- und serumfreiem
Mangelmedium fiir sechs Stunden simuliert. Nach drei Stunden erfolgte die Einleitung von moderater
Hypothermie, die Uber weitere drei Stunden fortgefiihrt wurde. Die Versuche wurden viermal
durchgefiihrt. n = 4; M +/- SD; statistische Analyse mit Mann-Whitney-U-Test.
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4.5.2 Einfluss der Hypothermie auf die Aktivierung von Akt

In Abbildung 10 ist die pAkt/Akt Ratio normalisiert zum Start dargestellt. Es zeigte sich eine
verminderte Aktivierung von Akt in der gekuhlten Ischamiegruppe im Vergleich zur
ungekuhlten Normoxiegruppe fur den 5h-Messzeitpunkt (p = 0,294). Bei einer relativ kleinen
Stichprobe von 4 n gab es in der gekuhlten Ischamiegruppe zum 5h-Zeitpunkt eine sehr

geringe Standardabweichung der einzelnen Werte.
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Abbildung 10 Relative Erhdhung der pAkt/Akt Ratio mit korrespondierenden Western
Blot Banden. Die Normoxie-Gruppen wurden bei 21 % O2 in glukose- und serumhaltigem
Nahrmedium inkubiert. Ischamie wurde in einer Hypoxiekammer (0,2 % O3) in glukose- und serumfreiem
Mangelmedium fiir sechs Stunden simuliert. Nach drei Stunden erfolgte die Einleitung von moderater
Hypothermie, die Uber weitere drei Stunden fortgefiihrt wurde. Die Versuche wurden viermal
durchgefiihrt. n = 4; M +/- SD; statistische Analyse mit Mann-Whitney-U-Test. * = p < 0,05
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4.5.3 Einfluss der Hypothermie auf die Exprimierung der HO-1

In Abbildung 11 ist die relative Erhdhung der HO-1 mit den korrespondierenden
Western Blot Banden dargestellt. Bereits beim Betrachten der Banden zeigte sich in
den Ischamiegruppen eine geringere Exprimierung der HO-1. In der statistischen
Auswertung war nach funf Stunden der Unterschied zwischen der normoxen Kontrolle
zur gekuhlten als auch zur ungekuhlten Ischamiegruppe signifikant (p = 0,286). Sowohl
nach vier Stunden als auch nach sechs Stunden lasst sich ein gleicher Trend in der
Abbildung erkennen.
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Abbildung 11 Relative Erhéhung der HO-1 mit korrespondierenden Western Blot

Banden. Die Normoxie-Gruppen wurden bei 21 % O2 in glukose- und serumhaltigem N&hrmedium
inkubiert. Ischamie wurde in einer Hypoxiekammer (0,2 % O2) in glukose- und serumfreiem
Mangelmedium fiir sechs Stunden simuliert. Nach drei Stunden erfolgte die Einleitung von moderater
Hypothermie, die tiber weitere drei Stunden fortgefiihrt wurde. Die Ladungskontrolle erfolgte mit 3-Actin.
Die Versuche wurden viermal durchgefiihrt. n = 4; M +/- SD; statistische Analyse mit Mann-Whitney-U-
Test. *=p < 0,05
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4.6 Pharmakologischer Therapieansatz mit DADLE und WIN55.,212-2

4.6.1 Zytotoxizitatsprufung

Entsprechend Versuchsprotokoll (s. S. 37, Abb. 2) wurde die Zytotoxizitat des
jeweiligen Pharmakons in einer dezimalen Konzentrationsreihe mittels LDH-Assay
untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 normalisiert zum Versuchsstart
dargestellt. Nach sechs Stunden zeigte sich fur die Behandlung mit DADLE kein
signifikanter Unterschied in der LDH-Ausschuttung im Vergleich zur Kontrolle, keine
der gewahlten Konzentrationen wirkte zytotoxisch. Nach dreil3ig Stunden zeigte sich
eine Zellschadigung der Kontrolle, die bei DADLE-Konzentrationen von 1 — 100 nM
signifikant reduziert werden konnte. DADLE-Konzentrationen von 1 — 100 uM zeigten
keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle fur diesen Messzeitpunkt.

Fir WIN zeigte sich nach sechs Stunden Inkubation eine Schadigung bei 1 nM und
10 uM. Nach 30 Stunden konnte eine Zellschadigung der Kontrolle festgestellt werden.
In den Zellen, die die sechsstundige Behandlung mit WIN erhalten hatten, konnte fur
alle sechs Konzentrationen eine signifikante Reduktion der LDH-Ausschuittung

gemessen werden.
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Abbildung 12 Dezimale Konzentrationsreihen zur Bestimmung der Zytotoxizitat von

A) DADLE und B) WINb55,212-2. Die Kontrolle wurde in wirkstofffreiem, glukose- und
serumhaltigem Nahrmedium bei 21 % O: inkubiert. Die Zytotoxizitdt der Pharmaka wurde durch
sechsstiindige Inkubation in wirkstoff-, glukose- und serumhaltigem Nahrmedium bei 21 % O geprift
und weitere 24 Stunden mit wirkstofffreiem CM nachbeobachtet. Die Versuche wurden zweimal mit
insgesamt vier verschiedenen Zellpassagen durchgefiihrt. n = 4; M +/- SD; statistische Analyse mit
Mann-Whitney-U-Test. * = p < 0,05
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4.6.2 Dosisfindung

Zur Bestimmung der optimalen Dosis der Pharmaka wurde die Testung einer

dezimalen Konzentrationsreihe unter simulierter Ischamie an den Zellen durchgefuhrt
(s. S. 37, Abb. 3) und der Ubertritt von LDH in den Zelliberstand gemessen. In
Abbildung 13 wurden die Ergebnisse normalisiert zum Versuchsstart dargestellt.
Nach sechs Stunden zeigte sich in der unbehandelten Ischamiegruppe eine signifikant
hohere LDH-Ausschuttung im Vergleich zur Kontrolle. Nach drei3ig Stunden war die
Schadigung nicht mehr ersichtlich, die unbehandelte Ischamiegruppe unterschied sich
in der statistischen Analyse nicht von der Kontrolle.

DADLE bewirkte nach sechs Stunden in den Konzentrationen 10 nM, 100 nM und
10 uM eine signifikant geringere LDH-Ausschuttung im Vergleich zur unbehandelten
Ischamiegruppe. Alle mit DADLE behandelten Ischamiegruppen wiesen dabei eine
signifikant héhere Schadigung auf als die Kontrolle. Der besseren Ubersicht halber ist
dies in der Abbildung nicht markiert. Nach weiteren 24 Stunden fuhrte die Behandlung
mit 1 nM DADLE zu einer geringeren LDH-Ausschuttung verglichen mit der Kontrolle.
Die intraischamische Inkubation mit 1 nM, 10 nM und 100 nM WIN bewirkte eine
hohere LDH-Ausschuttung als in der unbehandelten Ischamiegruppe. Nach dreif3ig
Stunden wurde fur die Dosierung 100 nM signifikant weniger LDH im Uberstand

gemessen verglichen mit der unbehandelten Ischamie und der Kontrolle.
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Abbildung 13 Versuchsreihen zur Wirkung verschiedener Konzentrationen von A)

DADLE und B) WIN55,212-2 wahrend simulierter Ischamie. Die Kontrolle wurde in
wirkstofffreiem, glukose- und serumhaltigem Nahrmedium bei Normoxie (21 % Ogz) inkubiert. Die
intraischamische Wirkung der Pharmaka wurde in einer Hypoxiekammer (0,2 % Oz2) in wirkstoffhaltigem,
glukose- und serumfreiem Mangelmedium fir sechs Stunden geprift und weitere 24 Stunden mit
wirkstofffreiem CM bei Normoxie nachbeobachtet. Die Versuche wurden zweimal mit insgesamt vier
verschiedenen Zellpassagen durchgefihrt. n = 4; M +/- SD; statistische Analyse mit Mann-Whitney-U-
Test. *=p < 0,05
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4.6.3 Pharmakologische Therapie und Hypothermie

Anhand der Toxizitats- und Dosisfindungsversuche wurden die Konzentration, mit
denen weitergearbeitet wurde, fur DADLE auf 1 — 100nM und fur WIN auf
100nM — 10pM eingegrenzt. Es wurde der Versuch laut Protokoll durchgefuhrt
(s. S. 38, Abb. 4). Da die Ischamieschadigung in den Vorversuchen zur Dosisfindung
nach 30 Stunden nicht mehr sichtbar war, reduzierten wir die Beobachtung auf 6
Stunden.

In Abbildung 14 ist der relative Anstieg der LDH-Freisetzung normalisiert zum
Versuchsstart dargestellt. Dabei bestatigen sich die Beobachtungen aus dem ersten
Teil der Arbeit: Es wurde eine signifikant hohere LDH-Freisetzung in der
unbehandelten Ischamiegruppe und eine signifikante Reduktion der LDH-Freisetzung
durch die intraischamische Kuhlung gemessen.

Mit der Opioid-Behandlung lieR sich der LDH-Ubertritt in den Uberstand teilweise noch
weiter senken. Mit Ausnahme der mit 100 nM DADLE behandelten und zusatzlich
gekuhlten Gruppe ergab die statistische Analyse flur alle anderen Konzentrationen eine
signifikant  geringere = LDH-Ausschiattung im  Vergleich zur ungekuhlten
Ischamiegruppe. Bei drei der mit DADLE behandelten Gruppen fand sich dartber
hinaus eine signifikant niedrigere LDH-Ausschuttung im Vergleich zur unbehandelten,
hypothermen Ischamiegruppe.

Das Cannabinoid WIN war in der Konzentration 100 nM vergleichbar in der Reduktion
der LDH-Freisetzung wie intraischamische Hypothermie. WIN in Kombination mit
Kdhlung hatte keinen senkenden Effekt auf die gemessene LDH. Eine Kombination
aus Hypothermie und Behandlung mit 10 uM WIN fuhrte sogar zu einer signifikant
hoheren LDH-Konzentration im Medium verglichen mit der unbehandelten,

hypothermen Ischamiegruppe.
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Abbildung 14 Wirkung verschiedener Konzentrationen von A) DADLE und B)

WINS55,212-2 wahrend simulierter Ischamie und Kuhlung. Die Kontrolle wurde in
wirkstofffreiem, glukose- und serumhaltigem Nahrmedium bei Normoxie (21 % O2) und 37 °C inkubiert.
Die intraischamische Wirkung der Pharmaka wurde mit sechsstindiger Inkubation bei simulierter
Ischamie gepriift. Ischamie wurde dabei in einer Hypoxiekammer (0,2 % O2) in glukose- und
serumfreiem Mangelmedium furr sechs Stunden simuliert. Nach drei Stunden erfolgte die Einleitung von
moderater Hypothermie, die Uber weitere drei Stunden fortgefiihrt wurde. Die Versuche wurden
mindestens zweimal mit mindestens vier verschiedenen Zellpassagen durchgefiihrt. n = 4; M +/- SD;
statistische Analyse mit Mann-Whitney-U-Test. * = p < 0,05
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5 Diskussion
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Wie bereits in der Einleitung dargestellt, ist TH zur Organprotektion Gegenstand
zahlreicher Studien. TH wird in den aktuellen Leitlinien bei HKS mit dem Ziel
insbesondere der Neuroprotektion empfohlen (s. Kapitel 1.4.1).

Es gilt nach wie vor den potentiellen kardioprotektiven Effekt der TH besser zu
verstehen, um eine Ubertragung von laborexperimentellen Ergebnissen in den
klinischen Alltag zu ermdglichen und die identifizierten protektiven Signalwege
pharmakologisch nutzbar zu machen. Der Fokus dieser Forschungsarbeit liegt auf der
Ischamiephase. Zwar hat die Reperfusionsschadigung auch einen Anteil an der
Gesamtschadigung durch I/R [13]. Jedoch erscheint es plausibel, dass wenn man den
ersten Ischamieschaden reduzieren kann, auch nachfolgende
Schadigungsmechanismen gemildert werden. Das Ubergeordnete Ziel ist es, die

Morbiditat und Mortalitat des aul3erklinischen HKS zu reduzieren.

5.1. Uberpriifung des Modells

Im Rahmen der Untersuchung zugrundeliegender Protektionsmechanismen
therapeutischer Hypothermie wurde in unserer Arbeitsgruppe ein Zellkulturmodell mit
HL-1-Kardiomyozyten in Monokultur entwickelt. Dabei wurde die Mangelversorgung
der Kardiomyozyten dargestellt durch Reduktion des Sauerstoffgehaltes im Inkubator
auf 0,2 % und durch Verwenden eines Mangelmediums, das weder Glukose noch
Serum enthielt. [111] Um das Schadigungs-Modell zu Uberprufen, wurde zuerst der
Einfluss der simulierten Ischamie auf die Zahl der intakten HL-1-Zellen untersucht.
Nach sechs Stunden zeigte sich unter Ischamie eine reduzierte Zellzahl, gleich den
Ergebnissen von Astrém-Olsson et al. (2012). In der zitierten Studie wurde die
Ischamie in einem HL1-Zellkulturmodell mit einem hoherem Luftsauerstoffgehalt von
1 % und einem Mangelmedium mit HCI-Zusatz simuliert. [112] Demnach konnte
erfolgreich eine Ischamie im Zellmodell nachgeahmt, und ein deutlich messbarer
Effekt nach sechs Stunden beobachtet werden.

Um weitere Erkenntnisse zu gewinnen, beinhalteten sich anschlieBende Arbeiten eine
Messung fruherer Zeitpunkte in der simulierten Ischamie. Dazu wurden die ins
Zellmedium freigesetzte LDH und der intrazellulare ATP-Gehalt untersucht. Es zeigte
sich in unseren Versuchen eine signifikante Zell- und Mitochondrienschadigung durch

die simulierte Ischamie bereits eine Stunde nach Inkubationsstart, die mit jeder
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weiteren Stunde zunahm. Dadurch konnten die publizierten Daten unserer
Arbeitsgruppe reproduziert werden [111]. Daruber hinaus konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass auch zu fruhen intraischamischen Zeitpunkten eine Schadigung
der Zellmembran und Mitochondrien auftritt. Eine Schadigung auf mitochondrialer
Ebene wurde auch von Brady et al. (2006) in Form von Fragmentierung der
Mitochondrien bei HL-1 Zellen nach 2-stundiger simulierter Ischamie nachgewiesen
[113].

Insgesamt konnte mit der Messung der Zellzahl, der extrazellularen LDH und dem
intrazellularen ATP-Gehalt nachgewiesen werden, dass wir mit dem Modell in der Lage

sind, eine Ischamie-Schadigung abzubilden.

5.2. Kardioprotektion durch Hypothermie

5.2.1 Einfluss der Hypothermie auf Zellvitalitat, Zelliiberleben und metabolische
Aktivitat

Bei der Auswertung zeigten die ungekuhlte und die gekuhlte Normoxiegruppe

vergleichbare Ergebnisse bei Zellzahl und LDH-Messung. Diese Beobachtung war
wichtig, um die Wirkung einer intraischamischen Kuhlung besser beurteilen zu konnen.
Bei der Messung der ATP fuhrte die Kihlung in der Normoxiegruppe jedoch teilweise
zu einem hoheren intrazellularen ATP-Gehalt. Demnach bestatigt sich hier, dass
Hypothermie zu einer Praservation der Energiespeicher fuhrt [70].

Bereits die Sichtung der Petrischalen liel3 die Vermutung zu, dass die intraischamische
Klhlung die Zellzahl erhalt. Mittels Zellzahlung liel3 sich dies quantifizieren. Die
Kdhlung hatte einen positiven Effekt auf Zelliberleben und -metabolismus, was sich
mit den Beobachtungen von Tong et al. (2015) deckt [111]. So konnten wir
Ubereinstimmend zeigen, dass Hypothermie zu einem reduzierten extrazellularen
LDH-Spiegel bei hoherem intrazellularem ATP-Gehalt fuhrt.

5.2.2 Einflul} der Hypothermie auf intraischamische Apoptose

Nachfolgend wurde untersucht, ob Apoptosevorgange intraischamisch stattfinden. Es
ist bekannt, dass apoptotische Signalkaskaden mafRgeblich am Zelluntergang bei
Ischamie-Reperfusion beteiligt sind [114]. Es ist aber unklar, ob Apoptose wahrend der

Ischamie und/oder Reperfusion auftritt [115].
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Die Apoptose ist ein ATP-abhangiger Prozess [73]. In der Arbeit von Eguchi et al.
wurde beschrieben, wie sich bestimmte apoptotische Signalkaskaden durch reduzierte
ATP blockieren lassen [116]. Im Gegensatz dazu, korrelierte in unseren Versuchen
der verminderte intrazellulare ATP-Gehalt der unbehandelten Ischamiegruppe nicht
mit reduzierter Apoptose.

Mit Hilfe der Fluoreszenz-Mikroskopie konnten wir beobachten, dass intraischamische
Hypothermie zu einer Reduktion des Capsase-Spaltproduktes CK18 fuhrte. Dies weist
darauf hin, dass durch die Kuhlung pro-apoptotische Signalkaskaden geblockt werden.
Diese Ergebnisse bestatigen Resultate von Shao et al., die auf eine verringerte
Apoptose durch verminderte Aktivitdt der Caspase-3 durch eine Kuhlung der
Kardiomyozyten auf 25 °C weisen [117]. Auch Shuja et al. zeigten im Ratten-
Tiermodell eine Reduktion von Apoptose unter Hypothermie bei hamorrhagischem
Schock [118].

5.2.3 Durch Hypothermie induzierte antiapoptotische Signalwege

Nachdem wir nachgewiesen hatten, dass Apoptose beim Zelluntergang durch
Ischamie eine Rolle spielt und durch Hypothermie reduziert werden kann, sollten die
zugrundeliegenden Signalwege weiter untersucht werden. Dazu wurden die potentiell
antiapoptotischen Proteine ERK, Akt und HO-1 gemessen.

Beharier et al. zeigten 2012 an HL-1-Kardiomyozyten, dass ischamiebedingtes
Zellsterben durch Phosphorylierung von ERK reduziert wird. Die Anwendung eines
MEK-Inhibitors hob diesen Effekt auf. [119] In der vorliegenden Arbeit ergab die
statistische Auswertung der Banden keinen signifikanten Unterschied zwischen den
einzelnen Versuchsgruppen und Zeitpunkten. Eine kleine Stichprobengrof3e und
relativ groRe Standardabweichung konnten dabei eine Rolle gespielt haben. Es zeigte
sich bei Betrachtung der pERK-Western-Blot-Banden in allen gekuhlten
Ischamiegruppen eine starkere Auspragung der Bande, die auf eine vermehrte
Expression hinweisen konnte. In publizierten Studien wurde ebenfalls gezeigt, dass
die Kardioprotektion milder Hypothermie durch ERK vermittelt wird [120, 121]. Die
Messung der ERK erfolgte in den genannten Studien in der Reperfusionsphase. Es ist
denkbar, dass Hypothermie bereits wahrend der Ischamiephase eine Aktivierung des

MAPK/ERK-Signalweges auslost, die dann auch in der frihen Reperfusionsphase
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nachweisbar ist bzw. mit einem weiteren Anstieg von aktiviertem ERK einhergeht.
Yang et al. postulierte nach einer Untersuchung an isolierten Rattenherzen, dass der
kardioprotektive Effekt von Hypothermie (35 °C) wahrend 30-minutiger Ischamie durch
ERK vermittelt wird, nicht jedoch durch Akt [120].

In unserer Arbeit konnten wir in der HL-1-Monokultur ebenfalls keine intraischamische
Aktivierung von Akt unter Ischamie und/oder Kihlung feststellen. Bei der statistischen
Auswertung zeigte sich sogar eine reduzierte Aktivierung von Akt in der gekuhlten
Ischamiegruppe fur den 5h-Messzeitpunkt. Shao et al. konnte dagegen in einem
Modell mit primdren Mauskardiomyozyten einen Anstieg von p-Akt durch
intraischamische Hypothermie (32°C) mittels Western-Blot-Analyse messen. Die
protektiven Eigenschaften der Hypothermie konnten durch Inhibition von Akt blockiert
werden. [122] Akt ist ein Downstream-Effektormolekul von PI3K in der gleichnamigen
Signalkaskade [78]. In der Studie von Mochizuki et al. wurde an isolierten
Rattenherzen der Einfluss einer 30-minutigen globalen Ischamie und Kuhlung
untersucht. Sie konnten zwar zeigen, dass hypotherme Kardioprotektion durch eine
Hochregulation von PI3K vermittelt wurde, jedoch wurde diese erst in der
Reperfusionsphase gemessen. [123] So lassen die Ergebnisse darauf schlie3en, dass
durch Hypothermie der PI3K/Akt-Pathway wahrend der Ischamie nicht induziert wird.
Maoglicherweise findet dies erst in der Reperfusionsphase statt.

Weiter wurde untersucht, ob die HO-1 im Rahmen der Kardioprotektion durch
Hypothermie beteiligt ist. In einer Studie von Ning et al. an isolierten Rattenherzen mit
kardioplegem Herzstillstand Uber 120 Minuten zeigte sich bei pra- und
intraischamischer Kuhlung auf 30 °C ein supprimierter Metabolismus, aber gleichzeitig
eine erhohte Expression von HO-1 und Akt. Die Kuhlung bei 34 °C mit Beginn der
Kardioplegie zeigte diesen Effekt nicht. [81] Die Expression konnte also abhangig von
der Tiefe der Hypothermie sein. In unserer Arbeit mit HL-1-Zellen zeigte sich keine
vermehrte HO-1-Exprimierung unter Kihlung auf 33,5 °C. In den Blots war jedoch eine
verminderte Exprimierung der HO-1 unter simulierter Ischamie unabhangig von der
Temperatur erkennbar. Nach funf Stunden unterschieden sich dabei die beiden
Ischamiegruppen jeweils von der Kontrolle statistisch signifikant. Im Gegensatz zu
unseren Ergebnissen, konnte Kacimi et al. in primaren Rattenkardiomyozyten messen,
dass Hypoxie die HO-1 induzierte [124].
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Insgesamt konnte mit der Untersuchung der drei potentiell antiapoptotischen Proteine
eine mogliche Aktivierung von ERK durch intraischamische Hypothermie gezeigt

werden.

5.3 Pharmakoloqgische Intervention und Hypothermie

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnten wir in vitro zeigen, dass
intraischamische Hypothermie einen kardioprotektiven Effekt hatte. Am Patienten
hingegen erweist sich die physikalisch applizierte Klihlung als eingeschrankt effektiv
und geht mit unerwinschten Nebenwirkungen einher [33, 87]. Eine medikamentdse
Behandlung konnte in Bezug auf den zytoprotektiven Effekt und das
Nebenwirkungsprofil Uberlegen sein. Daher sollten im zweiten Teil der Arbeit
Pharmaka aus der Gruppe der Opioide (DADLE) und der Cannabinoide (WIN) in
unserem Ischamiemodell auf ihre Wirkung gepruft werden. Dabei sollte geklart
werden, ob sich die durch TH vermittelte Kardioprotektion medikamentds imitieren
lasst. AuRerdem wurde die Kombination von Kuhlung und pharmakologischer

Behandlung untersucht.

5.3.1 DADLE

Wie bereits in Kap. 1.7.1 erlautert wurde, ist DADLE das stabile Analogon des
endogenen Opioids Enkephalin und bindet an den &-Opioidrezeptor (DOR) [88]. DOR
wird in HL-1 Zellen sowie am humanen Myokard exprimiert [89, 125]. In mehreren
Studien konnte ein kardioprotektiver Effekt der Behandlung mit DADLE am Myokard
festgestellt werden [126-128].

Seymour et al. zeigte, dass die Prakonditionierung mit DADLE vor Ischamie an HL-1
Zellen zu einer signifikant verminderten LDH-Ausschuttung fuhrte. Dabei wurde mit
10 uM far zehn Minuten inkubiert und funf Minuten vor Ischamie gewaschen. [129] In
unseren Versuchen wurde in Anlehnung daran eine dezimale Verdunnungsreihe von
1 nM bis 100 pM auf Zytotoxizitat und Wirkung wahrend simulierter Ischamie getestet.
Wir entschieden uns gegen eine Prakonditionierung, da die Behandlung mit den Daten
zur intraischamischen Kuhlung aus dem ersten Teil der Arbeit verglichen werden
sollten. Aus technischen Grunden lie sich jedoch wahrend der Ischamie kein

Mediumwechsel oder Hinzufigen des Pharmakons nach drei Stunden (in Anlehnung
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an das Kuhlungsprotokoll) realisieren, sodass wir die Inkubation Uber die gesamte Zeit
der Ischamie wahlten.

Nach sechs Stunden zeigte keine der Konzentrationen eine toxische Wirkung. Nach
30 Stunden zeigte sich in der Kontrollgruppe eine Zellschadigung in Form eines
vermehrten LDH-Ubertrittes in das Zellmedium. Die Zellen befanden sich sechs
Stunden in DMEM statt des idealen Claycombmediums. Es wurde anschlie3end
gewechselt und fur 24 weitere Stunden noradrenalinfreies Claycombmedium
verwendet. Es ist beschrieben, dass HL-1 Zellen bis zu 72 Stunden mit DMEM ohne
weitere Zusatze versorgt werden konnen ohne den Verlust eines differenzierten
Phanotyps [103]. Daher lasst sich der LDH-Anstieg nach 30 Stunden durch die Wahl
des Mediums nicht erklaren. Moglicherweise hatte die Schadigung ihre Ursache darin,
dass die Zellen zu diesem Zeitpunkt die volle Konfluenz Uberschritten hatten und keine
optimalen raumlichen Bedingungen mehr vorfanden. DADLE wirkte im Bereich
1 nM - 100 nM dieser Schadigung offenbar entgegen. Obwohl das Medium, das
DADLE enthielt, nach sechs Stunden gegen ein wirkstofffreies Zellkulturmedium
getauscht wurde, scheint es in der Nachbeobachtungsphase zu einer verzdgerten
zytoprotektiven Wirkung gekommen zu sein.

Im Versuch zur Dosisfindung zeigten sich nach sechs Stunden simulierter Ischamie
die Dosierungen 10 nM, 100 nM sowie 10 uM und nach 30 Stunden 1 nM als vorteilhaft.
So wurde in Zusammenschau mit den Ergebnissen aus dem Toxizitatsversuch fur die
weitere Testung die Dosierung auf 1 — 100 nM eingegrenzt. Hierbei wurde das
Pharmakon allein und in Kombination mit Kuhlung getestet. Mit Ausnahme der mit
100 nM DADLE behandelten und zusatzlich gekuhlten Gruppe erwies sich die
pharmakologische Intervention unabhangig der Temperatur protektiv. So konnten wir
in vitro zeigen, dass DADLE eine potentielle Behandlungsoption bei I/R-Pathologien
sein konnte. Die Behandlung mit dem Pharmakon scheint sogar effektiver zu sein als
die Kuhlung. Es konnte kein synergistischer Effekt durch DADLE und zusatzliche

Hypothermie-Anwendung nachgewiesen werden.

5.3.2 WINS5,212-2

Die Wirkung des synthetischen Cannabinoid-Rezeptor-Agonist WIN bei Ischamie

wurde bisher vor allem in in situ Tiermodellen untersucht [97, 130]. Xiao et al. zeigte
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2020 an der Ratte, dass die Induktion von Hypothermie mit 1 mg/kg/h WIN nach VF
und anschlieBender Wiederbelebung in ihrem kardioprotektivem Effekt einer
physikalischen Kuhlung uberlegen war [130]. In der Studie von Di Filippo et al. von
2004 fuhrte die Prakonditionierung mit 3,5 mg/kg WIN vermittelt zu einer Reduktion
der Infarktgrof3e in einem Infarktmodell an der Maus in situ [97].

In unserer Arbeit wurde zuerst die Zytotoxizitat von WIN gepruft. Wie bereits in Kapitel
5.3.1 beschrieben, waren die Zellen in der Kontrollgruppe nach 30 Stunden signifikant
starker geschadigt als nach sechs Stunden.

Nach der Behandlung mit WIN konnte in den Uberstanden nach 30 Stunden fiir alle
Konzentrationen eine signifikant geringere LDH-Ausschuttung beobachtet werden im
Vergleich zur Kontrolle. Es ware moglich, dass WIN hier eine verzogerte protektive
Wirkung zeigt, obwohl der Wirkstoff nicht mehr im Medium prasent war. Andererseits
konnte es auch die Folge einer Schadigung durch das Pharmakon in den ersten sechs
Stunden sein. Im Bereich von sechs Stunden gab in allen Konzentrationen tendenziell
eine hohere Zytotoxizitat von WIN, die fur 1 nM und 10 yM auch das Signifikanzniveau
erreichte. Es ware es denkbar, dass ein Teil der Zellpopulation durch die Behandlung
mit WIN geschadigt wurde, die Adharenz verlor und nach sechs Stunden bei
Mediumwechsel abgewaschen wurde. Dadurch kam es dann moglicherweise zu einer
Verminderung der Zellzahl in den pharmakologisch behandelten Gruppen, was sich
auf die Hohe der LDH-Ausschuttung in den folgenden 24 Stunden ausgewirkt haben
konnte.

In den Versuchen zur Dosisfindung zeigte die intraischamische Anwendung von WIN
nach sechs Stunden in keiner Dosierung einen protektiven Effekt. Die Dosisstarken
1 nM, 10 nM und 100 nM bewirkten sogar eine grof3ere Schadigung als Ischamie ohne
Pharmakon. Hier decken sich die Ergebnisse des Versuches nicht mit denen aus dem
Versuch zur pharmakologischen Intervention plus Hypothermie. Wenn man die
Ergebnisse der beiden Versuche (Abb. 13 und 14) betrachtet, fallt auf, dass die
unbehandelten Ischamiegruppen in unterschiedlichem MalRe geschadigt wurden,
obwohl jeweils die gleiche Methode sowie Darstellung gewahlt wurde. Im Nachgang
lie® sich die Ursache dafur nicht eruieren. Die Zellen waren korrekt versorgt und
passagiert worden und zeigten keinen Hinweis auf eine Kontamination in der

Mikroskopie auf. Die Versuche wurden exakt nach Protokoll durchgefuhrt. Nach 30
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Stunden zeigte sich fur 100 nM WIN eine signifikant niedrigere LDH-Ausschuttung.
Damit wiederholt sich hier ein moglicher verzogerter Effekt im Sinne der Ergebnisse
des Toxizitatsversuches. Fur 100 nM WIN in Kombination mit Ischamie zeigte sich
nach sechs Stunden eine starkere Schadigung als bei blo3er Ischamie. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass der verminderte LDH-Spiegel im Medium nach 30 Stunden
durch einen vorherigen Zelluntergang erklarbar sein konnte.

Im letzten Schritt der pharmakologischen Versuche wurde die Dosierung von WIN auf
100 nM — 10 uM eingegrenzt. Hier zeigte sich ein gleichrangiger, protektiver Effekt fur
Hypothermie ohne Pharmakon sowie fur 100nM. Interessanterweise hob die
Behandlung mit 100nM WIN bei gleichzeitiger Hypothermie diesen Effekt auf. In
Kombination mit Kuhlung hatte WIN also keinen protektiven oder synergistischen
Effekt. Eine Kombination aus Hypothermie und Behandlung mit 10 yM WIN fahrte
sogar zu einer starkeren Schadigung als bei der unbehandelten, hypothermen
Ischamiegruppe. Es ware denkbar, dass die kardioprotektiven Wirkungen von WIN
und von Hypothermie durch unterschiedliche Signalwege vermittelt werden, die in der

Kombination miteinander interferieren.

5.4 Limitationen des Modells

Bei der Literaturrecherche wird deutlich, wie verschieden die einzelnen I/R-Modelle
sind: immortalisierte Zelllinien, primare Kardiomyozyten, isolierte Herzen oder in situ
Tiermodelle verschiedener Spezies. Vielversprechende Effekte im Zell- oder
Tiermodell lassen sich jedoch nicht immer auf den Menschen Ubertragen. WIN
beispielsweise wirkt sowohl auf CB1 als auch CB2, wobei die Kardioprotektion vor
allem durch CB2 vermittelt wird [97]. Eine Aktivierung des CB1-Rezeptors geht jedoch
mit einem Blutdruckabfall, Tachykardie, erhohtem Puls und Myokardinfarkt einher
[131], was erhebliche Komplikationen mit sich bringen konnte.

Das Herz setzt sich aus einem komplexen, sich gegenseitig beeinflussenden System
verschiedener Zelltypen zusammen. Kardiomyozyten machen dabei nur 25 — 35 %
des Myokards aus. Nicht-Kardiomyozyten sind beispielsweise Endothelzellen,
Fibroblasten, Telozyten, glatte Muskelzellen, Perizyten, Adipozyten, Leukozyten,
Mastzellen, Makrophagen und andere immunologisch aktive Zellen. [132] Ein
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Zellmodell aus Kardiomyozyten in Monokultur kann damit auch nur einen Einblick in
die Stoffwechselvorgange eines isolierten Zelltyps geben.

Bei den HL-1-Zellen handelt es sich um immortalisierte Tumorzellen aus Mausen.
Zwar sind diese Zellen adulten Kardiomyozyten in ihrer Zellausstattung sehr ahnlich
und verfugen sogar Uber die Fahigkeit im Zellverbund synchron zu kontrahieren,
dennoch gibt es Unterschiede, die die Ergebnisse in Ihrer Ubertragbarkeit limitieren.
HL-1-Zellen haben eine hohere Ischamietoleranz verglichen mit Kardiomyozyten in
vivo, da sie als Tumorzellen an reduzierte Versorgungsbedingungen angepasst sind.
Im Versuchsgefaly ordnen sie sich als einlagige Zellschicht an. So mussen sie nicht
gegen Widerstand kontrahieren. Es ist davon auszugehen, dass sie daher einen
verminderten Nahrstoffbedarf haben.

Auch unterscheidet sich der Energiestoffwechsel der HL-1-Zellen von humanen
Kardiomyozyten, bei denen ATP Uberwiegend aus freien Fettsauren gewonnen wird
[6]. Die Phosphorylierung geschieht beim Menschen uUberwiegend durch die
Kreatinkinase unter aeroben Bedingungen. Bei HL-1-Zellen spielt die Kreatinkinase
kaum eine Rolle, hier findet die ATP-Gewinnung durch Glykolyse statt, wobei vor allem
die Hexokinase die oxidative Phosphorylierung tUbernimmt. [133, 134]

Wahrend der Ischamie kommt es zu einem pH-Wert-Abfall. Das fur die Versuche
verwendete Zellmedium DMEM enthalt jedoch Natriumhydrogencarbonat als Puffer.
Somit wird moglicherweise auch die intraischamische Laktatazidose gepuffert. In der
Arbeit von Andersen et al. fuhrte bei HL-1-Zellen die Absenkung des pH-Wertes von
7,4 auf 6,0 zu einer reduzierten Caspase-3-Aktivierung. Moglicherweise werden durch
ein saures pH-Milieu Apoptosevorgange vermindert. Das Absenken des pH-Wertes
auf 6,0 fuhrte in der genannten Publikation jedoch nicht zu einer Reduktion von
nekrotischem Zellschaden. [135]

In dieser Forschungsarbeit wurde lediglich die Schadigung wahrend der Ischamie
betrachtet. Reperfusion und Wiedererwarmung spielen in der klinischen Situation
ebenso eine entscheidende Rolle. Wenn das Myokard wahrend der Ischamie
geschutzt wird, ist aber davon auszugehen, dass auch der Reperfusionsschaden
reduziert ist. Pathophysiologische Vorgange wahrend der Wiedererwarmung kénnen
eventuell durch eine langsame Wiedererwarmung und eine anschlielende

Verhinderung von Fieber reduziert werden.
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5.5 Uberlegungen zu Tiefe und Anwendungszeitpunkt der Hypothermie

Welche Patientengruppen von milder oder moderater Hypothermie oder kontrollierter
Normothermie profitiert, ist Gegenstand der aktuellen Diskussion in der Wissenschaft.
Bei der Anwendung von TH nach akutem Myokardinfarkt scheint es eine Korrelation
zwischen Zieltemperatur und Infarktgrole zu geben. Chien et al. zeigten
beispielsweise in einem Modell mit Kaninchenherzen, dass in einem Bereich von
35-42 °C je 1 °C Temperaturreduktion zu einer Verringerung um 10 % der
InfarktgroRe fuhrte. [58]

Die Nebenwirkungen von TH nehmen mit Absinken der Korperkerntemperatur zu und
beinhalten Zittern, metabolische Storungen, Herzrhythmusstérungen, Bradykardien,
Blutdruckanstieg und Blutungsrisiken [85]. Bei Temperaturen unter 30 °C besteht die
Gefahr der ventrikularen Fibrillation. Spontane ventrikulare Fibrillation wird in den
meisten Saugetieren bei Korperkerntemperatur < 28 °C induziert. [84] Polderman et
al. beschrieben aber auch, dass beispielsweise Zittern leichter bei Temperaturen von
32 — 33 °C zu kontrollieren sei als bei 36 °C. Im TTM-Trial waren so durchschnittlich
mehr Medikamente bei 36 °C notig, um Zittern zu kontrollieren. [136] Bei der Wahl der
optimalen Zieltemperatur gilt es folglich die protektiven Eigenschaften der
Hypothermie mit den unerwinschten Nebenwirkungen abzuwagen.

Es erscheint logisch den Zeitpunkt der Initierung des TH/TTM mdglichst fruh zu
wahlen, um von den protektiven Eigenschaften wie reduziertem Stoffwechsel und
Energieverbrauch, sowie Hochregulierung antiapoptotischer Proteine zu profitieren. In
unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass intraischamische Hypothermie
kardioprotektiv wirkt. Fur eine Kihlung mit Beginn der Reperfusion zeigte sich kein
protektiver Effekt. [111, 137] Auch Shao et al. konstatierten, dass TH vor Reperfusion
einen protektiven Effekt hat, wahrend eine spatere Aktivierung weniger protektiv wirkt
[122]. Der Zeitpunkt der Kuhlung scheint also von grof3er Bedeutung zu sein. An
Patienten mit auRerklinischem HKS zeigten die Studien von Bernard et al. jedoch keine
Uberlegenheit einer frihen Kiihlung [138, 139]. Bei der auBerklinischen Anwendung
ist es moglicherweise schwieriger eine exakte Zieltemperatur einzustellen und zu
halten. Auch scheint ein streng normothermes TTM ahnlich anspruchsvoll wie ein

hypothermes TTM zu sein [136]. Hier bedarf es weiterer Verbesserung der
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Kdhlungsmethoden, um ein schnelles Erreichen der Zieltemperatur und ein stabiles

TTM zu gewahrleisten.

5.6 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von intraischamischer, moderater TH
sowie zweier Pharmaka auf die Schadigung durch eine simulierte Ischamie an
immortalisierten Mauskardiomyozyten untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit konnten wir zeigen, dass TH zu einer Reduktion des
Zellschadens und zu einer Verbesserung der mitochondrialen Aktivitat fihrt. Es konnte
zudem weniger Apoptose in den gekuhlten Zellen festgestellt werden, wobei
moglicherweise die Aktivierung von ERK mitverantwortlich ist. TH ist also eine
vielversprechende Therapie, um das Myokard bei aul3erklinischem HKS zu schutzen.
Eine fruhe Kuhlung vor Reperfusion scheint dabei besonders vorteilhaft fir
Gewebeerhalt und kardiale Funktion zu sein.

Im zweiten Teil konnte gezeigt werden, dass das Opioid DADLE und das Cannabinoid
WIN einen ahnlich positiven Effekt auf das Zelliberleben haben wie TH. Bei der
Kombination von WIN mit TH wurde jedoch die Aufhebung der schutzenden Wirkung
beobachtet. Insgesamt zeigte sich hierbei ein interessanter Ansatz wie man
Hypothermie zukunftig durch Pharmaka ersetzen kdonnte, mit dem Ziel, die Morbiditat
und Mortalitat von I/R-Pathologien, wie dem auferklinischen HKS, zu senken.

Die Ubertragung vom Labor ans Patientenbett ist jedoch nur limitiert mdglich und es
bedarf weiterer Forschung.

Um die genauen Wirkmechanismen der Kardioprotektion durch DADLE und WIN zu
erforschen, sollten zugrundeliegende pro- und antiapoptotische Signalkaskaden auf
Proteinebene und Genexpression mittels Western Blot sowie Kernisolierung und Real-
Time PCR untersucht werden. Zuerst ware dabei eine Untersuchung der Aktivierung
von ERK durch DADLE oder WIN in unserem Schadigungsmodell eine logische
FortfGhrung der vorliegenden Forschungsarbeit.

Maslov et al. teilen protektive Signale im Rahmen der ischamischen
Prakonditionierung in Trigger, die protektive Zellkaskaden anstol3en, und Mediatoren,
die ihre Schutzfunktion wahrend der Reperfusion entfalten, ein. Sie gehen davon aus,

dass Trigger vor Ischamie angewendet werden mussen, wahrend Mediatoren lediglich
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kurz vor Reperfusion eingesetzt werden mussen, um eine protektive Wirkung zu
erzielen. [74] In unserem laborexperimentellen Setting wurde DADLE uber die
gesamte Zeit der Ischamie angewandt und zeigte eine protektive Wirkung, die dem
Effekt der Hypothermie entsprach. Es ware von Bedeutung in zuklnftigen Studien zu
untersuchen, ob es bei einem spateren Einsatz - analog zum klinischen Setting bei
einem aulderklinischen HKS - ebenfalls eine kardioprotektive Wirkung gibt.

Daruber hinaus ware ein nachster Schritt, die gewonnenen Erkenntnisse aus
Versuchen mit der HL-1-Monokultur an primaren Kardiomyozyten oder am isolierten

Langendorff-Herz auf ihre Ubertragbarkeit zu priifen.
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