
 

 

 
 
 

Aus der Klinik für angeborene Herzfehler und Kinderkardiologie 

des Deutschen Herzzentrums Berlin 

 

 

 

 

DISSERTATION 

 

 

Der Einfluss milder Hypothermie auf das Überleben von  

H9c2-Kardiomyoblasten nach CoCl2-induzierter HIF-Akkumulation  

 

 

 

 

zur Erlangung des akademischen Grades 

Doctor medicinae (Dr. med.) 

 

 

 

 

 

vorgelegt der Medizinischen Fakultät 

Charité – Universitätsmedizin Berlin 

 

 

 

 

 

von 

 

Poya Soltani 

 

aus Berlin 

  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gutachter:  1. Priv.-Doz. Dr. med. K. Schmitt  
    2. Prof. Dr. med. Ch. Bührer  
    3. Prof. Dr. med. B.Stiller  
 
 
 
 
 
Datum der Promotion:  25.10.2013  

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Meinen Eltern 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Inhalt 

Abkürzungsverzeichnis ............................................................................ I 

Abbildungsverzeichnis ............................................................................ II 

Tabellenverzeichnis ................................................................................ III 

1 Einleitung ........................................................................................... 1 

1.1 Klinischer Hintergrund ................................................................................... 1 

1.2 Hypothermie .................................................................................................... 2 

1.3 In vitro-Modell und Zellkultur von Kardiomyoblasten (H9c2-Zellen) .......... 4 

1.4 Hypoxie ............................................................................................................ 5 

1.4.1 HIF-1α ............................................................................................................ 5 

1.5 Apoptose .......................................................................................................... 7 

1.5.1 Bcl-2-Proteinfamilie ........................................................................................ 9 

1.5.1.1 Bax (Bcl-2 associated protein) ........................................................................... 10 

1.5.1.2 Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) ................................................................................... 11 

1.5.2 Caspase 3 ................................................................................................... 12 

1.6 Hypothermie und medikamentöse Therapie ............................................... 13 

1.6.1 Katecholamintherapie: β-Agonist Isoprenalin .............................................. 13 

1.6.2 Sedierung mit Propofol ................................................................................ 14 

1.7 Zielsetzung .................................................................................................... 16 

2 Materialien ........................................................................................ 17 

2.1 Geräte ............................................................................................................. 17 

2.2 Chemikalien ................................................................................................... 18 

2.3 Zellkultur ........................................................................................................ 19 

2.4 Proteine, Antikörper und Medikamente ....................................................... 20 

2.5 Software ......................................................................................................... 20 

3 Methoden .......................................................................................... 21 

3.1 Zeit-Temperatur-Protokoll des in vitro-Modells .......................................... 21 

3.2 Zellkultur und -pflege .................................................................................... 22 

3.3 Morphologische Untersuchung nach  der CoCl2-Behandlung  am 

Phasenkontrastmikroskop ........................................................................... 23 

3.4 Enzymatische Zellaktivität im MTT-Test ...................................................... 24 



 

 

3.5 Immunzytochemische Fluoreszenzmikroskopie ........................................ 25 

3.5.1 Untersuchung des hypoxiespezifischen Proteins HIF-1α............................. 25 

3.5.2 Zellschädigung in der Propidiumjodidfärbung .............................................. 26 

3.5.3 Apoptoseexekution anhand des gespaltenen Zytokeratin 18 ...................... 27 

3.6 Zellüberleben in der Trypanblaufärbung ..................................................... 28 

3.6.1 Einfluss der Hypothermie auf das Zellüberleben mock-behandelter H9c2-

Zellen ........................................................................................................... 29 

3.6.2 Einfluss der Behandlung mit unterschiedlichen CoCl2-Konzentrationen auf 

H9c2-Zellen ................................................................................................. 29 

3.6.3 Einfluss der Hypothermie auf das Zellüberleben CoCl2-behandelter H9c2-

Zellen ........................................................................................................... 30 

3.6.4 Einfluss von Propofol und Isoprenalin auf CoCl2-behandelte H9c2-Zellen .. 30 

3.7 Intrazelluläre Signalwege in der Western-Blot-Analyse ............................. 30 

3.7.1 Proteingewinnung ........................................................................................ 31 

3.7.2 Proteinaufbereitung ..................................................................................... 31 

3.7.3 BCA-Methode zur Bestimmung der Proteinmenge ...................................... 32 

3.7.4 Gelelektrophorese ....................................................................................... 32 

3.7.5 Proteintransfer ............................................................................................. 34 

3.7.6 Applikation von Primär- und Sekundärantikörpern....................................... 34 

3.7.7 Detektion der Proteine mittels ChemiDocTM ................................................. 34 

3.7.8 Densitometrische Auswertung der Proteine mittels ImageLabTM-Software .. 35 

3.8 Statistische Auswertung .............................................................................. 35 

4 Ergebnisse ....................................................................................... 36 

4.1 Wirkung milder Hypothermie auf die Zellvitalität ....................................... 36 

4.2 Wirkung der CoCl2-Behandlung auf die Morphologie und Zellvitalität ..... 36 

4.3 Zellschaden in einer Propidiumjodidfärbung ............................................. 39 

4.4 Transkriptionsfaktor HIF-1 α als Regulator der CoCl2-Schädigung .......... 41 

4.5 Zellüberleben nach einer CoCl2-Behandlung unter Normo-  und 

Hypothermie .................................................................................................. 42 

4.6 Regulation Apoptose-assoziierter Proteine ................................................ 43 

4.6.1 Bax und Bcl-2 .............................................................................................. 43 

4.6.2 Caspase 3 ................................................................................................... 46 



 

 

4.7 Ausführung der Apoptose durch die Effektor-Caspasen .......................... 48 

4.8 Einfluss eines β-Agonisten (Isoprenalin) auf H9c2-Zellen nach einer 

CoCl2-Behandlung ......................................................................................... 50 

4.9 Einfluss von Propofol auf H9c2-Zellen nach einer CoCl2-Behandlung .... 51 

5 Diskussion ........................................................................................ 53 

5.1 Kardioprotektion nach Hypoxie ................................................................... 53 

5.2 Zellüberleben im in vitro-Modell .................................................................. 53 

5.2.1 Zellüberleben nach Behandlung mit CoCl2 und milder Hypothermie............ 55 

5.2.2 Einfluss von Propofol und Isoprenalin auf das Zellüberleben ...................... 56 

5.3 Apoptose nach einer simulierten Hypoxie .................................................. 58 

5.3.1 Wirkung der milden Hypothermie auf Bcl-2-Proteine ................................... 58 

5.3.2 Wirkung der milden Hypothermie auf die Caspase 3 ................................... 60 

6. Schlussfolgerung ............................................................................. 62 

7. Ausblick ............................................................................................ 63 

8. Zusammenfassung .......................................................................... 64 

9. Abstract ............................................................................................ 66 

Literaturverzeichnis ................................................................................ IV 

Lebenslauf ................................................................................................ V 

Publikationsliste...................................................................................... VI 

Erklärung ................................................................................................ VII 

Danksagung .......................................................................................... VIII



 

I 

 

Abkürzungsverzeichnis 

µM Mikromolar 

AMI akuter Myokardinfarkt 

ANOVA analysis of variance / Varianzanalyse 

APAF1 apoptotic protease activating factor 1 

APS Ammoniumperoxidsulfat 

ARNT aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (= HIF-1β) 

Bad Bcl-2-associated death promotor 

Bak Bcl-2 homologous antagonist killer 

Bax Bcl-2-associated X protein 

BCA 2,2′-Bichinolin-4,4′-dicarbonsäure 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 

BH-Domäne Bcl-2-homologe Domäne 

Bid BH3-interacting domain death antagonist 

BSA bovines Serumalbumin 

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 

Caspase Cysteine-aspartic acid proteases 

CoCl2 Kobaltchlorid 

DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DNS Desoxyribonukleinsäure 

ECL enhanced chemiluminescence / verstärkte Chemilumineszenz 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

FasL Fas-Ligand 



 

I 

FCS Fetales Kälberserum 

GABA γ-Aminobuttersäure 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

HIF-1α Hypoxia inducible factor-1 

HKS Herzkreislaufstillstand 

HLW Herzlungenwiederbelebung 

IgG Immunglobulin G 

ISO Isoprenalin 

kDa Kilodalton 

MAC Mitochondriale Apoptose-induzierte Kanäle 

mM Millimolar 

MTT 3-[4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromid 

NADH Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid 

NADPH Nicotinsäureamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat 

Nm Nanometer 

PBS Phosphate buffered saline / Phosphat-gepufferte Salzlösung 

PBST PBS-Tween 20 

PI Propidiumjodid 

PMM Permeability of mitochondrial membrane / mitochondriale Mem-

branpermeabilität 

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 

PRO Propofol 

RNS Ribonukleinsäure 

SDS Sodium dodecyl sulfate / Natriumdodecylsulfat 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis /  



 

I 

 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

TEMED N,N,N′,N′-Tetramethylethan-1,2-diamin 

TRIS 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol 

Tween 20 Poly(oxy-1,2-ethandiyl)- monododekansäuresorbitylester 

ZNS zentrales Nervensystem 

  

 



 

II 

 

Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1: Grundlegende protektive Mechanismen der Hypothermie. ............................ 4 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des HIF-1 Signalweges. ........................................ 6 

Abbildung 3: Schema der intrinsischen Apoptose ................................................................ 8 

Abbildung 4: Die Bcl-2-Proteinfamilie. .................................................................................. 10 

Abbildung 5: Zeit-Temperatur-Protokoll des in vitro-Modells. ............................................ 21 

Abbildung 6: Einfluss unterschiedlicher CoCl2-Konzentrationen auf das Überleben von 

H9c2-Zellen ............................................................................................................................. 37 

Abbildung 7: H9c2-Zellen nach einer CoCl2-Behandlung. ................................................... 38 

Abbildung 8: Untersuchung des Zellschadens anhand der Membranpermeabilität ......... 40 

Abbildung 9: Regulation von HIF-1α nach einer CoCl2-Behandlung. ................................. 41 

Abbildung 10: Zellüberleben nach CoCl2 unter Normo- und Hypothermie. ....................... 42 

Abbildung 11: Regulation der Proteine Bax und Bcl-2. ....................................................... 44 

Abbildung 12: Aktivitätsgrad der Effektor-Caspase 3. ........................................................ 47 

Abbildung 13 c-f: Exekution der Apoptose. ......................................................................... 49 

Abbildung 14: Einfluss der additiven Isoprenalin-Applikation auf das Überleben von 

H9c2-Zellen. ............................................................................................................................ 51 

Abbildung 15: Einfluss der additiven Propofol-Applikation auf das Überleben von H9c2-

Zellen. ...................................................................................................................................... 52 

 



 

III 

 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1: Zellvitalität unter Normothermie (37°C) und Hypothermie (34°C). ..................... 36 

Tabelle 2: Densitometrische Analyse des Proteins Bax aus dem Western-Blot in 

Abbildung 11. ....................................................................................................... 44 

Tabelle 3: Densitometrische Analyse des Proteins Bcl-2 aus dem Western-Blot in 

Abbildung 11. ....................................................................................................... 45 

Tabelle 4: Vergleich des Apoptose-Index‘ (Bax/Bcl-2). ........................................................ 46 

Tabelle 5: Bestimmung der Caspase 3-Aktivierung durch Bildung der Ratio Caspase 3/ 

Pro-Caspase 3. ..................................................................................................... 47 



 

1 

 

1 Einleitung 

1.1 Klinischer Hintergrund 

In Europa wird jährlich bei mehr als 275.000 Menschen eine Herz-Lungen-

Wiederbelebung (HLW) aufgrund eines Herz-Kreislauf-Stillstandes (HKS) außerhalb 

einer medizinischen Einrichtung durchgeführt1. Nur 26% der Patienten können nach 

primär erfolgreicher Reanimation im Krankenhaus intensivmedizinisch versorgt wer-

den2. Dennoch werden von den erwachsenen Patienten nur 7% lebend nach Hause 

entlassen2. Diese Zahl liegt für Patienten im Kindes- und Jugendalter (0-18 Jahre) mit 

6,1% noch niedriger, wobei sie abhängig von der Lebensphase starke Schwankungen 

aufweist3. Bei genauer Betrachtung ergeben sich nach der Reanimation von Kindern 

folgende Überlebenszahlen: 3,4% im Säuglingsalter, 9,1% zwischen einem und elf Jah-

ren und 8,9% zwischen zwölf bis neunzehnjährigen Jugendlichen3. Die Prognose dieser 

Patienten wird maßgeblich durch die neurologische Schädigung und Stabilität des 

Kreislaufes bestimmt4. Zur Aufrechterhaltung des Kreislaufes ist eine suffiziente Myo-

kardfunktion obligat. Eine Sauerstoffunterversorgung, die sogenannte Hypoxie, trägt im 

Herzen nach einer Ischämie durch Beeinträchtigung des Stoffwechsels zum Zelltod, 

Gewebeschaden und zu myokardialer Dysfunktion bei5. Letztere kann sich durch Herz-

rhythmusstörungen oder eine eingeschränkte myokardiale Kontraktilität äußern4, 6.   

Die Kardioprotektion nach Hypoxie ist ein wesentlicher Bestandteil zur Aufrechterhal-

tung des Herzkreislaufsystems5. Sowohl die Überlebenschancen als auch die Lebens-

qualität könnten somit nach einem HKS oder akuten Myokardinfarkt (AMI) steigen, 

wenn weitere Möglichkeiten der Kardioprotektion genutzt würden. Die vorliegende Ar-

beit untersucht die therapeutische Hypothermie nach Hypoxie als Methode zur Kardi-

oprotektion. 

In der klinischen Anwendung werden therapeutische und prophylaktische Hypothermie 

unterschieden. Die therapeutische Anwendung erfolgt, nachdem ein Schaden verur-

sacht wurde, während die prophylaktische Hypothermie per definitionem bereits vor der 

Organschädigung einsetzt. Die prophylaktische Hypothermie während des kardiopul-

monalen Bypassverfahrens ist bereits ein etabliertes Verfahren und gängige Praxis im 

klinischen Alltag der Kardiochirurgie7. Ihr Einfluss wurde in klinischen Studien und expe-

rimentellen Arbeiten untersucht und bleibt Gegenstand aktueller Forschung7-10. 
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Zwei unabhängige klinische Studien haben belegt, dass eine therapeutische Hypother-

mie bei bewusstlosen Patienten das neurologische Ergebnis11 verbessert und die Mor-

talität nach erfolgreicher Herz-Lungen-Wiederbelebung außerhalb eines Krankenhau-

ses senkt11, 12. Die therapeutische Hypothermie wurde aufgrund dieser Erkenntnisse 

sowohl vom European Resuscitation Council (ERC) als auch von der American Heart 

Association (AHA) in die aktuellen Leitlinien zur HLW aufgenommen13, 14. Die Anwen-

dung der Hypothermie erfolgt hierbei vor allem aufgrund des neuroprotektiven Effektes 

und der nachgewiesenen Senkung der Mortalität11, 12.  

Da das Überleben der Patienten auch durch die Myokardfunktion und Aufrechterhaltung 

des Kreislaufes beeinflusst wird, wird in der vorliegenden Arbeit eine mögliche Wirkung 

der Hypothermie auf das Myokard untersucht. Organprotektive Effekte der therapeuti-

schen Hypothermie, die nach einem HKS im zentralen Nervensystem (ZNS) beobachtet 

wurden, könnten dabei auch in kardialem Gewebe Wirkung zeigen15. Die Zahl klinischer 

Studien über die therapeutische Hypothermie zur Kardioprotektion ist überschaubar. 

Zusammen mit in vitro und in vivo-Modellen haben sie bisher widersprüchliche Ergeb-

nisse hinsichtlich der Effizienz einer therapeutischen Hypothermie gezeigt15-21. 

Die vorliegende Studie befasst sich mit dem Effekt der therapeutischen Hypothermie 

auf Hypoxie geschädigte Kardiomyoblasten, indem sie mögliche Regulationsmecha-

nismen aufzeigen soll. Darüber hinaus wurde der Einfluss von Medikamenten aus der 

Intensivmedizin auf das Überleben von Kardiomyoblasten untersucht. 

Aufgrund einer zunehmenden klinischen Anwendung der Hypothermie ist das Wissen 

um ihren Einfluss auf den Gesamtorganismus und die einzelnen Organsysteme von 

großer Bedeutung. Da die Anwendung der Hypothermie meist systemisch erfolgt, sind 

auch neue organspezifische Erkenntnisse von interdisziplinärem Interesse. Die vorlie-

gende Arbeit soll zum besseren Verständnis der Wirkung milder Hypothermie auf Hypo-

xie-geschädigtes Myokard beitragen.  

 

 

1.2 Hypothermie 

In der Medizin beschreibt der Begriff der Hypothermie den Zustand, in dem sich der ge-

samte Körper oder einzelne Körperregionen unterhalb der normalen Körpertemperatur 

befinden (Normothermie). Die sogenannte Normothermie ist altersabhängig. Bei Säug-
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lingen und Kleinkindern beschreibt sie eine Temperaturspanne zwischen 36,5 - 38,0°C 

und ab dem fünften Lebensjahr zwischen 36,0 - 37,5°C22.  

Die klinische Einteilung der Hypothermie bezieht sich auf Normwerte ab dem fünften 

Lebensjahr. In der medizinischen Anwendung kann die milde Hypothermie (34°C -

35,9°C) von moderater (32°C - 33,9°C), moderat-tiefer (30°C - 31,9°C) und tiefer Hypo-

thermie (<30°C) unterschieden werden7, 10. Eine weitere klinische Einteilung berücksich-

tigt die zeitliche Relation der Kühlung zum Schaden, indem sie prophylaktische von the-

rapeutischer Hypothermie differenziert. Dabei wird die prophylaktische Hypothermie vor 

oder spätestens während der Einwirkung einer Noxe induziert. Die therapeutische Hy-

pothermie hingegen wird erst nach der Einwirkung einer Noxe angewandt.  

Obwohl die Hypothermie eines der ältesten Therapeutika zur Organprotektion ist, wird 

noch immer eine kontroverse Diskussion um ihren Einfluss auf Krankheitsbilder, medi-

zinische Prozeduren und Organsysteme geführt. Belegte protektive Wirkungsweisen 

werden in Abbildung 1 illustriert (S. 4). Während die Hypothermie nach der Asphyxie 

des reifen Neugeborenen, im kardiopulmonalen Bypassverfahren und nach kardiopul-

monaler Reanimation erfolgreich eingesetzt wird13, 23, 24, 25, wurde bei der neurochirurgi-

schen Versorgung intrazerebraler Gefäßaneurysmata kein signifikanter Vorteil beobach-

tet26. Auf vielen Gebieten ist der Nutzen der Hypothermie noch unklar, da bei der An-

wendung die protektiven Effekten gegen die unerwünschten Nebenwirkungen abgewo-

gen werden müssen. Hierzu zählen Hypovolämie, Elektrolytstörungen, eine erhöhte 

Blutungsneigung, Muskelzittern, Schmerzempfinden, ein erhöhtes Risiko für Infektionen 

und unter 30°C auch hochgradige kardiale Arrhythmien7, 10.  Das Ausmaß dieser Ne-

benwirkungen geht mit der Tiefe der Hypothermie einher7, sodass für den klinischen 

Einsatz vor allem die milde Hypothermie von Interesse ist. Außerdem ist in der klini-

schen Umsetzung die milde Hypothermie (34-35,9°C) mit einem geringerem Aufwand 

und schneller zu erreichen als darunterliegende Kühlungstemperaturen (< 34°C). Im 

klinischen Gebrauch haben sich vier Faktoren herauskristallisiert, die den protektiven 

Effekt der Hypothermie beeinflussen: die Geschwindigkeit der Kühlung und Wiederer-

wärmung, die Dauer der Kühlung und das Auftreten von Nebenwirkungen10. Um die 

optimale Wirkung einer Hypothermiebehandlung zu erreichen, ist daher das Verständ-

nis für die Wirkungsmechanismen von großer Bedeutung.  

Die Erforschung von lange bekannten und neu entdeckten Effekten der milden Hypo-

thermie wird durch den heutigen Stand der Wissenschaft auf zellulärer Ebene ermög-
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licht. Frühe Erkenntnisse haben die Senkung der Stoffwechselrate und des Energiever-

brauches als protektive Mechanismen der Hypothermie auf Organsysteme belegt7.  

Spätere Untersuchungen wiesen auf eine darüber hinausgehende Wirkungsweise mit 

der Beeinflussung weiterer Mechanismen wie der Apoptose hin7, 27.   

 

 

Abbildung 1: Grundlegende protektive Mechanismen der Hypothermie. 

In Anlehnung an Polderman et al. sind protektive Effekte milder bis tiefer Hypothermie und deren Mecha-
nismen illustriert

7
. Hauptaspekte der vorliegenden Forschungsarbeit sind orange hervorgehoben. 

 

1.3 In vitro-Modell und Zellkultur von Kardiomyoblasten (H9c2-Zellen) 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der therapeutischen Hypothermie auf die 

Apoptose in Herzmuskelzellen in einem Zellkulturmodell untersucht. In klinischer Anleh-

nung an einen HKS oder AMI wurde ein eigens entwickeltes Zeit-Temperatur-Protokoll 

eingesetzt, um intrazelluläre Prozesse im Rahmen einer Myokardhypoxie und eine an-

schließende therapeutische Hypothermie zu simulieren (siehe Abbildung 5, S. 21). Für 
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das in vitro-Modell wurde eine Zelllinie von Kardiomyoblasten (H9c2-Zellen) ausge-

wählt, die ursprünglich aus fetalem Rattenmyokard gewonnen worden waren28, 29.  

Diese Zellen sind aufgrund einer großen Ähnlichkeit zu fetalen Kardiomyozyten der Rat-

te als in vitro-Modelle des Herzens etabliert 9, 30-32.  

 

1.4 Hypoxie 

Die Hypoxie ist definiert als ein Zustand von Sauerstoffunterversorgung. Im medizini-

schen Zusammenhang kann diese den gesamten Körper oder isolierte Körperregionen 

betreffen. Der Sauerstoffmangel führt zu einer Störung des Zellstoffwechsels, da wichti-

ge zelluläre Stoffwechselprozesse wie die mitochondriale Atmungskette und der Ener-

giehaushalt der Zelle eingeschränkt werden33, 34. Energieaufwändige Abläufe in der Zel-

le wie Synthese- und Reparaturprozesse können nicht in erforderlichem Maße erfolgen. 

Das Gleichgewicht an auf- und abbauenden Prozessen, die zelluläre Homöostase, wird 

gestört und führt in überschwelligem Ausmaß zum Zelltod durch Nekrose oder Apopto-

se35. 

Kobaltchlorid (CoCl2) ist als Hypoxie-Imitator zur in vitro-Simulation hypoxisch-

ischämische Bedingungen etabliert, da es die Regulation intrazellulärer Signale im Sin-

ne einer Hypoxie beeinflusst sowie die Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies indu-

ziert36-41. Die intrazellulären Signale umfassen das spezifische Protein „Hypoxie indu-

zierbarer Faktor 1α (HIF-1α) sowie in die Apoptose involvierten Proteine  p53, pCNA 

und p2140-42,46-50. 

 

1.4.1 HIF-1α 

Die Hypoxie beeinflusst und induziert in der Zelle bedeutende Signalwege. Eine spezifi-

sche Signalkaskade beinhaltet das HIF-1-Protein. Der durch Hypoxie induzierbare Fak-

tor 1 (HIF-1) ist ein Proteindimer, bestehend aus einer α-Einheit (HIF-1α, HIF-2α oder 

HIF-3α) und einer β-Einheit (HIF-1β / ARNT). HIF-1β wird konstitutiv gebildet und abge-

baut, wobei er weder in seiner Menge noch in seiner Aktivität von Hypoxie abhängig 

ist43. Das Protein HIF-1α wird ebenfalls konstitutiv gebildet, ist jedoch im Abbau abhän-

gig von Sauerstoff.  
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des HIF-1 Signalweges. 

HIF-1: Hypoxia Inducible Factor-1. HIF-1α/β: Monomere des HIF-1. PHX: Prolylhydroxylasen. VHL: Von-

Hippel-Lindau-Protein. U: Ubiquitin. HRE: High Responsive Elements. Unter Normoxie: Hydroxylierung von 

HIF-1α durch PHX (1). Anschließende Bindung an VHL, Ubiquitinierung (2) und Degradierung durch Pro-

teasom (3). Unter Hypoxie: Hemmung der PHX-Aktivität und Akkumulation von HIF-1α (4). Dimerisierung 

mit HIF-1β zu HIF-1 (5) und Aktivierung der HIF-1-Zielgene via High Responsive Elements (6). 

 

In Normoxie wird HIF-1α unter Sauerstoffverbrauch mithilfe von Eisenionen hydroxyliert, 

nach Bindung an das von-Hippel-Lindau-Protein (VHL) ubiquitiniert und schließlich 

durch Proteasomen degradiert44 (siehe Abbildung 2). Hierbei stehen Synthese und 

Abbau im Gleichgewicht. Unter Hypoxie hingegen wird der Abbau mangels adäquater 

Sauerstoffmengen gehemmt, sodass HIF-1α akkumuliert und vermehrt mit HIF-1β das 

Dimer HIF-1 bildet. Eine Mimikry dieser Hypoxiewirkung wurde für CoCl2 beobachtet42, 

45, 46. Der Transkriptionsfaktor HIF-1 bindet nukleär an High Responsive Elements 

(HRE) von Promotoren und beeinflusst die Expression von über 60 Proteinen47, 48. Die-

se sind in die Erythropoese, Angiogenese, Eisenhomöostase sowie den Glukose- und 

Energiestoffwechsel involviert44, beeinflussen jedoch auch die Zellproliferation und zel-
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luläre Überlebenskaskaden43. So wurde nachgewiesen, dass die Stabilisierung des 

Tumor-Suppressors p53 unter Hypoxie abhängig vom Protein HIF-1 ist42, 49-52. Hierzu ist 

eine schwere Hypoxie in Kombination mit Reoxygenierung, DNS-Schäden oder Redox-

Stress erforderlich53-55.  

Der Tumorsuppressor p53 wird in vitalen Zellen durch das Protein murine double minu-

te 2 (MDM-2) ubiquitiniert und anschließend abgebaut56, 57. Durch mehrere For-

schungsgruppen wurde eine hemmende Wirkung des Proteins HIF-1 auf das Protein 

MDM-2 nachgewiesen, wodurch das Tumorsuppressorprotein p53 indirekt stabilisiert 

wird58-60. 

 

1.5 Apoptose 

Die Apoptose ist eine Form des Zelltodes, im Rahmen derer durch endogene oder exo-

gene Signale eine Kaskade eingeleitet wird, die zum programmierten Zelltod führt61. Im 

Gegensatz zur Nekrose wird die Apoptose aktiv von der Zelle ausgeführt, wobei die 

Proteingruppe der Caspasen (Cysteine-aspartic acid proteases) eine herausragende 

Rolle spielt62. Es werden zwei Signalwege der Apoptose unterschieden: die extrinsische 

und die intrinsische Apoptose. Die extrinsische Apoptose wird über Oberflächenrezepto-

ren der Proteine Fas-Ligand (FasL), Tumornekrosefaktor α1 (TNF-α1) und TNF-

verwandter Apoptose induzierender Ligand (TRAIL) induziert, welche die Initiator-

Caspase 8 aktivieren61. Die intrinsische Apoptose hingegen wird mitochondrial vermit-

telt (siehe Abbildung 3, S. 8). Dabei gelangen katabole Enzyme durch mitochondriale 

Apoptose-induzierte Kanäle (MAC) aus der mitochondrialen Matrix in das Zytosol63, 64. 

Intrinsische und extrinsische Apoptose münden somit in der Aktivierung der sogenann-

ten Effektor-Caspase 3 und im Abbau überlebenswichtiger Zellstrukturen. Im Rahmen 

der intrinsischen Apoptose ist die Permeabilität der äußeren Mitochondrienmembran 

(PMM) und die Bildung der MAC ausschlaggebend zur Ausschüttung kataboler Enzyme 

und derer Aktivatoren (v.a. Cytochrom c, Smac/Diablo, AIF)63, 65. Die Bildung von MACs 

und die Freisetzung von Cytochrom c werden durch die B-cell-lymphoma-2 (Bcl-2)-

Proteinfamilie reguliert66 (siehe Abschnitt 1.5.1, S. 9). Zytosolisches Cytochrom c ag-

gregiert mit dem Apoptotic protease activator protein (APAF-1) und Pro-Caspase 9 zu 

sogenannten Apoptosomen67. Apoptosomen spalten unter ATP-Verbrauch Pro-

Caspase 3 zur aktiven Caspase 3. Die gespaltene Caspase 9 kann in ihrer Funktion 

durch das Protein XIAP (x-linked inhibitor of apoptosis) gehemmt werden68.  
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Abbildung 3: Schema der intrinsischen Apoptose 
 

Bax: Bcl-2-associated Protein. Bcl-2: B cell lymphoma. APAF-1: Apoptotic Protease Activator Protein-1. ATP: 

Adenosintriphosphat. Stressinduzierte Aktivierung von BH-3-Proteinen (1). Verstärkte Translokation und 

Dimerisierung von Bax an der mitochondrialen Membran (2). Erhöhung der Permeabilität der mitochondria-

len Membran durch Porenbildung des Bax (3). Freisetzung von Cytochrom c von der mitochondrialen Matrix 

in das Zytosol. Energieaufwändige Verbindung von Cytochrom c und APAF-1 zur Bindung und Aktivierung 

von Pro-Caspase 9. Bildung der Apoptosomen aus Cytochrom c, APAF-1 und Caspase 9 (4). Aktivierung der 

Effektor-Caspase 3 nach limitierter Proteolyse der Pro-Caspase 3 durch Apoptosomen (5). Aktivierung weite-

rer Effektor Caspasen 6/7 durch Caspase 3 (6).  Aktivierung von Proteasen und Aufspaltung zelleigener 

Strukturproteine und des Erbgutes (7).  

 

Neben dem Cytochrom c werden weitere katabole Enzyme aus der mitochondrialen 

Matrix freigesetzt, zu denen auch SMAC/DIABLO (second mitochondria derived activa-

tor of apoptosis / direct IAP binding protein of low pi) zählt. Das Protein SMAC/DIABLO 

ist in der Lage Caspase 9 kompetitiv von der Bindungsstelle des Inhibitors XIAP zu ver-

drängen und somit die Signalkaskade auszulösen68. Die sogenannte Effektor-Caspase 

3 aktiviert weitere Effektor-Caspasen (Caspasen 6 und 7) und spaltet gemeinsam mit 

diesen zelluläre Schlüsselproteine69. Dieser Prozess ruft funktionelle und morphologi-

sche Veränderungen wie Kernkondensierung, DNS-Abbau und die Präsentation 

Apoptose-spezifischer Phosphatidylserine an der Zelloberfläche hervor. So haben die 



 

9 

 

intrinsische und die extrinsische Apoptose eine gemeinsame Endstrecke, obwohl sich 

die ersten Schritte unterscheiden. Darüber hinaus gibt es jedoch in frühen Phasen der 

Apoptose eine Verbindung zwischen den beiden Wegen. Denn in einigen Zellen exis-

tiert ein Zusammenhang zwischen den Proteinen Caspase 8 (extrinsisch) und  Bid 

(intrinsisch)70. Der BH3-interacting domain death antagonist (Bid) ist in der Lage die 

Aktivität des Bcl-2-associated X protein (Bax) zu steigern (siehe Abschnitt 1.5.1, S. 9).  

Der Zusammenhang von Hypoxie und Apoptose  durch die Beobachtung von Cy-

tochrom c, Caspaseaktivierung und Spaltung des Caspasesubstrates poly(-ADP-

Ribose)-Polymerase (PARP) ist zwar vorbeschrieben71-73, jedoch wurden die erwähnten 

Schlüsselproteine der intrinsischen Apoptose bisher in keinem vergleichbaren in vitro-

Modell näher untersucht. 

Die Apoptose hat für das Myokard wie auch für andere Organe einen ambivalenten 

Wert. Zum einen gewährleistet sie physiologisch eine limitierte Beseitigung defekter und 

schadhafter Zellen, zum anderen kann sie in zunehmendem Ausmaß die Funktion des 

betroffenen Organs beeinträchtigen74. 

 

1.5.1 Bcl-2-Proteinfamilie 

Die Bcl-2-Proteine bilden eine Familie, die funktionell mit der Permeabilität der äußeren 

Mitochondrienmembran (PMM) assoziiert ist. Durch die Regulation der PMM beeinflus-

sen sie die intrinsische Apoptose maßgeblich63, 65. In dieser Proteinfamilie werden drei 

Gruppen nach Struktur und Funktion unterschieden (siehe Abbildung 4)75, 76. Bax und 

Bak sind pro-apoptotische Schlüsselenzyme der intrinsischen Apoptose. Sie oligomeri-

sieren an der mitochondrialen Membran, bilden MACs und bewirken die Freisetzung 

kataboler Enzyme77. In Zellen, welche diese Enzyme nicht enthalten, konnte bisher kei-

ne intrinsische Apoptoseaktivität nachgewiesen werden77. Die anti-apoptotischen Bcl-2-

Proteine (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl-1) sind in der Lage die Bindung und den 

Prozess des Oligomerisierens pro-apoptotischer Proteine an der mitochondrialen 

Membran zu unterbinden78.  Den pro-apoptotischen Proteinen (Bax, Bak) und den anti-

apoptotischen Proteinen (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1/Bfl-1) sind drei Bcl-2-homologe 

Domänen (BH-Domänen 1-3) gemeinsam (siehe Abbildung 4). Von diesen beiden an-

tagonistischen Gruppen der Bcl-2-Proteine unterscheiden sich die sogenannten BH3-

Proteine strukturell (Bid, Bim/ Bod, Bad, Bmf, Bik/ Nbk, Blk, Noxa, Puma/Bbc3, Hrk/ 

DP5): Sie besitzen nur ein kurzes Bcl-2-ähnliches Motiv, die BH3-Domäne79. Einige 
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BH3-Proteine können die Aktivität der anti-apoptotischen Proteine hemmen (Sensitizer), 

andere die der pro-apoptotischen Proteine direkt fördern (Aktivatoren). Daher wirken sie 

insgesamt pro-apoptotisch80.  

 

Abbildung 4: Die Bcl-2-Proteinfamilie.  

Einteilung der Proteine nach ihrem Einfluss auf die intrinsische Apoptose und Strukturdomänen. 

 

1.5.1.1 Bax (Bcl-2 associated protein) 

Das pro-apoptotische Protein Bax befindet sich in vitalen Zellen vornehmlich im Zytosol 

und in geringerem Ausmaß an der mitochondrialen Membran. Bei Zellstress oligomeri-

siert es an der äußeren Mitochondrienmembran. Dies führt zu einer erhöhten Memb-

ranpermeabilität und Ausschüttung von Cytochrom c und weiteren katabolen Enzymen 

in das Zytosol63, 65. Anti-apoptotische Bcl-2-Proteine können die Aktivität von Bax und 

dessen Translokation an die Membran inhibieren 81. Hypoxie führt zur erhöhten Aktivität 

von Bax82, 83. Proteine aus der Gruppe der BH3-Proteine beeinflussen die Aktivität von 

Bax, indem sie dessen Inhibitoren hemmen oder in direkter Interaktion mit Bax eine Oli-
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gomerisierung an der mitochondrialen Membran begünstigen84, 85. Der genaue Mecha-

nismus der Permeabilisierung ist nicht geklärt. Ein Modell beschreibt die Bildung von 

Poren durch Bax oder Bak. Diese Variante stützt sich auf Beobachtungen86,  

die belegen, dass Bax in der Lage ist Poren in Lipiddoppelmembranen zu bilden. Bax ist 

somit maßgeblich an der Regulation der intrinsischen Apoptose beteiligt. 

 

1.5.1.2 Bcl-2 (B-cell lymphoma-2)  

Bcl-2 als namensgebendes Mitglied der Proteinfamilie wirkt anti-apoptotisch. Das Pro-

tein ist an der mitochondrialen Membran lokalisiert und entfaltet seine Wirkung entwe-

der durch Hemmung der pro-apoptotischen BH3-Proteine oder durch direkte Hemmung 

von Bax-Monomeren66, 87 . Dadurch senkt Bcl-2 die Permeabilität der äußeren mito-

chondrialen Membran und die Freisetzung von Cytochrom c sowie weiterer kataboler 

Proteine in das Zytosol78, 88.  Umgekehrt sind jedoch auch einzelne Mitglieder der BH3-

Proteine (sogenannte Sensitizer) in der Lage Bcl-2 zu hemmen. So haben Chen et al. 

die Interaktion der Proteine Bcl-2 und Bad (Bcl-2 Antagonist of cell Death) untersucht89. 

Hierbei stellten sie eine inhibierende Wirkung des Proteins Bad auf das Protein Bcl-2 

fest. Darüber hinaus wurde durch Kvansakul et al. belegt, dass auch die Proteine Bim 

(Bcl-2 interacting mediator of death) und PUMA  inhibierend auf das Protein Bcl-2 wir-

ken90. Der genaue Mechanismus ist jedoch nicht vollständig geklärt. Dabei könnte eine 

kompetitive Verdrängung anti-apoptotischer Proteine von membranständigen Bax- und 

Bad (Bcl-2-associated death promotor) -Monomeren die Oligomerisierung und Poren-

bildung ermöglichen91. 

In einer vitalen Zelle herrscht ein Gleichgewicht pro- und anti-apoptotischer Bcl-2-

Proteine. Dieses wird durch Noxen wie die Hypoxie beeinflusst, deren Ausmaß darüber 

entscheiden, ob die Zelle nach der Schädigung überlebt oder den Zelltod erleidet61, 83 . 

Im Zusammenhang von Hypoxie und Apoptose wurde beobachtet, dass Hypoxie zu 

einer Hochregulation der Proteine Bcl-2 und p53 führt92. Eine Reoxygenierung hingegen 

lässt die Expression von Bcl-2 wieder sinken und die von p53 weiter steigen92. Das Pro-

tein p53 spielt eine aktive Rolle in der Apoptoseregulation und wirkt unter anderem über 

die Aktivierung des Bcl-2-Gegenspielers Bax pro-apoptotisch92. 

Das Verhältnis der Antagonisten Bax und Bcl-2 (Ratio Bax / Bcl-2) kann Aufschluss 

über das Zellüberleben nach einem apoptotischen Stimulus wie der simulierten Hypoxie 
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geben93. Die Zunahme zugunsten von Bax führt zu einer erhöhten intrinsischen 

Apoptoseaktivität, während eine niedrige Ratio auf eine geringere Apoptoseaktivität 

deutet. 

  

1.5.2 Caspase 3 

Caspasen (Cysteine-aspartic acid proteases) sind an der Inflammation und Apoptose 

beteiligte Enzyme. Eine Unterteilung der apoptotischen Vertreter kann in Initiator- und 

Effektor-Caspasen erfolgen94. Alle Caspasen werden als inaktive Zymogene syntheti-

siert und werden proteolytisch in aktive Fragmente von ca. 20 kDa und 10  kDa gespal-

ten94. Die Initiator-Caspasen (Caspase 2, 8, 9 und 10) aktivieren durch limitierte Proteo-

lyse die Effektor-Caspasen (Caspase 3, 6 und 7)94. Diese führen die Apoptose aus, in-

dem sie Kernproteine, Signalproteine und Bestandteile des Zytoskeletts proteolytisch 

spalten und inaktivieren69 (siehe Abbildung 3, S. 8). Dieser Vorgang führt zur Apoptose 

typischen Morphologie mit Abrundung der Zellform, Blasenbildung in der Zellmembran, 

Kernkondensation, zum Zerfall des Zellkerns95 und zur leiterartigen Aufteilung der DNS 

in der Elektrophorese. Die Caspase 3 nimmt innerhalb der Effektor-Caspasen funktio-

nell eine Schlüsselposition ein, da sie sowohl die Aktivität der Caspasen 6 und 7 regu-

liert als auch eine direkte proteolytische Funktion auf für die Zellvitalität wichtigen Prote-

ine hat96. Die besondere Rolle der Caspase 3 wird auch bei der Betrachtung ihrer vollen 

Funktionsfähigkeit in einem breiten pH-Spektrum deutlich, welche sie von den anderen 

Caspasen unterscheidet97. Das Zymogen der Caspase 3, die Pro-Caspase 3 (32 kDa), 

wird im Rahmen der intrinsischen Apoptose durch Oligomere aus Apoptosomen (siehe 

Abbildung 3, S. 8), in ein 17 kDa und ein 12 kDa großes Fragment gespalten. Letzt-

endlich befinden sich die funktionell wichtigen Reste His-235 und Cys-285  in den 17 

KDa-Fragmenten97. Jeweils zwei solcher Dimere aggregieren zu einem Heterotetramer, 

der aktiven Form der Caspase 398. Die aktive Caspase 3 ist in der Lage weitere Effek-

tor-Caspasen (6 und 7) proteolytisch zu aktivieren und im Rahmen des programmierten 

Zelltods Zellbestandteile zu spalten. So ist die Caspase 3 in allen Zellen unabkömmlich 

für die apoptotische Chromatin-Kondensation und DNS-Fragmentierung96. 

Daher wird in der vorliegenden Arbeit das Verhältnis zwischen nicht gespaltener Pro-

Caspase 3 und den aktivierten Fragmenten als Indikator für den Aktivierungsgrad und 

die Apoptoseexekution verwendet.  
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1.6 Hypothermie und medikamentöse Therapie 

In der intensivmedizinischen Versorgung werden sowohl pharmakologische als auch 

physikalische Methoden zur Stabilisierung des Organismus‘ eingesetzt. Deswegen ist 

auch der Einfluss pharmakologischer Wirkstoffe auf das Zellüberleben nach Hypoxie im 

Zusammenspiel mit der milden Hypothermie von Interesse. Zur Untersuchung wurden 

zwei Wirkstoffe ausgewählt, auf die im Folgenden näher eingegangen wird. 

 

1.6.1 Katecholamintherapie: β-Agonist Isoprenalin 

Katecholamine sind in der Klinik ein wichtiger Bestandteil in der Behandlung des akuten 

Herzversagens99. Die Wirkung der Katecholamine wird über Adrenozeptoren vermittelt. 

Adrenozeptoren sind G-Protein-gekoppelte Oberflächenrezeptoren, die durch die natür-

lichen Agonisten Adrenalin und Noradrenalin oder strukturähnliche Pharmaka aktiviert 

werden100. Die Aktivierung führt zu einem intrazellulären Anstieg von zyklischem Ade-

nosinmonophosphat (cAMP), welche eine zellspezifische Wirkung zeigt. Die Ad-

renozeptoren werden aufgrund ihrer Molekularbiologie und Wirkungsweise in α1-, α2- 

und β-Rezeptoren unterteilt100. Eine Subtypisierung der β-Rezeptoren unterscheidet 

zwischen β1-, β2-  und  β3-Rezeptoren.  Adrenozeptoren zeigen eine unterschiedliche 

Verteilung in den Organsystemen100. α1-Rezeptoren finden sich vornehmlich in der glat-

ten Muskulatur der Gefäßwände und führen bei Aktivierung zu Vasokonstriktion und 

Blutdruckanstieg. α2-Rezeptoren werden vor allem im vegetativen und zentralen Ner-

vensystem sowie auf Thrombozyten exprimiert. Das Myokard weist eine hohe Dichte an 

β-Rezeptoren auf. Eine Aktivierung dieser führt zu einer Senkung der Reizschwelle (po-

sitive Bathmotropie), Erhöhung der Herzfrequenz (Chronotropie), Kontraktilität (Inotro-

pie), Relaxationsfähigkeit (Lusitropie) und zu einer Beschleunigung der Reizleitung 

(Dromotropie)100. Auch auf das Zellüberleben kann die Aktivierung von Adrenozeptoren 

Einfluss nehmen: In vivo und in vitro wurde bereits gezeigt, dass β-Agonisten in hohen 

Konzentrationen Apoptose in Kardiomyozyten auslösen können101. Laut Communal et 

al. und Zaugg et al. sei dieser Effekt eher durch β1-Adrenozeptoren als durch β2-

Adrenozeptoren zu beobachten gewesen101, 102. Allerdings wird auch von einer Apopto-

se hemmenden  Wirkung durch β-Agonisten, insbesondere durch Isoproterenol, berich-

tet101, 103-105. Weitere Forschungsgruppen haben diese Beobachtungen bestätigt und 
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legen darüber hinaus nahe, dass die β1-induzierte Apoptose über die intrinsische Sig-

nalkaskade vermittelt wird102. Dabei sei eine pro-apoptotische Regulation von Bax und 

Bcl-2 im Rahmen des adrenerg induzierten Zelltodes zu beobachten gewesen102.  

Vor dem klinischen Hintergrund des Katecholamineinsatzes bei akuter Herzinsuffizienz 

und der geschilderten Ergebnisse aus der Grundlagenforschung wurde in der vorlie-

genden Forschungsarbeit der Einfluss des β-Agonisten Isoproterenol (C11H17NO3; IU-

PAC: 4-[1-hydroxy-2-(propan-2-ylamino)ethyl]benzene-1,2-diol) auf das Überleben Hy-

poxie geschädigter Kardiomyoblasten untersucht. Darüber hinaus wurde die Wirkung 

bei gleichzeitiger  Applikation von milder Hypothermie analysiert. Isoproterenol wird zur 

Gruppe der unspezifischen β-Agonisten gezählt und wird in-vivo durch Katechol-O-

Methyl-Transferase (COMT) innerhalb kurzer Zeit und primär hepatisch abgebaut. Auf-

grund einer schlechten Resorption erfolgt die Applikation häufig intravenös. Im klini-

schen Gebrauch ist der Einsatz mit einer Dosierung von 0,02-0,5 µg/ kg KG * min etab-

liert106. 

  

1.6.2 Sedierung mit Propofol 

Unter Hypothermie führt das Muskelzittern des Patienten zur unbeabsichtigten Wärme-

freisetzung und einem erhöhten Sauerstoffbedarf. Daher sollten neben der Kühlung 

stets auch eine Sedierung und Relaxation der Patienten erfolgen11, 12.  In der Intensiv-

medizin deutscher Kliniken ist Propofol neben Midazolam das am häufigsten eingesetz-

te Sedativum107.  

Propofol (C12H18O; IUPAC: 2,6-di(propan-2-yl)phenol) ist ein fettlösliches Narkotikum, 

dessen Wirkweise bisher nicht vollständig geklärt ist. Diskutiert werden eine unspezifi-

sche Wirkung an Lipidmembranen, das Sensitizing an GABA-Rezeptoren oder die Ver-

änderung von Untereinheiten von Natriumkanälen108. Propofol wird überwiegend hepa-

tisch metabolisiert. Propofol kann zur Narkose von Kindern ab einem Altern von einem 

Monat eingesetzt werden. Zur langfristigen Sedierung auf Intensivstationen ist Propofol 

in Deutschland für Kinder ab 16 Jahren zugelassen109. Die Halbwertszeit ist abhängig 

von der Applikationsdauer und Verteilung auf das zentrale und periphere langsam äqui-

librierende sowie schnell äquilibrierende Kompartiment110.  

In Tiermodellen konnte für Propofol bei oxidativem Stress eine protektive Wirkung auf 

das Myokard belegt werden111, 112. Wang et al. ist in einem Zellkulturmodell mit H9c2-
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Zellen der Nachweis gelungen, dass die prophylaktische Applikation von Propofol durch 

Überexpression von Bcl-2 die H9c2-Zellen vor oxidativem Stress schützt113.  

Bei einer zellprotektiven Wirkung von Propofol könnte dessen Einsatz ein weiterer Fak-

tor sein, der zur Kardioprotektion und hämodynamischen Stabilisierung nach hypoxi-

schem Schaden beiträgt. Daher wurde auch die Wirkung von Propofol auf das Überle-

ben hypoxiegeschädigter Kardiomyoblasten im Rahmen dieser Arbeit analysiert. Dar-

über hinaus ist die Wirkung bei gleichzeitiger Applikation von therapeutischer Hypo-

thermie ein Untersuchungsgegenstand.  
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1.7 Zielsetzung 

Hypothermie ist ein etabliertes Verfahren in der aktuellen Medizin mit einer breiten klini-

schen Anwendung: In der Neonatologie, im kardiochirurgischen Bypass-Verfahren und 

nach Herzkreislaufstillstand wird die Hypothermie zur Neuroprotektion eingesetzt13, 24, 

25. Neben dem ZNS ist das Herz ein weiteres Hypoxie sensibles Organ4. Nach einem 

hypoxischen Schaden des Myokards treten strukturelle und funktionelle Schäden auf, 

die eine Aufrechterhaltung des Kreislaufes gefährden können5. Durch die therapeuti-

sche Hypothermie könnte das Herz nach einer Hypoxie von ähnlichen protektiven Me-

chanismen profitieren wie das ZNS15. Die Optimierung der Myokard- und Kreislauffunk-

tion nach einem Herzkreislaufstillstand könnte eine Möglichkeit darstellen, die Mortalität 

zu senken und die Lebensqualität überlebender Patienten zu steigern. Der Fortschritt in 

der Kardioprotektion durch das Erschließen und Etablieren klinisch praktikabler Metho-

den stützt sich auf Ergebnisse der Grundlagenforschung. In vitro-Modelle helfen durch 

die Untersuchung grundlegender zellulärer Mechanismen bei der Annäherung an klini-

sche Fragestellungen. Aufgrund einer einfachen Umsetzbarkeit und dem geringeren 

Ausmaß an Nebenwirkungen ist die Anwendung einer milden Hypothermie (34°C) wei-

ter etabliert als eine darüber hinausgehende Kühlung (siehe Abschnitt 1.2, S. 2). Die 

vorliegende  Arbeit untersucht in Grundzügen den Einfluss der milden, therapeutischen 

Hypothermie auf hypoxisch geschädigtes Myokard. Das eigens hierzu entwickelte Zell-

kulturmodell mit Kardiomyoblasten (H9c2-Zellen) simuliert eine Hypoxie und die an-

schließende Kühlungsphase. Anhand des in vitro-Modells werden die folgenden Aspek-

te untersucht:  

1. Kann milde Hypothermie (34°C) das Überleben von H9c2-Zellen nach imitierter Hy-

poxie beeinflussen? 

2. Ist die intrinsische Apoptose bei einer simulierten hypoxischen Schädigung von 

H9c2-Zellen involviert? 

3. Hat milde Hypothermie einen Einfluss auf die intrinsische Apoptose?  

4. Haben Propofol oder Isoprenalin einen Einfluss auf das Überleben von H9c2-Zellen 

nach simulierter Hypoxie? 

5. Hat die Kombination von Propofol oder Isoprenalin mit Hypothermie einen Einfluss 

auf das Überleben von H9c2-Zellen nach simulierter Hypoxie? 
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2 Materialien 

2.1 Geräte 

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

Brutschrank (34°C), CO2-Incubator 55 
mytron, Heiligenstadt, Deutschland 

Brutschrank (37°C) Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutsch-

land 

ChemiDoc XRSTM Bio-Rad, München, Deutschland 

Elektrophorese- / Blotting-Netzteil Biometra, Göttingen, Deutschland 

Elektrophoresekammer Bio-Rad, München, Deutschland 

Fluoreszenz-Eindeckmittel Dako Denmark A/S, Glostrup, 

Dänemark 

Fluoreszenzmikroskop Axio Imager. M1 

        + AxioCam mRC 

Zeiss, Jena, Deutschland 

Magnetrührer Roth, München, Deutschland 

Multiskan Reader Ascent Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutsch-

land 

Phasenkontrastmikroskop Axiovert 40 CFL 

+ uEye USB-Kamera 

Zeiss, Jena, Deutschland 

IDS, Obersulm, Deutschland 

Schüttler Promax Heidolph, Schwabach, Deutschland 

Sicherheitswerkbank LaminAir Heraeus, Hanau, Deutschland 

Tank-Blot-System Bio-Rad, München, Deutschland 

Thermoblock Biometra, Göttingen, Deutschland 

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

Wasserbad WB 10 Memmert, Schwabach, Deutschland 
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2.2 Chemikalien 

Acrylamid [30%] Roth, München, Deutschland 

APS-Lösung Serva, Heidelberg, Deutschland 

BCA-Reagenz Pierce, Rockford, USA 

Bovines Serumalbumin (BSA) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Cobaltchlorid (CoCl2) Merck, Darmstadt, Deutschland 

ECL-Detektionskit Pierce, Rockford, USA 

Ethanol [99%] AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Glycin AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

HCl [37%] Merck, Darmstadt, Deutschland 

Isopropanol AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Methanol AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

MTT-Reagenz Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Paraformaldehyd [4%] in PBS Roth, Karlsruhe, Deutschland 

PMSF AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Ponceau-Färbelösung Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Proteinlysispuffer  Ansatz siehe Abschnitt 3.7.2, S. 31 

SDS Roth, München, Deutschland 

Stripping-Puffer Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutsch-

land 

TEMED Roth, München, Deutschland 

TRIS AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Triton X-100 Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Trypanblau Biochrom, Berlin, Deutschland 

Tween 20 Roth, München, Deutschland 

 

2.3 Zellkultur 

24-Well-Platten TPP, Trasadingen, Schweiz 

96-Well Platten TPP, Trasadingen, Schweiz 

DMEM 10x Biochrom, Berlin, Deutschland 

Eppendorfgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

FCS Biochrom, Berlin, Deutschland 

Gelatine Biochrom, Berlin, Deutschland 

HEPES Biochrom, Berlin, Deutschland 

L-Glutamin Biochrom, Berlin, Deutschland 

Natriumhydrogencarbonat Biochrom, Berlin, Deutschland 

Natriumpyruvat Biochrom, Berlin, Deutschland 

PBS Biochrom, Berlin, Deutschland 

Penicillin / Streptomycin Biochrom, Berlin, Deutschland 

Serologische Pipetten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Trypsin / EDTA Biochrom, Berlin, Deutschland 

Zellkulturflaschen 150 cm2 TPP, Trasadingen, Schweiz 

Zellkulturröhrchen 15 ml + 50 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Zellkulturschalen 150 cm2 Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Zellkulturschalen 22 cm2 TPP, Trasadingen, Schweiz 
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2.4 Proteine, Antikörper und Medikamente 

Anti – HIF-1α – Antikörper   abcam, Cambridge, Großbritannien 

Anti – Bax – Antikörper   Cell Signaling, Danvers, USA 

Anti – Bcl-2 – Antikörper   Cell Signaling, Danvers, USA 

Anti – Caspase 3 – Antikörper  Cell Signaling, Danvers, USA 

Anti – Rabbit-IgG – Antikörper Jackson laboratory, Bar Harbor, USA 

Anti – Cytokeratin 18 – Antikörper (M30 

CytoDEATH) 

Roche Diagnostics GmbH, Mann-

heim, Deutschland 

Anti – β-Aktin – Antikörper Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

 DAPI Pierce, Rockford, USA 

Page Ruler / plus Protein-Marker Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 

Isoprenalinhydrochlorid Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Propopfol Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

 

2.5 Software 
 

Adobe Illustrator (Abbildungen) Adobe Systems, San Jose, USA 

Excel (Datenerhebung) Microsoft, Redmond, USA 

ImageLabTM-Software (Densitometrie) Bio-Rad, München, Deutschland 

PowerPoint (Abbildungen) Microsoft, Redmond, USA 

Prism-Software (Auswertung & Statistik) GraphPad Software, La Jolla, USA 

Quantity One (Proteindetektion) Bio-Rad, München, Deutschland 

uEye – Software (Phasenkontrastbilder) IDS, Obersulm, Deutschland 
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3 Methoden  

3.1 Zeit-Temperatur-Protokoll des in vitro-Modells 

Das in vitro-Modell vereint die zentrale Frage nach möglichen protektiven Effekten einer 

milden Hypothermie für das Myokard mit Aspekten der klinischen Anwendung nach ei-

nem Hypoxieschaden. Zur Simulation der Hypoxie fand Kobaltchlorid (CoCl2) Anwen-

dung, welches sowohl in-vivo als auch in vitro ein etablierter chemischer Imitator der 

Hypoxie ist36-39. H9c2-Zellen (Kardiomyoblasten) wurden einem imitierten hypoxischen 

Reiz ausgesetzt und  anschließend für 24 bis 48 Stunden einer therapeutischen Hypo-

thermie (34°C) zugeführt (siehe Abbildung 5). Die Inkubation der H9c2-Zellen erfolgte 

unter kontrollierten Bedingungen bei 5% CO2 Luftanteil, 95% Luftfeuchtigkeit und 37°C 

(Normothermie). Die Hypothermie-Behandlung bestand in einer Kühlung auf 34°C. 

 

Abbildung 5: Zeit-Temperatur-Protokoll des in vitro-Modells. 

Simulation einer einstündigen Hypoxie mit CoCl2. Anschließende Reoxygenierung durch Mediumwechsel 

und Kühlung der Proben auf 34°C. Normotherme Kontrollen bei 37°. Optionale Applikation eines pharmako-

logischen Wirkstoffes bei Reoxygenierung. Untersuchung abhängig von der Methode und Fragestellung zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten bis 48 Stunden nach der CoCl2-Behandlung (rote Striche). 
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Durch den Zusatz von CoCl2 zum Medium wurde für eine Stunde ein hypoxischer Reiz 

bei 37°C imitiert. Neben den CoCl2-behandelten H9c2-Zellen wurden als Kontrollen 

stets Zellen mit Normalmedium (= mock) mitgeführt. Nach der Hypoxiephase wurde 

entsprechend einer Reoxygenierung das Hypoxiemedium durch CoCl2-freies Medium 

ersetzt und für bis zu 48 Stunden belassen. Das „Reperfusionsmedium“ bestand aus 

Normalmedium oder enthielt zusätzlich einen Wirkstoff (Isoprenalin/Propofol).  

Die H9c2-Zellen wurden je nach Methode zu folgenden Zeiten untersucht: vor der 

CoCl2-Behandlung (Start), direkt nach simulierter Hypoxie (Start + 60 Minuten), 15 Mi-

nuten nach Hypoxie (Start + 75 Minuten), sechs Stunden nach Hypoxie (Start + sieben 

Stunden), 24 Stunden nach Hypoxie (Start + 25 Stunden) und 48 Stunden nach Hypo-

xie (Start + 49 Stunden). 

 

3.2 Zellkultur und -pflege 

H9c2-Zellen sind eine subklonale Zelllinie von Kardiomyoblasten (BD1X), welche ur-

sprünglich aus fetalem Rattenmyokard gewonnen wurden28, 29.  Die verwendeten Zellen 

wurden von ATCC erworben.  Trotz der Eigenschaft einer Zelllinie und kleiner Unter-

schiede zu primären Zellen weisen H9c2-Zellen wichtige Übereinstimmungen mit Kardi-

omyozyten auf: Wang et al. konnten herzspezifische K+-Kanäle nachweisen und Tsiani 

et al. haben für die zellulären Membran von H9c2-Zellen herzspezifische Eigenschaften 

im Glukosetransport belegt114, 115. Der Einsatz von H9c2-Zellen ist für in vitro-Modelle 

des Myokards eine etablierte Anwendung in der Grundlagenforschung. 

Die Zelleigenschaften werden durch die Anzahl der vorhergehenden Generationen und 

die Kultivierungsmethoden beeinflusst. Die Abwandlung der zellulären Eigenschaften 

kann eine valide Untersuchung und den Vergleich unterschiedlicher Proben beeinflus-

sen. Daher wurden für die Versuche der vorliegenden Arbeit maximal Zellpassagen bis 

zur 12-15. Subkultivierung genutzt. Außerdem kann eine wiederholte Kultivierung bis 

zur vollständigen Konfluenz des Zellrasens die Veränderung der Zelleigenschaften be-

schleunigen. Um diesen Prozess zu verzögern wurde die Subkultivierung der H9c2-

Zellen bereits bei 70-90% Konfluenz mit einer Ratio von 1:4 durchgeführt. Die Subkultu-

ren für Versuche wurden bei einer Dichte des Zellrasens von 80-100% geerntet und 

ausplattiert. Auf die verwendete Zellzahl wird im Rahmen der Erläuterung der einzelnen 
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Methoden eingegangen. Die Bestimmung der Zellzahlen erfolgte in einer Neubauer-

Zählkammer (siehe Abschnitt 3.6, S. 28) 

Die Kultivierung der H9c2-Zellen und die Versuche erfolgten in Dulbecco's Modified Ea-

gle's Medium (DMEM) unter Zusatz von FCS (10%), L-Glutamin (4 mM), Natriumhydro-

gencarbonat (1,5 g/l), HEPES (10 mM), Natriumpyruvat (1 mM), Penicillin (100 U/ml) 

und Streptomycin (100 µg/ml). 24 Stunden nach dem schonenden  Auftauen neuer 

Cryokulturen wurde ein Mediumwechsel durchgeführt, um das im Cryomedium enthal-

tene zytotoxische Dimethylsulfoxid zu entfernen. 

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die H9c2-Zellen zum Passagieren, Ausplattie-

ren und Auszählen mit Trypsin + EDTA von den Zellkulturflaschen und -schalen gelöst. 

Dieser Prozess wurde anschließend durch den Zusatz von Medium zeitgerecht been-

det. Für alle Ergebnisse der quantitativen Analysen wurden Zellen aus mindestens drei 

unterschiedlichen Passagen untersucht. 

 

3.3 Morphologische Untersuchung nach  der CoCl2-Behandlung  am Pha-

senkontrastmikroskop 

In Anlehnung an die klinische Behandlung eines hypoxischen Myokardschadens sollte 

auch die Hypoxie im in vitro-Modell der  induzierten Hypothermie zeitlich vorausgehen. 

Die einstündige Behandlung der H9c2-Zellen mit CoCl2 musste gleichzeitig einen star-

ken hypoxischen Stimulus und eine ausreichende Zahl überlebender Zellen gewährleis-

ten. Die bisherige Datenlage beschreibt für Zellkulturen lange Behandlungszeiten mit 

niedrigen CoCl2-Konzentrationen36, 116, 117. Zur Ermittlung einer adäquaten CoCl2-

Konzentration im in vitro-Modell wurden die Zellmorphologie und das Zellüberleben der 

H9c2-Zellen für unterschiedliche CoCl2-Konzentrationen (0 – 200 mM) untersucht (sie-

he Abschnitt 4.2, S. 36).  

Mithilfe der Phasenkontrastmikroskopie konnte der Einfluss von Hypothermie und CoCl2 

auf die Morphologie von H9c2-Zellen untersucht werden. Die Methode ermöglicht die 

Darstellung vitaler Zellen und Gewebe durch Unterschiede im Lichtbrechungsindex. 

Die H9c2-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 2 x 105 / ml in einem Endvolumen von 3 

ml auf Zellkulturschalen (A = 22 cm2) ausplattiert und für 24 Stunden bei 37°C inkubiert.  
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Anschließend wurde eine Hypoxie unterschiedlichen Ausmaßes simuliert, indem H9c2-

Zellen für eine Stunde mit 0, 1, 10, 30, 50 und 200 mM CoCl2 behandelt wurden. Nach 

der CoCl2-Behandlung erfolgte zur Simulation einer Reoxygenierung ein Mediumwech-

sel. Daraufhin wurden die H9c2-Zellen für weitere 24 Stunden bei Normothermie (37°C) 

inkubiert. Nach sechs und 24 Stunden wurden die Proben hinsichtlich Morphologie und 

Zellvitalität untersucht. Die Untersuchung der Morphologie wurde am Phasenkontrast-

mikroskop und die Dokumentation mit der uEye-Software durchgeführt. Die Zellvitalität 

wurde mit der Trypanblau-Färbung untersucht (siehe Abschnitt 3.6, S. 28). 

 

3.4 Enzymatische Zellaktivität im MTT-Test 

Der MTT-Test ermöglicht die Untersuchung der mitochondrialen Atmungskette und Gly-

kolyserate von Zellen118. Der Test beruht auf der Reduktion von MTT (3-[4,5-Dimethyl-

thiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromid) zu blau-violetten Formazankristallen auf 

zwei Wegen: zum einen durch die mitochondriale Succinat-Dehydrogenase, zum ande-

ren - und in größerem Umfang - durch NADH und NADPH118. Die Absorption wird als 

absoluter Wert gemessen und lässt keine Differenzierung zwischen Zellzahl oder Stoff-

wechselaktivität zu. Daher sollten die Ergebnisse des MTT-Tests stets im Kontext der 

Ergebnisse weiterer Methoden zur quantitativen Analyse herangezogen werden, welche 

einen qualitativen Hinweis auf die Zellproliferation oder –aktivität liefern. Im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit wurde der MTT-Test in Vorversuchen zur Untersuchung der Zytoto-

xizität des CoCl2, Propofols, und Isoprenalins eingesetzt. Die ergänzende Untersuchung 

der Zellzahl mit der Trypanblaufärbung ermöglichte jeweils in der MTT-Auswertung die 

Differenzierung zwischen Zellaktivität und –überleben.  

Die H9c2-Zellen wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn in einer Konzentration von 1 x 

105/ ml in einem Endvolumen von 200 µl im 96-Well-Format bei 37°C ausgesät. Die an-

schließende zu untersuchende Behandlung richtete sich nach der Fragestellung und 

wird in den jeweiligen Abschnitten beschrieben. Zum Untersuchungszeitpunkt wurde 

das Medium durch MTT-Reagenz (1:10 gelöst in Medium) ersetzt und die Proben für 

zwei Stunden bei 37°C inkubiert, nach denen dann der MTT-Überstand verworfen wur-

de. Zur Freisetzung und Homogenisierung der intrazellulär entstandenen Formazankris-

talle erfolgte eine Inkubation mit 100 µl MTT-Lysispuffer auf dem Schüttler für 20 Minu-

ten lichtgeschützt und bei Raumtemperatur. Die Menge des Formazans wurde dann 
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fotometrisch mit dem Multiskan Reader Ascent bei einer Wellenlänge von 570 nm in 

einer Fünffachbestimmung ermittelt. Die Mittelwerte jeder Probe wurden in Relation 

zum Mittelwert mock-behandelter Kontrollen (=100%) gesetzt: 

              
                

               
      

 

3.5 Immunzytochemische Fluoreszenzmikroskopie 

3.5.1 Untersuchung des Hypoxie-spezifischen Proteins HIF-1α 

Hypoxia Inducible Factor-1α (HIF-1α) ist ein charakteristisches Protein in  der Signal-

kaskade der Hypoxie119-121 (siehe Abschnitt 1.4.1, S. 5). Sowohl unter physikalischer 

als auch unter chemisch induzierter Hypoxie akkumuliert HIF-1α (Abbildung 2, S. 6). 

Des Weiteren wurde beim Einsatz von CoCl2 in neuronalen Zellen auch eine Aktivie-

rung der FAS induzierten, extrinsischen Apoptose beschrieben122. Der Einsatz von 

CoCl2 ist für die hier verwendete Konzentration und Behandlungszeit nicht in der Litera-

tur zu Zellkulturen vorbeschrieben. Daher war der Nachweis einer Aktivierung spezifi-

scher hypoxischer Signalmoleküle obligat für die Legitimation des in vitro-Modells als 

Hypoxiemodell. Die Regulation des Proteins HIF-1 wurde im Rahmen dieser Arbeit an-

hand einer immuncytochemischen Färbung qualitativ untersucht. Dazu wurde die Un-

tereinheit HIF-1α markiert, die unter Normoxie degradiert wird, unter Hypoxie akkumu-

liert und mit HIF-1β das Dimer HIF-1 bildet (Abbildung 2, S. 6). Zur besseren Beurtei-

lung wurde die DNS der Zellen mit DAPI [4',6-diamidino-2-phenylindole] kenntlich ge-

macht. Die Auswertung erfolgte mit Fotodokumentation am Immunfluoreszenzmikro-

skop (siehe Abschnitt 4.4, S. 41). 

H9c2-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 2 x 104/ ml bei einem Endvolumen von 1 ml 

auf Glasplättchen in 24-Well-Platten für 24 Stunden bei 37°C kultiviert. Jeweils ein 

Glasplättchen stellte eine Probe dar. Die Proben wurden gemäß des Versuchsprotokolls 

für eine Stunde mit 30 mM CoCl2 behandelt und anschließend bei unterschiedlichen 

Temperaturen inkubiert. Zu den Zeitpunkten null und 48 Stunden nach CoCl2-

Behandlung erfolgte die Fixierung der Proben bei Raumtemperatur durch einmaliges 

Waschen in PBS und Inkubation mit 4% Paraformaldehyd (pH 7,4) für 15 Minuten. 

Nach dreimaligem Waschen in PBS wurde die Zellmembran mit 0,25% Triton X-100 für 
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10 Minuten permeabilisiert und die Proben erneut dreimalig mit PBS gewaschen. Un-

spezifische Antigene wurden anschließend durch die Inkubation mit 1% BSA in PBST 

für 30 Minuten blockiert. Danach wurden die Präparate über Nacht bei 4°C mit dem 

Primärantikörper gegen HIF-1 α inkubiert (1:1000). Am nächsten Tag erfolgte die Inku-

bation mit dem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundärantikörper für eine Stunde bei 

Raumtemperatur. Anschließend wurde die Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI 

durchgeführt. Zuletzt wurden die Glasplättchen mit den Proben auf Glasobjektträger 

transferiert und mit DAKO-Abdecklösung versiegelt. Nach 24-stündigem Trocknen wur-

den die Präparate am Fluoreszenzmikroskop Axio Imager M.1 untersucht und mit der 

Software  AxioVision 4.6 dokumentiert. 

 

3.5.2 Zellschädigung in der Propidiumjodidfärbung 

Propidiumjodid (PI) ist ein Membran-impermeabler Fluoreszenzfarbstoff. Bei Zellschä-

digung ist es in der Lage durch Bindung der Basen in RNS und DNS zu interkalieren123. 

Die Färbung mit PI ist somit eine Möglichkeit die Integrität der Zellmembran zu untersu-

chen. Für eine bessere Beurteilung wurde die DNS der H9c2-Zellen mit DAPI [4',6-

diamidino-2-phenylindole] markiert. Eine Auswertung mittels Fotodokumentation erfolg-

te am Immunfluoreszenzmikroskop (siehe Abschnitt 4.3, S. 39). 

H9c2-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 2 x 104 / ml bei einem Endvolumen von 1 ml 

auf Glasplättchen in 24-Well-Platten für 24 Stunden bei 37°C kultiviert. Jedes Glasplätt-

chen stellte eine eigene Probe dar. Die Zellen wurden gemäß des Versuchsprotokolls 

für eine Stunde mit 30 mM CoCl2 behandelt und anschließend mit Normalmedium inku-

biert. 24 Stunden nach CoCl2-Behandlung erfolgte die Fixierung der Proben bei Raum-

temperatur durch einmaliges Waschen in PBS und Inkubation mit 4% Paraformaldehyd 

(pH 7,4) für 15 Minuten. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die H9c2-Zellen 

bei Raumtemperatur für fünf Minuten mit PI (0,3 µg/ml PBS) inkubiert. Nach einmaligem 

Waschen in PBS wurde die Zellmembran mit 0,25% Triton X-100 für 10 Minuten per-

meabilisiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde die Gegenfärbung der Zellker-

ne mit DAPI (1 µg/ ml PBS) durchgeführt und ein weiteres Mal mit PBS gewaschen. 

Zuletzt fand der Transfer der Proben auf Glasobjektträger statt, welche mit DAKO-

Abdecklösung versiegelt wurden.  
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24 Stunden nach dem Transfer wurden die Präparate am Fluoreszenzmikroskop Axio 

Imager M.1 untersucht und mit der Software  AxioVision 4.6 dokumentiert. 

 

3.5.3 Apoptoseexekution anhand des gespaltenen Cytokeratin 18 

Cytokeratin 18 ist ein Caspasesubstrat, das im Rahmen der Apoptose gespalten wird. 

Die Spaltprodukte treten ausschließlich im Rahmen der Apoptose auf und sind somit ein 

Indikator für die Aktivität der Effektor-Caspasen (Kapitel 1.5: Apoptose). Der Antikörper 

M30 CytoDEATH bindet spezifisch an gespaltene Fragmente von Keratin 18124. Zur Un-

tersuchung der Caspase-Aktivät wurden H9c2-Zellen direkt und 48 Stunden nach 

CoCl2-Behandlung fixiert und auf eine Spaltung des Cytokeratin 18 untersucht. Zur dif-

ferenzierten Beurteilung wurden Teile des Zytoskeletts mit f-Aktin und die DNS mit 

DAPI markiert. Eine Auswertung mittels Fotodokumentation erfolgte am Immunfluores-

zenzmikroskop (siehe 4.7, S. 48). 

H9c2-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 2 x 104/ ml in einem Endvolumen von 1 ml 

auf Glasplättchen in 24-Well-Platten für 24 Stunden bei 37°C kultiviert. Jedes Glasplätt-

chen stellte eine eigene Probe dar. Die Zellen wurden gemäß des Versuchsprotokolls 

für eine Stunde mit 30 mM CoCl2 behandelt und mit unterschiedlichen Temperaturen 

inkubiert. Zu den Zeitpunkten null und 48 Stunden nach CoCl2-Behandlung fand die 

Fixierung der Proben bei Raumtemperatur durch einmaliges Waschen in PBS und In-

kubation mit 4% Paraformaldehyd (pH 7,4) für 15 Minuten statt. Nach dreimaligem Wa-

schen in PBS wurde die Zellmembran mit 0,25% Triton X-100 für 10 Minuten permeabi-

lisiert und erneut dreimalig mit PBS gewaschen. Unspezifische Antigene wurden durch 

die Inkubation mit 1% BSA in PBST für 30 Minuten blockiert. Anschließend wurden die 

Präparate im Dunkeln mit dem Primärantikörper M30 CytoDEATH inkubiert (1:200 in 

PBS + 1% BSA). Nach dreimaligem Waschen in PBS + 1% BSA erfolgte die Inkubation 

mit dem Antikörper gegen f-Aktin (1:400 in PBS + 1% BSA). Nach erneutem, dreimali-

gem Waschen in PBS wurden die Proben mit dem Fluoreszenz-gekoppelten Sekun-

därantikörper für eine Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimali-

gem Waschen mit PBS wurde die Gegenfärbung der Zellkerne mit DAPI (1µg/ml PBS) 

durchgeführt. Zuletzt fand der Transfer der Glasplättchen mit den Proben auf Glasob-

jektträger statt, welche dann mit DAKO-Abdecklösung versiegelt wurden.  
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24 Stunden nach dem Transfer wurden die Präparate am Fluoreszenzmikroskop Axio 

Imager M.1 untersucht und mit der Software  AxioVision dokumentiert. 

 

3.6 Zellüberleben in der Trypanblaufärbung 

Die quantitative Untersuchung des Zellüberlebens ist mit der Trypanblaufärbung erfolgt. 

Die Trypanblaufärbung ist eine Lebendfärbung und dient der Differenzierung vitaler und 

geschädigter Zellen125. Die Methode beruht auf der Undurchlässigkeit integrer Zell-

membranen für den Farbstoff Trypanblau. Bei einer Zellschädigung steigen sowohl die 

Permeabilität der Zellmembran als auch die intrazelluläre Farbstoffmenge, wodurch die 

Zelle sich dunkelblau färbt. Durch die farbstofffreie Erscheinung vitaler Zellen ist eine 

quantitative Auswertung des Zellüberlebens möglich. Die Färbung erlaubt jedoch keine 

Differenzierung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen. Zur weitergehenden 

Beurteilung diesbezüglich ist daher die Untersuchung intrazellulärer Signalwege not-

wendig.  

Die H9c2-Zellen wurden mit einer Zellzahl von 2 x 105 / ml bei einem Endvolumen von 3 

ml auf Zellkulturschalen (22 cm2) ausplattiert und für 24 Stunden bei 37°C inkubiert. 

Danach wurden die H9c2-Zellen abhängig von der Fragestellung behandelt (siehe Ab-

schnitte 3.6.1 - 3.6.4, S. 29 - 30). 

Zum Untersuchungszeitpunkt wurde der Überstand abgenommen und in ein Röhrchen 

überführt, um auch nicht adhärente vitale Zellen zu erfassen. Der Zellrasen am Boden 

der Kulturschalen wurde mit 2 ml PBS gewaschen und durch die Behandlung mit 2,5 ml 

Trypsin/ EDTA für 5 Minuten bei 37°C von den Zellkulturschalen gelöst. Der enzymati-

sche Prozess wurde dann mit 5 ml Medium unterbrochen, woraufhin die nunmehr ge-

lösten Zellen ebenfalls in das erwähnte Röhrchen überführt und für fünf Minuten bei 

1.200 U/ min zentrifugiert wurden. Der Überstand wurde dann verworfen und das ver-

bliebene Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert. Gleiche Volumina der Zellsuspension und 

des verdünnten Farbstoffes (100 µl + 100 µl → Verdünnungsfaktor 0,5) wurden ge-

mischt und in acht Gesichtsfeldern einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. Aus dem 

Mittelwert konnte die Zellzahl bestimmt werden: 
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Das Zellüberleben wurde ermittelt, indem die zu untersuchende Probe in Relation zu 

mock-behandelter Zellen (37°C) gesetzt wurde: 

 

                  
                                                  

                                       
   

 

3.6.1 Einfluss der Hypothermie auf das Zellüberleben mock-behandelter H9c2-

Zellen 

Der Einfluss der Hypothermie auf das Zellüberleben sollte zunächst ohne CoCl2-

Behandlung analysiert werden. Dazu wurden H9c2-Zellen ausschließlich mit Normal-

medium (mock) für bis zu 24 Stunden unter Hypothermie (34°C) inkubiert. 

Die Untersuchung der Proben erfolgte wie unter 3.6 beschrieben für die Zeitpunkte 

sechs und 24 Stunden nach Induktion der Hypothermie (siehe Abschnitt 4.1, S. 36). 

 

3.6.2 Einfluss der Behandlung mit unterschiedlichen CoCl2-Konzentrationen auf 

H9c2-Zellen 

Zur Ermittlung einer Arbeitskonzentration für CoCl2 erfolgte nach der Behandlung mit 1, 

10, 30, 50 und 200 mM CoCl2 neben der morphologischen Untersuchung eine quantita-

tive Analyse der Zellvitalität. Diese wurde zunächst ohne den Einfluss der Hypothermie 

untersucht. Dazu wurden H9c2-Zellen gemäß dem Versuchsprotokoll mit den angege-

benen CoCl2-Konzentrationen behandelt und anschließend ausschließlich unter 

Normothermie inkubiert. 24 Stunden nach der simulierten Hypoxie erfolgte gemäß Ab-

schnitt 3.6 eine Analyse des Zellüberlebens (siehe Abschnitt 4.2, S. 36). 

Wie im Abschnitt 4.2 näher erläutert wird, wurde die Arbeitskonzentration für CoCl2 

nach der Analyse der Wirkung unterschiedlicher Konzentrationen in den darauffolgen-

den Versuchen auf 30 mM festgelegt.  
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3.6.3 Einfluss der Hypothermie auf das Zellüberleben CoCl2-behandelter H9c2-

Zellen 

Ein Kernaspekt der Untersuchungen dieser Arbeit ist die Wirkung milder Hypothermie 

auf das Überleben von H9c2-Zellen nach einer simulierten Hypoxie.  

Hierzu wurden H9c2-Zellen gemäß dem Zeit-Temperatur-Protokoll unmittelbar nach 

Behandlung mit 30 mM CoCl2 für bis zu 24 Stunden unter Normothermie (37°C) und 

Hypothermie (34°C) inkubiert. 

Die Untersuchung der Proben erfolgte wie unter 3.6 beschrieben für die Zeitpunkte 

sechs und 24 Stunden nach der CoCl2-Behandlung (siehe Abschnitt 4.3, S. 39). 

 

3.6.4 Einfluss von Propofol und Isoprenalin auf CoCl2-behandelte H9c2-Zellen 

Für die Untersuchung möglicher pharmakologischer Einflüsse auf das Zellüberleben 

nach einer simulierten Hypoxie des Myokards wurden zwei unterschiedliche Wirkstoffe 

ausgewählt. Propofol und Isoprenalin sind aufgrund ihres intensivmedizinischen Einsat-

zes oder vorbeschriebener Effekte auf die Zellvitalität von Interesse (Kapitel 1.6). Die 

Wirkung von Propofol und Isoprenalin auf das Zellüberleben von H9c2-Zellen wurde 

jeweils für den Zeitpunkt 24 Stunden nach der CoCl2-Behandlung unter Normothermie 

und Hypothermie untersucht. 

Hierzu wurden dem Medium nach der CoCl2-Behandlung unterschiedliche Konzentrati-

onen an Propofol [50, 100 und 500 µM] oder Isoprenalin [10 µM] zugesetzt. Nach 24-

stündiger Inkubation erfolgte die Untersuchung der Zellvitalität  (siehe Abschnitte 4.8 

und 4.9, S. 50 und 51).  

 

3.7 Intrazelluläre Signalwege in der Western-Blot-Analyse 

Um die Wirkung der Hypoxie und Hypothermie auf das Zellüberleben zu analysieren, 

wurde die intrinsische Apoptose als möglicher Mechanismus auf der Proteinebene un-

tersucht. Die Charakterisierung mehrerer Proteine an Schlüsselpositionen der intrinsi-

schen Signalkaskade wurde mittels Western-Blot-Analyse durchgeführt. Die Proben 

wurden in einem mehrstufigen Prozess gewonnen.  
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Dieser besteht aus der Zellbehandlung gemäß dem Protokoll, der Proteingewinnung 

und -aufbereitung, der Konzentrationsbestimmung (BCA-Methode), der Proteinauftren-

nung (Gelelektrophorese), dem -transfer (Western-Blot), der Applikation spezifischer 

Antikörper, der Detektion und anschließenden Quantifizierung. 

 

3.7.1 Proteingewinnung 

Die H9c2-Zellen wurden in Zellkulturschalen (150 cm2) bei 37°C bis 80 – 100 % Kon-

fluenz kultiviert, um dann gemäß Zeit-Temperatur-Protokoll mit 30 mM CoCl2 behandelt 

und mit dem Reperfusionsmedium auf 34°C gekühlt oder bei 37°C inkubiert zu werden. 

Die Proteingewinnung erfolgte sechs Stunden und 24 Stunden nach der CoCl2-

Behandlung, wobei sie vollständig auf Eis und in Kühlzentrifugen (4°C) durchgeführt 

wurde.  

Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurde den Petrischalen mit den Proben 20 ml eiskaltes 

PBS (4°C) zugefügt, um Stoffwechselprozesse und intrazelluläre Signalwege zum Un-

tersuchungszeitpunkt zu arretieren. Der Überstand wurde nicht verworfen, um auch 

nicht adhärente Zellen zu erfassen. Der Zellrasen wurde anschließend mit Zellschabern 

vom Gefäßboden gelöst und im Medium-PBS-Gemisch in ein Zellröhrchen überführt. Im 

Gefäß verbliebene Zellen wurden mit weiteren 10 ml PBS resuspendiert und ebenfalls 

überführt. Zur Trennung von Zellen und Flüssigkeit wurden die Zellkulturröhrchen für 

fünf Minuten bei 1.200 U/min zentrifugiert. Nach Abnahme des Überstandes wurden die 

Zellen ein weiteres Mal in 1 ml PBS gewaschen, resuspendiert und bei 2.000 U/ min 

zentrifugiert. 

 

3.7.2 Proteinaufbereitung 

Nach 3.7.1 wurde der Überstand verworfen und das verbliebene Zellpellet in einer Mi-

schung aus Proteinlysispuffer, Protease- und Phosphatase-Inhibitoren resuspendiert 

und bei – 80 °C gelagert. Durch den Lysispuffer und die Kristallbildung während des 

Einfrierens wird die Zellmembran sowohl chemisch als auch mechanisch permeabili-

siert. Zur Erhöhung der Proteinausbeute wurde die Zellmembran nach dem Auftauen 

der Proben zusätzlich mechanisch geschädigt, indem das Suspensat mit ausgezoge-

nen, englumigen Pipettenspitzen repetitiv auf- und abpipettiert wurde. Anschließend 
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erfolgte die Trennung der cytosolischen Proteine von Zellmembran und –organellen 

durch Zentrifugieren für 10 Minuten bei 12.000 U/min. Die cytosolische Proteinfraktion 

im Überstand wurde unmittelbar nach der Aufbereitung gemäß 3.7.3 prozessiert und 

das Pellet aus Zellmembran und DNS verworfen. 

Der genutzte Proteinlysispuffer wurde aus folgenden Bestandteilen angesetzt: 

Tris (pH 7,5) 20 mM  Triton X-100 1% 

NaCl 150 mM  PMSF 1 mM 

EDTA 1 mM  EGTA 1 mM 

Proteinaseinhibitor-Cocktail 1:1000.   

 

3.7.3 BCA-Methode zur Bestimmung der Proteinmenge  

Die Gesamtkonzentration an Protein musste für jede Probe ermittelt und an eine Stan-

dardmenge angeglichen, um auf Basis des Western-Blot quantitative Aussagen treffen 

zu können.  

In zwei Teilreaktionen konnte die Proteinmenge kolorimetrisch mit 2,2′-Bichinolin-4,4′-

dicarbonsäure (BCA) nach Smith quantifiziert werden126. Hierzu wurde ein kommerziel-

ler Assay gemäß Herstelleranleitung eingesetzt, wobei die Inkubation der Proben mit 

BCA-Reagenz im 96-well-Format erfolgte. In einem ersten Schritt werden Cu2+-Ionen 

durch Peptidbindungen der Proteine bei 37 °C zu Cu1+-Ionen reduziert, wodurch ein 

blauer Farbumschlag erfolgt. Im zweiten Schritt binden BCA-Moleküle Cu1+-Ionen und 

bewirken einen violetten Farbumschlag, der dann bei einer Wellenlänge von 570 nm mit 

dem Multiskan Reader Ascent gemessen werden konnte. 

Für den Western-Blot wurden die Proben mit standardisierten Proteinmengen  (40 µg  

oder 50 µg), fünffach Probenpuffer und Deionat zu gleichen Volumina angesetzt.  

 

3.7.4 Gelelektrophorese 

Die angeglichenen und gemischten Proben wurden mittels sodium dodecyl sulfate – 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) nach ihrer molekularen Größe aufge-
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trennt. Das in Proteinpuffer und Gel enthaltene SDS lagert sich an die Proteine an. Da-

bei denaturiert es die Proteinstruktur und maskiert ihre Ladung, sodass die Auftrennung 

vornehmlich nach der Molekülgröße erfolgt127. Dazu wurden die Proben vor der Gel-

elektrophorese für fünf Minuten bei 95 °C mit dem im Probenpuffer enthaltenen SDS 

inkubiert. Durch Variation des Acrylamid-Anteils im Elektrophoresegel kann der Fokus 

an unterschiedliche Proteingrößen angepasst werden.  

Die Proben und der Proteinmarker zur Bestimmung der Bandenhöhen wurden in bis zu 

zehn Taschen des Sammelgels gefüllt. Im Sammelgel erfolgte die Konzentration der 

Proben unter 50 V und 400 mA. Die Separation der Proteine fand im Trenngel unter 100 

V und  400 mA statt. Die Laufzeit der Elektrophorese war vom Gel und der gesuchten 

Molekülgröße abhängig. 

Die Elektrophoresegele wurden kurz vor der Durchführung aus folgenden Bestandteilen 

angesetzt: 

 
Sammelgel 

Trenngel 

Sammelgel-
Puffer 

129 mM TRIS-HCL pH 6,8 
Trenngel- 
Puffer 

384 mM TRIS-HCL 
pH 8,8 

SDS   0,10% SDS 0,10% 

TEMED 0,26% TEMED 0,20% 

APS 0,08% APS 0,05% 

Deionat abhängig vom Gel Deionat abhängig vom Gel 

Acrylamid abhängig vom Gel Acrylamid abhängig vom Gel 

 

Sowohl bei der Elektrophorese als auch bei beim Proteintransfer (3.7.5) wurden die je-

weiligen Kammern mit den Gelen und Pufferlösung gefüllt, um eine optimale elektrische 

Leitbarkeit zu gewährleisten. Die unterschiedlichen Anforderungen an die Pufferlösun-

gen spiegeln sich in deren abweichender Zusammensetzung und Eigenschaften wider: 

 

Elektrophorese-Puffer Blotting-Puffer  

TRIS – Base 25 mM TRIS – Base 25 mM 

Glycin 200 mM Glycin 200 mM 

SDS 3,5 mM 
  

in Deionat in Deionat 
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3.7.5 Proteintransfer 

Der Transfer der Proteine von den Gelen auf Nitrozellulose-Membranen erfolgte in ei-

nem Tank-Blot-System. Dabei wurden Gel und Membran zwischen Filterpapier und 

Polster fixiert und in Blottingkammern eingebracht. Die negativ geladenen Proteine 

konnten durch einen Strom von 100 mV Spannung und 400 mA Stärke auf Membranen 

übertragen werden. Die Transferdauer betrug 50 - 80 Minuten und richtete sich nach 

dem Gel sowie der Größe der zu detektierenden Proteine. Zur Kontrolle des korrekten 

Transfers erfolgte stets eine Beurteilung durch das Färben der Proteine auf den Memb-

ranen durch Ponceau-Lösung. 

 

3.7.6 Applikation von Primär- und Sekundärantikörpern 

Die proteinbeladenen Membranen wurden zunächst für eine Stunde mit 5 % Mager-

milchpulver oder 5 % Albumin inkubiert, um unspezifische Bindungen zu blockieren. Die 

Inkubation mit den spezifischen Erstantikörpern erfolgte gemäß den Angaben des Her-

stellers über Nacht bei 4 °C. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran für 90 Minu-

ten bei Raumtemperatur mit dem Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper inku-

biert. 

 

3.7.7 Detektion der Proteine mittels ChemiDocTM 

Die Proteine wurden mittels Chemiluminiszenz in einer ChemiDocTM quantifiziert, indem 

zunächst die Membranen für eine Minute bei Raumtemperatur mit einem kommerziellen 

Kit  aus Peroxid und einem Lumineszenzverstärker inkubiert wurden. Dabei wurde das 

chemische Substrat entsprechend der Menge des Sekundärantikörpers enzymatisch 

umgesetzt und erzeugte Chemilumineszenz. Diese konnte anhand des Kamerasystems 

der ChemiDocTM auf der Membran lokalisiert, quantitativ erfasst und digital dokumen-

tiert werden. Die Aufnahme der Bilder erfolgte mit dem Programm QuantitityOneTM (sie-

he Abbildungen 11 und 12, S. 44 und 47). 
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3.7.8 Densitometrische Auswertung der Proteine mittels ImageLabTM-Software 

Die Analyse der digitalen Aufnahmen der Proteinregulation wurde mit dem Computer-

programm ImageLabTM durchgeführt (siehe Abschnitt 4.6, S. 43). Die Analyse erfolgte, 

nachdem die Proteinexpression hypothermer und normothermer Kardiomyoblasten  in 

ein direktes Verhältnis gesetzt wurde: 

                    
                  

                  
 . 

 

3.8 Statistische Auswertung 

Zur statistischen Analyse quantitativer Untersuchungen wurden jeweils die Ergebnisse 

von mindestens drei Versuchen herangezogen. Die statistische Auswertung wurde mit 

dem Computerprogramm Graph Pad Prism durchgeführt.  Die Auswertung der Signifi-

kanz erfolgte beim Vergleich zweier Proben mit einem einseitigen Student-t-Test für 

nicht gepaarte Stichproben. Bei der Analyse von mehr als zwei Proben wurde eine ein-

seitige Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur für multiples Testen verwen-

det. Als statistisch signifikant wurden p-Werte kleiner 0,05 = *, kleiner 0,01 = ** und 

kleiner 0,001 = *** eingestuft. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Wirkung milder Hypothermie auf die Zellvitalität 

Zur Untersuchung der Wirkung milder Hypothermie (34°C) auf die Vitalität nicht vorbe-

handelter H9c2-Zellen wurden diese für 24 Stunden bei 34°C inkubiert. Dabei wurde 

stets eine Kontrolle bei 37°C mitgeführt. Nach sechs und 24 Stunden erfolgte die Be-

stimmung der Zellvitalität beider Gruppen mit der Trypanblaufärbung (siehe Abschnitt 

3.6) am Phasenkontrastmikroskop. 

Wie die Übersicht in Tabelle 1 zeigt, lag die Zellvitalität unter 34°C Hypothermie nach 

sechs Stunden leicht über der normothermen Kontrolle. Nach 24 Stunden Hypothermie 

lag die Zahl vitaler Zellen leicht unter der der normothermen Kontrollen. Zu den unter-

suchten Zeitpunkten gab es keinen signifikanten Unterschied der Zellvitalität zwischen 

Hypothermie (34°C) und Normothermie (37°C). 

Tabelle 1: Zellvitalität unter Normothermie (37°C) und Hypothermie (34°C). 

Zellüberleben bei  Inkubation mit Normalmedium (mock) unter 37°C und 34°C nach sechs und 24 Stun-

den. Zu keinem der beobachteten Zeitpunkte wurde ein signifikanter Unterschied in der Zahl vitaler 

H9c2-Zellen beobachtet. mock/37°C zum jeweiligen Zeitpunkt = 100%. 

Behandlung / Zeit 6h 24h 

mock + 37°C 100 100 

mock + 34°C 105 (± 4) 93 (± 9) 

p [absolut] 0,1567 0,0984 
 

 

4.2 Wirkung der CoCl2-Behandlung auf die Morphologie und Zellvitalität 

Für die Untersuchung der Wirkung der CoCl2-Behandlung auf die Morphologie und Zell-

vitalität von H9c2-Zellen wurden diese für eine Stunde mit unterschiedlichen Konzentra-

tionen von CoCl2 inkubiert (siehe Abschnitt 3.6.2, S. 29). 24 Stunden nach der CoCl2-

Behandlung wurden die Proben in der Phasenkontrastmikroskopie auf den morphologi-

schen Schaden und quantitativ mittels Trypanblaufärbung auf die Zellvitalität unter-

sucht. Mit steigender CoCl2-Konzentration konnte die Zunahme struktureller Schäden 

festgestellt werden. Dabei wurden eine Verdichtung und Abrundung der Zellen sowie 
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der Auflösung des Zellverbands beobachtet. Durch diese Veränderungen präsentierte 

sich der Zellrasen bei zunehmender Stärke der CoCl2-Behandlung ausgedünnter (siehe 

Abbildung 7, S. 38). Die Konfluenz des Zellrasens war in den Gruppen 50 mM und 200 

mM aufgehoben. Die verbliebenen Zellen zeigten ein unregelmäßigeres Erscheinungs-

bild als die Myozyten-typische Spiralform der mock-behandelten Kontrollen (0mM). Das 

Zellüberleben 24 Stunden nach einstündiger CoCl2-Behandlung und anschließender 

normothermer Behandlung wird durch Abbildung 6 illustriert. Die Zellvitalität nahm mit 

zunehmender Konzentration des CoCl2 ab. Alle untersuchten Konzentrationen an CoCl2 

wiesen eine signifikant niedrigere Zahl überlebender Zellen auf als mock-behandelte 

Kontrollen. 

Die Arbeitskonzentration für die weiteren Versuche musste eine starke Zellschädigung 

sowie eine ausreichende Zahl überlebender Zellen für den Beobachtungszeitraum ge-

währleisten. Aufgrund der morphologischen Veränderungen (siehe Abbildung 7) und 

der beobachteten Zellvitalität (siehe Abbildung 6) wurde die Arbeitskonzentration von 

CoCl2 gemäß den oben angeführten Anforderungen auf 30 mM festgelegt. Eine weiter-

führende Auseinandersetzung diesbezüglich erfolgt in der Diskussion (siehe Abschnitt 

5.2, S. 53). 

 

 

Abbildung 6: Einfluss unterschiedlicher CoCl2-Konzentrationen auf das Überleben von H9c2-Zellen 

Zellvitalität von H9c2-Zellen 24 Stunden nach der Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen von 
CoCl2 [% ± SD]. Alle Proben bei 37°C inkubiert.   0 mM = mock-Behandlung = 100%; * p < 0,05, ** p < 0,01, 
*** p < 0,001. 
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Abbildung 7: H9c2-Zellen nach einer CoCl2-Behandlung. 

Morphologische Untersuchungen am Phasenkontrastmikroskop. H9c2-Zellen 24 Stunden nach einer 

CoCl2-Behandlung unterschiedlicher Konzentration. 100-fache Vergrößerung.  
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4.3 Zellschaden in einer Propidiumjodidfärbung 

Anhand weiterer Methoden wurden zelluläre Strukturveränderungen sowie einige Stoff-

wechsel- und Signalwege genauer charakterisiert, die für den eingangs beobachteten 

Zellschaden und die morphologischen Veränderungen ursächlich sein konnten. Dabei 

wurde untersucht, welche Auswirkungen die beobachtete Anpassung für physiologische 

und pathophysiologische Abläufe der Zelle hat. Die niedrigere Zellzahl CoCl2-

behandelter Proben gegenüber der mock-Behandlung konnte auf eine verminderte 

Proliferation der Zelllinie oder Zelluntergang hinweisen.  

Zur Differenzierung wurden H9c2-Zellen auf einen Zellschaden, indem eine immunzyto-

chemische Färbung mit Propidiumjodid durchgeführt wurde. Da dieser Farbstoff nicht in 

der Lage ist intakte Membranen zu durchdringen, reichert er sich lediglich in geschädig-

ten Zellen an. 24 Stunden nach einer CoCl2-Behandlung gemäß dem Zeit-Temperatur-

Protokoll wurden H9c2-Zellen mit PI auf einen Zellschaden untersucht (siehe Abbil-

dung 8). Sowohl normotherme als auch hypotherme Proben zeigten 24 Stunden nach 

einer CoCl2-Behandlung eine niedrigere Dichte von Zellkernen auf als die mock-

behandelten Kontrollen. In mock-behandelten Kontrollen wurde Fluoreszenz im PI-

Spektrum auf niedrigem Niveau beobachtet (siehe Abbildung 8 a). Nach einer CoCl2-

Behandlung war diese Fluoreszenz sowohl in normothermen als auch in hypothermen 

Kontrollen erkennbar erhöht (siehe Abbildung 8 b+c). Im direkten Vergleich gekühlter 

und normothermer Zellen wiesen beide Gruppen eine ähnliche Zelldichte auf. Unter 

Normothermie wurde ein stärkeres Fluoreszenzsignal im PI-Spektrum beobachtet.  
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Abbildung 8: Untersuchung des Zellschadens anhand der Membranpermeabilität 

Immunzytologische Färbung von H9c2-Zellen mit Propidiumjodid (PI). H9c2-Zellen 24Stunden nach mock- 
oder CoCl2 [30mM]-Behandlung. Rot: Propidiumjodid. Blau: DAPI, DNS/RNS. a: Beispiel mock-behandelter 
Zellen mit anschließender Inkubation unter 37°C. Gutes Signal der DAPI-Färbung zur Markierung der DNS. 
Keine spezifische Aktivität im Fluoreszenzspektrum von PI. b: Beispiel von CoCl2-behandelten H9c2-Zellen 
nach 24-stündiger Inkubation bei 37°C. Gutes Signal der DAPI-Färbung. Im Vergleich zu a ist anhand der 
DAPI-Färbung eine geringere Dichte der Zellkerne zu beobachten. Spezifische Färbung unterschiedlicher 
Stärke im PI-Spektrum (rot). Diese erstreckt sich sowohl über die Zellkerne als auch das umliegende Zyto-
sol von > 60% der H9c2-Zellen. c: Beispiel von CoCl2-behandelten H9c2-Zellen nach 24-stündiger Inkubati-
on bei 34°C. Gutes Signal der DAPI-Färbung. Im Vergleich zu a ist anhand der DAPI-Färbung eine der Zell-
kerne zu beobachten. Diese liegt vergleichsweise höher als in b. Spezifische Färbung unterschiedlicher 
Stärke im PI-Spektrum (rot). Die Stärke des Signals und das Ausmaß der PI-Färbung ist vergleichsweise 
niedriger als in b. Diese erstreckt sich sowohl über die Zellkerne als auch das umliegende Zytosol von > 
40% der H9c2-Zellen. 
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4.4 Transkriptionsfaktor HIF-1 α als Regulator der CoCl2-Schädigung 

Da eine Hypoxie eine mögliche Ursache für die beobachteten pathologischen Zellver-

änderungen unter CoCl2 ist, wurde ein Hypoxie-typischer Signalweg untersucht. Der 

Hypoxia inducible factor 1-α (HIF-1 α) wurde 15 Minuten nach der CoCl2-Behandlung in 

einer Immunfluoreszenzfärbung spezifisch markiert, wobei zur besseren Beurteilung 

eine zusätzliche Färbung der DNS mit DAPI erfolgte. 

mock (37°) 30 mM CoCl2 (37°C) 

 

Abbildung 9: Regulation von HIF-1α nach einer CoCl2-Behandlung. 

Immunzytologische Färbung von H9c2-Zellen 15 Minuten nach einer CoCl2-Behandlung. Das Protein HIF-

1a ist rot markiert. DNS ist mit Hilfe von DAPI blau fluoreszierend dargestellt. a+b: Beispiel mock-

behandelter H9c2-Zellen. c+d: Beispiel von H9c2-Zellen nach CoCl2-Behandlung. a+c: single-channel HIF-

1α, b+d: multi-channel HIF-1α + DAPI. Anhand der markierten DNS ist zu erkennen, dass die Dichte an 

Zellkernen in mock-behandelten Proben leicht über der von CoCl2-behandelten Proben lag (b+d). In mock 

behandelten Zellen war ein unspezifisches, diffuses Signal im Fluoreszenzspektrum von HIF-1α zu be-

obachten (a). In CoCl2-behandelten H9c2-Zellen wurde ein starkes, spezifisches Signal für HIF-1α nach-

gewiesen (c). Dieses akkumulierte vor allem perinukleär (d). 
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Die Zelldichte CoCl2-behandelter Zellen lag zum Zeitpunkt 15 Minuten nach der CoCl2-

Behandlung leicht unter der mock-behandelten Kontrollgruppe (37°C).  Letztere zeigte 

im Spektrum von  HIF-1α eine Fluoreszenz  auf sehr niedrigem Niveau und mit diffusem 

Ausbreitungsmuster im gesamten Zytosol (siehe Abbildung 9 a+b). 15 Minuten nach 

Beendigung der CoCl2-Behandlung wurde in den Proben eine deutliche Stabilisierung 

des Proteins sowie eine peri- und endonukleäre Anreicherung zu beobachten (siehe 

Abbildung 9 c+d). 

 

4.5 Zellüberleben nach einer CoCl2-Behandlung unter Normo-  und Hypo-

thermie 

Nach Etablierung des in vitro-Modells konnte die quantitative Auswirkung der milden 

Hypothermie auf das Überleben von H9c2-Zellen nach einer CoCl2-Behandlung unter-

sucht werden. Dazu wurde nach Durchführung des Zeit-Temperatur-Protokolls die Zell-

zahl von normothermen (CoCl2 + 37°C) und hypothermen (CoCl2 + 34°C) Proben mit-

tels der Trypanblaufärbung mit mock-behandelten Kontrollen (Normalmedium, mock + 

37°C) verglichen (siehe Abbildung 10). 

 

Abbildung 10: Zellüberleben nach CoCl2 unter Normo- und Hypothermie. 

Quantitative Auswertung des Zellüberlebens mit Hilfe der Trypanblaufärbung. Relatives Zellüberleben zu 

den Zeitpunkten sechs und 24 Stunden nach der CoCl2-Behandlung [% ± SD]. Die Inkubation ist unter 

Normothermie (schwarz) und Hypothermie (weiß) erfolgt. Die Zellzahl in mock-behandelten Kontrollen 

(mock + 37°C) wurde als 100% definiert. Nach 6 Stunden ist sowohl unter Normothermie als auch unter 

Hypothermie ein deutlicher Zellschaden zu beobachten. 24 Stunden nach der CoCl2-Behandlung ist die 

Zahl überlebender Zellen in hypothermen Proben höher als in normothermen Proben. p** < 0,01. 
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Sechs Stunden nach CoCl2-Behandlung war in normothermen und hypothermen Zellen 

eine ähnliche Vitalität zu beobachten. Beide Proben CoCl2-behandelter H9c2-Zellen 

wiesen nach sechs Stunden bei anschließender normothermer Behandlung ein Überle-

ben von ca. 80% auf. 24 Stunden nach der CoCl2-Behandlung lag der Anteil lebender 

H9c2-Zellen unter Hypothermie signifikant höher als unter Normothermie. 

 

4.6 Regulation Apoptose-assoziierter Proteine 

4.6.1 Bax und Bcl-2 

Die Bcl-2-Proteinfamilie ist an der Regulation der intrinsischen Apoptose beteiligt. Der 

Einfluss der CoCl2-Behandlung und Hypothermie auf diese Proteine sollte stellvertre-

tend anhand zweier wichtiger Antagonisten, dem pro-apoptotischen Bax und dem anti-

apoptotischen Bcl-2, untersucht werden. Sie sind mit der Permeabilität der äußeren mi-

tochondrialen Membran und der Regulation der intrinsischen Apoptose assoziiert (siehe 

Abschnitt 1.5, S. 7). 

Die quantitative Untersuchung erfolgte proteinbiochemisch mittels des Western-Blot-

Verfahrens und einer densitometrischen Analyse. Zu den Zeitpunkten sechs und 24 

Stunden CoCl2-Behandlung wurden die Bax- und Bcl-2-Regulation verglichen. Abbil-

dung 11 zeigt exemplarisch die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse und illustriert ein 

stärkeres Signal für das Protein Bax in den CoCl2-behandelten Proben auf als in den 

Kontrollen. Im Vergleich von Hypothermie und Normothermie nach einer CoCl2-

Behandlung wurde für beide untersuchte Zeitpunkte in den normothermen H9c2-Zellen 

ein stärkeres Signal für das Protein Bax gemessen als unter Hypothermie.  
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Abbildung 11: Regulation der Proteine Bax und Bcl-2. 

Western-Blot-Analyse sechs und 24 Stunden nach der Behandlung mit CoCl2. Neben Bax und Bcl-2 wur-

de β-Aktin als Ladekontrolle und Standardisierung der Proteinmengen untersucht. In allen CoCl2-

behandelten Proben wurde ein stärkeres Bax-Signal als in den mock-behandelten Kontrollen beobachtet. 

Dabei erscheinen im direkten Vergleich die Signale der normothermen Gruppen stärker als die der hypo-

thermen Gruppen. Bei Bcl-2 ist in allen Proben nach sechs Stunden eine ähnliche Signalstärke zu be-

obachten. In CoCl2-behandelten Proben ist nach 24 Stunden ein stärkeres Bcl-2-Signal als in den Kon-

trollen des Zeitpunktes sechs Stunden und allen Proben nachzuweisen gewesen. Die Signale der beiden 

Kontrollen nach 24 Stunden sind schwächer als in allen anderen Proben ausgeprägt. Aktin zeigt unter-

schiedliche Signalstärken in den jeweiligen Proben. Die Proteinmenge wurde für die quantitative Aus-

wertung anhand des Aktinsignals standardisiert, um durch vergleichbare Proteinmengen präzisere Er-

gebnisse zu erhalten. Die Darstellung der Proteinmenge ist durch Peroxidase-gekoppelte Sekundäranti-

körper und Chemilumineszenz erfolgt.  Ko = Kontrolle, CoCl2 = Behandlung mit 30 mM.  

 

Tabelle 2: Densitometrische Analyse des Proteins Bax aus dem Western-Blot in Abbildung 11. 

Quantitativer Vergleich der Bax-Regulation in H9c2-Zellen unter normothermer und hypothermer Be-

handlung nach einer CoCl2-Behandlung. Die Standardisierung der untersuchten Proteinproben erfolgte 

anhand der Aktin-Ladekontrolle. Auswertung als direktes Verhältnis von CoCl2+37°C und CoCl2+34°C [± 

SD]. CoCl2+37°C zum jeweiligen Zeitpunkt = 1,0. Unter Hypothermie wurde 24 Stunden nach der CoCl2-

Behandlung eine niedrigere Bax-Expression beobachtet. Zum Zeitpunkt sechs Stunden zeigte sich kein 

Unterschied. p** < 0,01. 

 

Behandlung / Zeit 6 Stunden 24 Stunden 

CoCl2 + 37°C 1,00 1,00 

CoCl2 + 34°C 0,60 (± 0,25) 0,64 (± 0,17) ** 

Signifikanzwert p 0,0512 0,0039 
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In Tabelle 2 wurden die Bax-Expression hypothermer und normothermer Proben in ein 

direktes Verhältnis gesetzt. Nach sechs Stunden zeigten die gekühlten Proben eine 

leichte Verminderung von Bax. Nach 24 Stunden hingegen wurde in gekühlten H9c2-

Zellen eine signifikante Reduktion des Proteins Bax nachgewiesen. 

Die Analyse der Signalintensität für das Protein Bcl-2 in Abbildung 11 ergab sechs 

Stunden nach Behandlung mit CoCl2 keine Unterschiede zwischen normothermer und 

hypothermer Behandlung. Zum Zeitpunkt 24 Stunden nach CoCl2-Behandlung wurde in 

hypothermen Zellen eine Reduktion in der Expression des Proteins Bcl-2 beobachtet 

(siehe Tabelle 3).  

Um eine höhere Aussagekraft zur Permeabilität der mitochondrialen Membran und Re-

gulation der Apoptose zu erreichen, wurde das Verhältnis der beiden untersuchten an-

tagonistischen Bcl-2-Proteine gebildet (Apoptose-Index Bax / Bcl2). Zu den Zeitpunkten 

sechs und 24 Stunden war unter Hypothermie der Apoptose-Index zugunsten des anti-

apoptotischen Proteins Bcl-2 verschoben (siehe Tabelle 4). Nach 24 Stunden bestand 

ein signifikanter Unterschied. 

 

Tabelle 3: Densitometrische Analyse des Proteins Bcl-2 aus dem Western-Blot in Abbildung 11. 

Quantitativer Vergleich der Bcl-2-Regulation in H9c2-Zellen unter normothermer und hypothermer Be-

handlung nach einer CoCl2-Behandlung. Die Standardisierung der untersuchten Proteinproben erfolgte 

anhand der Aktin-Ladekontrolle. Auswertung als direktes Verhältnis von CoCl2+37°C und CoCl2+34°C [± 

SD]. CoCl2+37°C zum jeweiligen Zeitpunkt = 1,0. Unter Hypothermie wurde 24 Stunden nach der CoCl2-

Behandlung eine niedrigere Bcl-2-Expression beobachtet. Zum Zeitpunkt sechs Stunden zeigte sich kein 

Unterschied. p** < 0,01. 

 

Behandlung / Zeit 6h 24h 

CoCl2 + Normothermie (37°C) 1,00 1,00 

CoCl2 + Hypothermie (34°C) 1,03 (± 0,10) 0,75 (± 0,19) ** 

Signifikanzwert p 0,5387 0,0243 
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Tabelle 4: Vergleich des Apoptose-Index‘ (Bax/Bcl-2). 

CoCl2 + 37°C zum jeweiligen Zeitpunkt = 1,0. Sechs Stunden nach der simulierten Hypoxie wurde der 

Trend eines niedrigeren Apoptose-Index‘ unter Hypothermie beobachtet [± SD]. 24 Stunden nach einer 

CoCl2-Behandlung wurde unter Kühlung eine deutliche Senkung des Apoptose-Index‘ nachgewiesen.  

p** < 0,01. 

 

Apoptose-Index Bax / Bcl-2 

Behandlung / Zeit 6h 24h 

CoCl2 + Normothermie (37°C) 1,00 1,00 

CoCl2 + Hypothermie (34°C) 0,59 (± 0,27) 0,85 (± 0,07) ** 

Signifikanzwert p 0,0582 0,0032 
 

 

 

4.6.2 Caspase 3 

Für die Charakterisierung des Einflusses der Hypothermie auf intrazelluläre Signalwege 

der Apoptose ist die Untersuchung des Schlüsselenzyms Caspase 3 von herausragen-

der Bedeutung. Der Grad der Aktivierung spiegelt sich im Mengenverhältnis der Caspa-

se 3 zur Vorstufe Pro-Caspase 3 wider (siehe Abschnitt 1.5.2, S. 12). Diese Aktivie-

rung wurde für Zeitpunkte sechs Stunden und 24 Stunden nach CoCl2-Behandlung auf 

Basis der Proteinexpression (siehe Abbildung 12, S. 47) densitometrisch ermittelt (sie-

he Tabelle 5). 

Das Signal für gespaltene - und dadurch aktivierte – Caspase  3  konnte nur in den 

CoCl2-behandelten Proben beobachtet werden. Weder in normothermen noch in hypo-

thermen Kontrollen wurde ein relevantes Signal für das aktivierte Protein Caspase 3 

nachgewiesen.  
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Abbildung 12: Aktivitätsgrad der Effektor-Caspase 3. 

Western-Blot-Analyse sechs und 24 Stunden nach der Behandlung mit CoCl2. Caspase 3 entsteht durch 

limitierte Proteolyse aus dem Zymogen Pro-Caspase 3. Neben Caspase 3 und Pro-Caspase 3 wurde β-

Aktin als Ladekontrolle untersucht. Das Verhältnis von Caspase 3 und Pro-Caspase 3 spiegelt den Grad 

der Aktivierung wider. Ein hoher Aktivierungsindex Caspase 3/ Pro-Caspase 3 belegt eine vermehrte 

Aktivierung des Schlüsselproteins der intrinsischen Apoptose. Die Vorstufe Pro-Caspase 3 wurde in 

allen Proben nachgewiesen. Das stärkste Signal wurde in den Proben und für CoCl2+34°C/6h gesehen. 

Ein spezifisches Signal für Caspase 3 konnte nur in den CoCl2-behandelten H9c2Zellen beobachtet wer-

den. Nach sechs Stunden Kühlung zeigen die H9c2-Zellen eine größere Menge an Pro-Caspase 3 und 

eine geringere Menge an Caspase 3 als normotherme Zellen nach einer CoCl2-Behandlung. Nach 24 

Stunden nimmt der beobachtete Unterschied ab, ist jedoch noch gegeben. Eine Normierung der Pro-

teinmengen für die quantitative Analyse war hier nicht notwendig, da der Aktivitätsindex Caspase 3/Pro-

Caspase 3  probenintern gebildet wurde. Die Darstellung der Proteinmenge erfolgte durch Peroxidase-

gekoppelte Sekundärantikörper und Chemilumineszenz.  Ko = Kontrolle , CoCl2 = Behandlung mit 30 

mM.  

 

Tabelle 5: Bestimmung der Caspase 3-Aktivierung durch Bildung der Ratio Caspase 3/ Pro-Caspase 3.  

Densitometrische Analyse des Western-Blots aus Abbildung 12. Direkter Vergleich normothermer und 

hypothermer Inkubation nach einer CoCl2-Behandlung. CoCl2 + 37°C zum jeweiligen Zeitpunkt = 1,0 [± 

SD]. Unter Hypothermie wurde sowohl sechs als auch 24 Stunden nach der CoCl2-Behandlung eine nied-

rigere Caspase 3-Aktivierung beobachtet. Der Unterschied zum Zeitpunkt sechs Stunden ist größer als 

nach 24 Stunden gewesen. 

 

Caspase 3 – Aktivierung (Caspase-3 / Pro-Caspase-3)  

Behandlung / Zeit 6h 24h 

CoCl2 + Normothermie (37°C) 1,00 1,00 

CoCl2 + Hypothermie (34°C) 0,23 (± 0,10) *** 0,61 (± 0,15) ** 

Signifikanzwert p 0,0005 0,0016 
 

 

Pro-Caspase 3 

Caspase 3 

β-Aktin 
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Tabelle 5 zeigt den Aktivierungsgrad des Proteins Caspase 3 unter Hypothermie und 

Normothermie nach einer CoCl2-Behandlung.  Sowohl nach sechsstündiger als auch 

nach 24-stündiger Kühlung auf 34°C wurde im Vergleich zur Normothermie signifikant 

gesenkte Caspase 3-Aktivität beobachtet, wobei der Unterschied zum Zeitpunkt sechs 

Stunden größer war. 

 

4.7 Ausführung der Apoptose durch die Effektor-Caspasen 

Die Aktivität der Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 wurde anhand der proteolytischen Spal-

tung des Caspasesubstrates Cytokeratin 18 in einer immuncytochemischen Färbung 

untersucht. Dazu wurde die Ausführung der Apoptose unmittelbar nach der CoCl2-

Behandlung, sowie 24 und 48 Stunden danach immunzytologisch beobachtet, indem 

das gespaltene Caspase-Substrat Cytokeratin 18 (M30 CytoDEATH), das Zytoskelett (f-

Aktin) und die Zellkerne spezifisch markiert und am Fluoreszenzmikroskop dargestellt 

wurden  (siehe Abschnitt 3.5.3, S. 27).  

Die angefertigten immuncytochemischen Färbungen der H9c2-Zellen zeigten die für 

diese Zelllinie typischen unregelmäßig gefächerten Aktinfilamente (siehe Abbildung 13 

a-f). Die Zellkerne, welche zuvor durch DAPI markiert worden waren, lagen zentral und 

waren überwiegend rund geformt.  

 

Direkt nach CoCl2 

Mock                                                 CoCl2 

 

Abbildung 13 a–b: Exekution der Apoptose (siehe Abbildung 13 c-f) 
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48 Stunden nach CoCl2 

CoCl2 + 37°C                                 CoCl2 + 34°C 

 

Abbildung 13 c-f: Exekution der Apoptose. 

Färbung des gespaltenen Caspase-Substrates Cytokeratin 18 mit dem Antikörper M30 CytoDEATH direkt 

(a + b) und 48 Stunden (c – f) nach der CoCl2-Behandlung. DNS: DAPI, blau. Aktinfilamente des 

Zytoskelettes: f-Aktin, rot. Gespaltenes Zytokeratin 18: M30 CytoDEATH, grün. a) Beispiel mock-

behandelter H9c2-Zellen. Die Zellen haben vornehmlich eine längliche Kontur und liegen dicht 

beieinander. Es ist keine spezifische Färbung gespaltenen Zytokeratins 18 nachweisbar. b) Beispiel von 

H9c2 Zellen unmittelbar nach einer CoCl2-Behandlung. Die Zellen wirken flächiger als in a. In der 

Zelldichte sind keine großen Unterschiede zu beobachten. Vereinzelt ist Fluoreszenz im Spektrum von 

M30 CytoDEATH nachzuweisen. Der Großteil der Zellen ist frei von gespaltenem Zytokeratin 18. c+d) 

Beispiel normotherm inkubierter H9c2-Zellen (37°C) 24 Stunden nach einer CoCl2-Behandlung. Die 

vorherrschende Zellform wirkt verplumpt und die Zelldichte ist herabgesetzt. In zahlreichen Zellen ist eine 

spezifische Fluoreszenz im Spektrum von M30 CytoDEATH nachzuweisen. Das M30 CytoDEATH ist 

vornehmlich zentral in der Längsachse der Zellen nachzuweisen. Oft sind in Kernnähe zwei einander 

gegenüberliegende Pole mit einer hohen Signalstärke des M30 CytoDEATH darzustellen. Es zeigt sich ein 

Integritätsverlust unterschiedlicher Ausprägungsgrade. Im Bildausschnitt ist ein Rudiment einer Zelle aus 

einem Nucleus ohne Zellkörper zu erkennen (Pfeil). e+f) Beispiel gekühlter Zellen (34°C) 24 Stunden nach 

einer CoCl2-Behandlung. Die Zelldichte liegt im Vergleich zu c/d höher. Die Zellen unterscheiden sich in 

ihrer Form sowohl von mock-behandelten Kontrollen (a) als auch von normotherm behandelten Zellen 

(c/d). Sie wirken sehr gedrungen und von der Kontur her deutlich scharfkantiger. Auch hier wurde eine 

spezifische Färbung des gespaltenen Zytokeratin 18 nachgewiesen. In fast allen Zellen war ein diffuses 

Signal im Fluoreszenzspektrum des M30 CytoDEATH nachzuweisen. Dieses befand sich perinukleär in 

Längsachse der H9c2-Zellen. a, b, d, f: DAPI, Aktin, M30 CytoDEATH. c, e: DAPI , M30 CytoDEATH.  
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Unmittelbar nach der Schädigung erschienen die Zellkörper der CoCl2-behandelten 

H9c2-Zellen flächiger und runder als die mock-behandelten Kontrollen (siehe Abbil-

dung 13 a+b). Letztere stellten sich gedrungener und mit eher kantigen Zellgrenzen 

dar.  In einigen H9c2-Zellen wies die Färbung für gespaltenes Cytokeratin 18 (ZK 18) 

unmittelbar nach der Behandlung mit CoCl2 eine spezifische Fluoreszenz auf (siehe 

Abbildung 13 b). In den mock-behandelten Kontrollen hingegen wurde kein relevantes 

Signal für gespaltenes ZK 18 beobachtet  (siehe Abbildung 13 b). 

48 Stunden nach der Behandlung mit CoCl2 waren deutliche Unterschiede zwischen der 

normothermen und der hypothermen Gruppe festzustellen: Die Zellkörper der gekühlten 

Proben erschienen gedrungener, das Kern-Plasma-Verhältnis war zugunsten des Kerns 

verschoben und die Zelldichte lag höher. In den hypothermen H9c2-Zellen stagnierte 

das Ausmaß der ZK-18-Spaltung auf dem Niveau von 24 Stunden. Die Fluoreszenz war 

diffus und schwach über den gesamten Zellkörper nachzuweisen (siehe Abbildung 13 

e+f). Die normothermen H9c2-Zellen präsentierten sich weiterhin mit flächigen, runden 

Zellkörpern und unverändertem Kern-Plasma-Verhältnis (siehe Abbildung 13 c+d). 

Hier wurden Zellrudimente aus Kernen ohne Zellkörper beobachtet (siehe Abbildung 

13 c, Pfeil) und ausgedehnte Lücken im Zellverband festgestellt. Des Weiteren wurde 

eine Akkumulation von gespaltenem ZK-18 perinukleär beobachtet. 

 

4.8 Einfluss eines β-Agonisten (Isoprenalin) auf H9c2-Zellen nach einer 

CoCl2-Behandlung 

In Anlehnung an den Einsatz von Katecholaminen im Rahmen von Reanimationsmaß-

nahmen wurde deren Einfluss auf das Zellüberleben von Kardiomyoblasten nach hypo-

xischem Schaden anhand von Isoprenalin untersucht (siehe Abschnitt 1.6.1, S. 13). In 

Vorversuchen wurde die Zytotoxizität des unspezifischen β-Agonisten Isoprenalin auf 

H9c2-Zellen charakterisiert. Die Arbeitskonzentration wurde aufgrund der bisherigen 

Datenlage101, 102 und den Ergebnissen der erwähnten Vorversuche auf 10µM festgelegt 

(siehe Abschnitte 1.6.1 und 3.6.4, S. 13 und 30).  

Die Zahl überlebender Zellen 24 Stunden nach CoCl2-Behandlung ist sowohl nach 

sechs als auch nach 24 Stunden in den Proben mit ISO und ohne ISO gleich (siehe Ab-

bildung 14). Unterschiede wurden für CoCl2+37°C ohne ISO zu CoCl2+34°C ohne ISO 

und CoCl2+37°C mit ISO beobachtet.  
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Abbildung 14: Einfluss der additiven Isoprenalin-Applikation auf das Überleben von H9c2-Zellen. 

Zellüberleben von H9c2-Zellen nach einer CoCl2-Behandlung mit anschließender Inkubation für 24 Stun-

den mit Isoprenalin unter Hypothermie und Normothermie. Alle gezeigten Proben wurden mit CoCl2 be-

handelt. x-Achse: Isoprenalin-Konzentration in µM. y-Achse: Zellüberleben in % ± SD. mock+37° = 100%. 

Kontrolle = mock+37°C-ISO = 100% [±SD]. Es gibt innerhalb einer Temperaturgruppe keinen signifikan-

ten Unterschied durch die Inkubation mit Isoprenalin. Beide Proben hypothermer H9c2-Zellen weisen 

eine signifikant höhere Zellzahl auf als 37°C-ISO. Zu 37°C+ISO gibt es keinen signifikanten Unterschied. * 

p < 0,05, ** p < 0,01.  

 

4.9 Einfluss von Propofol auf H9c2-Zellen nach einer CoCl2-Behandlung 

Die klinische Hypothermie-Behandlung von erfolgreich reanimierten Patienten nach ei-

nem Herzkreislaufstillstand erfolgt in Sedierung und Relaxation. Daher wurde auch die 

Wirkung von Propofol auf das Apoptoseverhalten von CoCl2-behandelten H9c2-Zellen 

untersucht  (siehe Abschnitte 1.6.2 und 3.6.4, S. 14 und 30). 

Für keine Konzentration von Propofol wurde ein signifikanter Unterschied der Zellvitali-

tät gegenüber mock-behandelten H9c2-Zellen beobachtet (siehe Abbildung 15). So-

wohl unter Normothermie als auch unter Hypothermie lag die Zahl überlebender Zellen 

mit 500 µM Propofol unter den Proben mit 100 µM. Die Zahl überlebender Zellen lag 

den hypothermen Proben über fast allen normothermen Proben.  

Einzig die normothermen Proben mit 100 µM wiesen keinen signifikanten Unterschied 

zu den hypothermen Proben auf. 
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Abbildung 15: Einfluss der additiven Propofol-Applikation auf das Überleben von H9c2-Zellen. 

Zellüberleben von H9c2-Zellen nach einer CoCl2-Behandlung mit anschließender Inkubation für 24 Stun-

den mit Propofol unter Hypothermie und Normothermie. x-Achse: Propofol Konzentration in µM. y-

Achse: Zellüberleben in % ± SD. mock+37°C -PRO = 100%. Alle illustrierten Proben wurden mit CoCl2 

behandelt. Es gab innerhalb der Temperaturgruppen keinen signifikanten Unterschied durch eine Inku-

bation mit Propofol. * p < 0,05, ** p < 0,01. Kontrolle = mock+37°C-ISO = 100% 
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5 Diskussion 

5.1 Kardioprotektion nach Hypoxie 

Hypothermie ist eine vielseitig einsetzbare Methode in der traditionellen und aktuellen 

Medizin. So findet sie unterschiedliche medizinische Anwendungsbereiche: im herzchi-

rurgischen Bypassverfahren25, nach Asphyxie im Neugeborenenalter24 und nach erfolg-

reicher kardiopulmonaler Reanimation12, 24, 25. Der Einsatz der therapeutischen Hypo-

thermie erfolgt in diesen Fällen primär zu Neuroprotektion11, 12. Allerdings könnten auch 

andere Hypoxie anfällige Organe von der systemischen Applikation einer Hypothermie 

profitieren. Im klinischen Management reanimierter Patienten gilt es neurologische 

Schäden und eine Kreislaufinstabilität zu vermeiden128. Kardioprotektion könnte nach 

erfolgreicher Reanimation einen Beitrag leisten die Mortalität der Patienten entschei-

dend zu senken, indem der Myokardschaden verringert und dadurch der Kreislauf stabi-

lisiert wird. Die unzureichende Studienlage erfordert eine weitergehende Untersuchung 

der Möglichkeiten zur Kardioprotektion. Das Myokard wird durch eine Hypoxie zweizei-

tig geschädigt. Dies geschieht zum einen während der Hypoxie und zum anderen nach 

Reoxygenierung. Die Homöostase der Zelle wird durch eine insuffiziente Atmungskette 

und anfallende Sauerstoffradikale gestört129, 130. Abhängig von der Stärke des hypoxi-

schen Reizes und der zellulären Konstitution überlebt die Zelle oder erleidet den Zell-

tod.  

Anhand des eigens für diese Studie konzipierten in vitro-Modells wurde untersucht, ob 

eine milde Hypothermie (34°C) nach imitierter Hypoxie kardioprotektiv wirken könnte. 

Mittels Kardiomyoblasten (H9c2-Zellen) wurde gemäß einem Zeit-Temperatur-

Protokolls die hypoxische Schädigung des Myokards und die darauffolgende therapeu-

tische Hypothermie simuliert. Anschließend erfolgten Untersuchungen des Zellscha-

dens, der Zellvitalität und des Apoptoseverhaltens . Zusätzlich wurde der mögliche Ein-

fluss des Katecholamins Isoprenalin und des Sedativums Propofol auf das Überleben 

geschädigter und H9c2-Zellen analysiert. 

 

5.2 Zellüberleben im in vitro-Modell 

Das in vitro-Modell muss die Hypoxie des Myokards und Hypothermie in Anlehnung an 

die klinische Fragestellung simulieren können. Dabei wurde mit Kobaltchlorid (CoCl2) 
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ein etablierter Imitator der Hypoxie für in vivo- und in vitro-Modelle eingesetzt36-39, 42, 45, 

46. Es bestehen jedoch mehrere wesentliche Unterschiede des im Rahmen dieser Arbeit 

erstmalig vorgestellten Hypoxiemodells zu vorhergehenden Studien mit CoCl2. Die Fra-

gestellung der vorliegenden Arbeit impliziert einen kurzen und zeitlich begrenzten hypo-

xischen Reiz sowie eine anschließende therapeutische Hypothermie. So belief sich die 

Behandlung vergleichsweise bei Vengellar et al. Fibroblasten auf 48 Stunden mit 100 

µM CoCl2, während sie in dem vorgestellten Modell lediglich eine Stunde betrug37. Nach 

Versuchen zur Charakterisierung einer einstündigen CoCl2-Behandlung wurde eine Ar-

beitskonzentration von 30 mM ausgewählt, die sowohl einen beträchtlichen Zellschaden 

hervorruft als auch nach 24 Stunden eine ausreichende Menge an überlebenden Zellen 

gewährleistet (siehe Abschnitt 4.2, S. 36). Daher unterscheidet sich das vorgestellte 

Hypoxiemodell von der beschriebenen Anwendung des CoCl2 sowohl in der vergleichs-

weise kurzen Behandlungsdauer als auch hohen Konzentration37, 38, 50, 119. Darüber hin-

aus verknüpft es erstmalig die CoCl2-Behandlung mit einer therapeutischen Hypother-

mie. Aufgrund dieser Unterschiede musste zunächst untersucht werden, ob das CoCl2 

trotz abweichenden Konditionen auch in dem hier entwickelten Modell tatsächlich Hy-

poxie ähnliche Prozesse simuliert. 

Die morphologischen Untersuchungen und quantitative Bestimmung der vitalen Zellen 

zeigten 24 Stunden nach der Behandlung mit zunehmender CoCl2-Konzentration eine 

geringere Zahl vitaler H9c2-Zellen (siehe Abschnitt 4.2, S. 36). Es galt die Ursache für 

diese Beobachtung zu eruieren, da für H9c2-Zellen als Kardiomyoblasten auch die 

Proliferationseigenschaften berücksichtigt werden müssen28, 29. Deswegen erfolgte eine 

Differenzierung zwischen Zellschaden und einer verminderten Proliferation. In der 

Propidiumjodidfärbung und auch in der Untersuchung intrazellulärer Signalwege wurde 

ein Zellschaden nach der CoCl2-Behandlung und eine Aktivierung der intrinsischen 

Apoptose beobachtet (siehe Abschnitte 4.3, 4.6 und 4.7, S. 39, 43 und 48).  

Hypoxie, ob in physikalischer oder chemisch induzierter Form, konnte eine mögliche 

Ursache für den beobachteten Schaden der H9c2-Zellen sein. Um den Charakter des 

Zellschadens im Rahmen des in vitro-Modells zu untersuchen, wurde daher ein Hypoxie 

spezifisches Protein betrachtet (siehe Abschnitt 4.4, S. 41). Der Hypoxia Inducible 

Factor-1 (HIF-1)  ist einer von mehreren wichtigen Proteinen, die durch eine mangelnde 

Oxygenierung die Signalwege und den Stoffwechsel der Zelle maßgeblich beeinflus-

sen44 (siehe Abschnitt 1.4.1, S. 5). Der Transkriptionsfaktor HIF-1 akkumuliert unter 
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Hypoxie und wird bei Reoxygenierung wieder abgebaut131. In der immuncytochemi-

schen Färbung von H9c2- Zellen konnte 15 Minuten nach Beendigung der einstündigen 

CoCl2-Behandlung die Stabilisierung von HIF-1α, einem Bestandteil des Dimers HIF-1 

nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 4.4, S. 41). Die mit Immunofluoreszenz spezi-

fisch gefärbten HIF-1α-Moleküle stabilisierten im gesamten Zytosol und akkumulierten 

vor allem in Kernnähe. Die Färbung mock-behandelter Zellen (Normalmedium) zeigte 

hingegen keine spezifische Färbung. Der Nachweis einer erhöhten Konzentration des 

Hypoxia Inducible Factor-1 (HIF-1) in CoCl2-behandelten Zellen lässt auf die Induktion 

Hypoxie typischer intrazellulärer Signalwege schließen und deckt sich mit den Ergeb-

nissen früherer Untersuchungen37, 38, 50, 119, 131. Somit ist CoCl2 auch mit einer Konzent-

ration von 30 mM als Imitator der Hypoxie im in vitro-Modell suffizient. Die mit CoCl2 

imitierte Hypoxie führte zur Vitalitätsabnahme und zum Zelltod der H9c2-Zellen. Dieses 

Ergebnis deckt sich mit der vorausgehenden Datenlage 36, 116, 117.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass es möglich ist Effekte der Hypothermie und ausgewähl-

ter Medikamente auf Hypoxie geschädigte Kardiomyoblasten anhand des neu entwi-

ckelten in vitro-Modells zu untersuchen. 

 

5.2.1 Zellüberleben nach Behandlung mit CoCl2 und milder Hypothermie   

Die Ergebnisse oben angeführter, bisheriger Untersuchungen können um neue Be-

obachtungen zum Einfluss der therapeutischen Hypothermie auf das Überleben von 

H9c2-Zellen nach einer Hypoxie erweitert werden. Das Ausmaß des beobachteten 

Schadens war in H9c2-Zellen sowohl unter Hypothermie als auch unter Normothermie 

über den gesamten Beobachtungszeitraum fortschreitend. Während sich dies  mit der 

vorhandenen Datenlage noch deckt, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit dar-

über hinaus in den therapeutisch gekühlten H9c2-Zellen 24 Stunden nach CoCl2-

Behandlung eine signifikant höhere Zahl vitaler Zellen beobachtet werden. Lin et al. hat-

ten einer höhere Zellvitalität durch den prophylaktischen Einsatz von Hypothermie wäh-

rend einer ischämischen Schädigung von H9c2-Zellen beobachtet132. Huang et al hat-

ten in einem Modell mit H9c2-Zellen oxidativen Stress simuliert und konnten durch vor-

herigen Beginn einer Kühlung auf 31°C ebenfalls einen protektiven Effekt für prophylak-

tische Hypothermie beobachten133. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen 

jedoch, dass Hypothermie trotz Anwendungsbeginn nach der Hypoxie eine effiziente 
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Methode ist, um die Vitalität von Kardiomyoblasten zu erhöhen. Mochizuki et al. hatten 

berichtet, dass im Tiermodell einer linksventrikulären Ischämie eine therapeutische Hy-

pothermie von 34°C das Infarktareal von 54,2% auf 23,5% reduziert134. Im in vitro-

Modell der vorliegenden Arbeit konnte allerdings sechs Stunden nach CoCl2-

Behandlung kein statistisch signifikanter Unterschied in der Zellzahl normothermer und 

hypothermer H9c2-Zellen festgestellt werden. Dies lässt vermuten, dass der zelluläre 

Mechanismus der hypothermen Kardioprotektion länger als sechs Stunden benötigt, um 

ein signifikanten Effekt auf die Vitalität zu entwickeln. Die Möglichkeit einer solchen dy-

namischen Entwicklung der Kardioprotektion erfordert eine Charakterisierung in weite-

ren Untersuchungen.  

 

5.2.2 Einfluss von Propofol und Isoprenalin auf das Zellüberleben 

Ein weiteres Ziel der Studie war die Untersuchung des Einflusses zweier Wirkstoffgrup-

pen auf Hypoxie geschädigte H9c2-Zellen, die im Rahmen einer intensivmedizinischen 

Behandlung zum Einsatz kommen.  

Im Rahmen der therapeutischen Hypothermie wird eine Sedierung und Relaxation der 

Patienten aufrechterhalten, um ein Muskelzittern zu verhindern11, 12. Nach Midazolam ist 

Propofol das am häufigsten eingesetzte Sedativum in deutschen Intensivpflegeeinrich-

tungen107. In Tier- und in vitro-Modellen wurde unter oxidativem Stress eine protektive 

Wirkung Propofols auf das Myokard beschrieben111-113, 135. Hierbei soll insbesondere die 

verstärkte Expression von Bcl-2 eine wichtige Rolle spielen113, 135. Der Effekt einer si-

multanen Anwendung von Propofol und Hypothermie auf Hypoxie geschädigte H9c2-

Zellen wurde anhand des vorliegenden Zeit-Temperatur-Protokolls untersucht. Die Be-

handlung der H9c2-Zellen mit 30 mM CoCl2 und eine anschließende Inkubation mit ver-

schiedenen Konzentrationen von Propofol (50 µM, 100 µM, 500 µM) führten zu uner-

warteten Ergebnissen. Gemäß der Datenlage war zu erwarten, dass zumindest eine 

Propofol-Probe nach einer Hypoxie durch den beigesetzten Wirkstoff eine höhere Zellvi-

talität aufweist als mock-behandelte Kontrollen (Normalmedium). 

Interessanterweise zeigte die Inkubation mit Propofol im vorliegenden in vitro-Modell für 

keine der untersuchten Konzentrationen und Temperaturgruppen einen signifikanten 

Effekt auf die Zellzahl (siehe Abschnitt 4.9, S. 51). Diese Beobachtung weicht daher 

von den vorher angeführten Ergebnissen ab111-113, 135. Tendenziell lag die Zahl vitaler 
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Zellen sowohl unter Normothermie als auch unter Hypothermie für alle untersuchten 

Konzentrationen höher als unter mock-Inkubation. Am deutlichsten beobachtete man 

diesen Trend unter Normothermie mit 50 µM Propofol und unter Hypothermie mit 100 

µM Propofol. Durch die Inkubation normothermer H9c2-Zellen mit Propofol aller Kon-

zentrationen wurde der signifikante Unterschied zu hypothermen H9c2-Zellen aufgeho-

ben. Die Zellvitalität von H9c2-Zellen mit 500 µM Propofol lag in der Tendenz niedriger 

als mit 50 µM oder 100 mM. Unter Hypothermie ist diese Beobachtung deutlicher aus-

geprägt gewesen als unter Normothermie. Das Zellüberleben in der Gruppe hypother-

mer Zellen mit 500 µM ist soweit gesunken, dass ähnlich der alleinigen Hypothermie-

Monotherapie kein Unterschied zu den normothermen Gruppen mit Propofol besteht. Es 

sollte graduiert  im Bereich von 50 µM und 100 µM nach einem möglichen protektiven 

Effektmaximum des Propofol geforscht werden. Die Beobachtung einer sinkenden Zell-

zahl in hoher Konzentration des Propofols kann auch für die Untersuchung möglicher 

zytotoxischer Mechanismen von Interesse sein.  

Die Gabe von Katecholaminen ist in den Leitlinien für erweiterte lebensrettende Maß-

nahmen festgehalten und hat sich in der Stabilisierung der Hämodynamik bewährt99. 

Jedoch zeigen bisherige Studien kontroverse Ergebnisse zur Wirkung von Katechola-

minen auf die Zellvitalität: Einige Untersuchungen haben für steigende Konzentrationen 

mehrerer Katecholamine zytotoxische Effekte gezeigt101, 102. Andere Studien hingegen 

haben eine zytoprotektive Wirkung durch die Aktivierung adrenerger Rezeptoren be-

legt103, 105. Eine mögliche Erklärung der gegensätzlichen Ergebnisse bieten die Be-

obachtungen von Zaugg et al102. Diese legen nahe, dass eine zytotoxische Wirkung am 

ehesten durch die Aktivierung von  β1-Adrenozeptoren vermittelt wird und β2-

Adrenozeptoren in dieser Hinsicht eine untergeordnete Rolle spielen: Die Katechola-

minwirkung sei daher abhängig vom Typ der aktivierten Adrenozeptoren. H9c2-Zellen 

verfügen sowohl über β1- als auch β2-Adrenozeptoren136.  

Im vorliegenden in vitro-Modell wurde die Wirkung des unselektiven β-Agonisten Isop-

renalin auf das Überleben Hypoxie geschädigter H9c2-Zellen untersucht. Vorversuche 

zeigten eine Erhöhung der Zellaktivität mit steigender Konzentration des Isoprenalins. 

Aufgrund der Ergebnisse und der vorbeschriebenen Anwendung im Rahmen von in vit-

ro-Modellen103, 105, 137 wurden 10 µM als Arbeitskonzentration des Isoprenalins ausge-

wählt. Mit 10 µM wurde der höchstmögliche Wirkungsspiegel ausgewählt, der keine 

signifikante Auswirkung auf die Zellaktivität hatte. Im vorliegenden in vitro-Modell zeigte 
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die Inkubation mit 10 µM Isoprenalin überraschend keinen signifikanten Effekt auf das 

Überleben CoCl2-behandelter gegenüber mock-behandelten Proben der gleichen Tem-

peratur (siehe Abschnitt 4.8, S. 50).  Weder wurde ein zytotoxischer noch ein protekti-

ver Effekt beobachtet. In der statistischen Analyse gleicht die zusätzliche Inkubation mit 

Isoprenalin den signifikanten Unterschied zwischen Hypoxie behandelten hypothermen 

und normothermen Zellen aus. 

 

5.3 Apoptose nach einer simulierten Hypoxie 

5.3.1 Wirkung der milden Hypothermie auf Bcl-2-Proteine 

Die Bcl-2 Proteinfamilie spielt eine herausragende regulatorische Rolle für die Permea-

bilität der äußeren Mitochondrienmembran und die intrinsische Apoptose63, 65, 66. Bcl-2 

und Bcl-2 associated protein (Bax) sind antagonistisch wirkende Mitglieder dieser Pro-

teinfamilie (siehe Abschnitt 1.5.1, S. 9). Im vorliegenden in vitro-Modell konnte unter 

Hypothermie eine niedrigere Expression des pro-apoptotischen Bax beobachtet wer-

den. Die Regulation des pro-apoptotischen Proteins Bax hat nach sechs Stunden unter 

Hypothermie einen Trend zur Reduktion und nach vierundzwanzig Stunden eine signifi-

kante Verminderung gezeigt (siehe Abschnitt 4.6.1, S. 43). Die Ergebnisse zeigen trotz 

hoher Standardabweichung der einzelnen Proben, dass die Hypothermie durchaus früh 

die Regulation des pro-apoptotischen Proteins Bax zu beeinflussen vermag. Die Ar-

beitsgruppe für Grundlagenforschung in der Kinderkardiologie hatte gezeigt, dass oxi-

dativer Stress während einer Phase tiefer Hypothermie (20°C), der sogenannten pro-

phylaktischen Hypothermie, weniger Apoptose auslöst als unter Normothermie138. Aller-

dings unterscheidet sich die milde Hypothermie (34°C) des vorliegenden in vitro-

Modells schon per se von der tiefen Hypothermie der erwähnten Untersuchungen 

(20°C). 

Daher liegt eine neue Erkenntnis der vorliegenden Arbeit hinsichtlich des Proteins Bax 

darin, dass bereits eine Kühlung von H9c2-Zellen um 3°C die Bax-Expression im Sinne 

einer anti-apoptotischen Wirkung effektiv senkt. Darüber hinaus ist eine weitere neue 

Feststellung, dass auch die therapeutische Hypothermie in H9c2-Zellen nach einer Hy-

poxie die Regulation des Bax deutlich senkt.   
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Bcl-2 wirkt als Antagonist von Bax, indem es die Wirkung pro-apoptotischer BH3-

Proteine inhibiert und die Oligomerisierung von Bax an der mitochondrialen Membran 

direkt hemmen kann66, 87. Nach simulierter Hypoxie hat sich die Expression von Bcl-2 

sechs Stunden nach simulierter Hypoxie unter Normothermie und Hypothermie nicht 

unterschieden. Nach vierundzwanzig Stunden war jedoch die Expression von Bcl-2 un-

ter Hypothermie signifikant niedriger (siehe Abschnitt 4.6.1, S. 43).  

Diese Beobachtung weicht von der bisherigen Datenlage ab, die eine stärkere Expres-

sion von Bcl-2 in Hypothermie behandelten Zellen zeigte138. Allerdings unterscheidet 

sich das erwähnte  in vitro-Modell durch den Einsatz einer prophylaktischen Hypother-

mie, bei der die Zellen erst in der Kühlungsphase einer Noxe ausgesetzt wurden. Die 

erhöhte Expression des Bcl-2 wurde nach der Wiedererwärmung zuvor gekühlter  Zel-

len gemessen. Ein weiterer Unterschied neben der zeitlichen Anwendung ist die Tiefe 

der Hypothermie. Die Abweichung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und der vor-

beschriebenen Studie  in der Bcl-2-Regulation ist daher am ehesten auf einen der bei-

den angeführten Faktoren zurückzuführen. Beide Möglichkeiten wären für weitergehen-

de Untersuchungen von Interesse. Zum einen könnte eine unterschiedliche Graduie-

rung der Hypothermie dasselbe Protein in unterschiedliche Richtungen regulieren, zum 

anderen könnten prophylaktische und therapeutische Hypothermie unterschiedliche 

zelluläre Mechanismen beeinflussen, die dennoch jeweils einen protektiven Effekt ent-

wickeln. 

Die Regulation einzelner Proteine der Bcl-2-Familie verfügt nur über eine geringe Aus-

sagekraft zur Freisetzung von Cytochrom C und dem Fortgang der intrinsischen 

Apoptose, da diese im Zusammenspiel antagonistischer Bcl-2-Proteine reguliert wer-

den. Das Verhältnis der Aktivität aller Bcl-2 Proteine besitzt daher eine größere Aussa-

gekraft als einzelne Bestandteile des Systems. Aufgrund der inzwischen bekannten wei-

ten Verzweigung der teilhabenden Proteine, wurde bereits in anderen Studien stellver-

tretend das Verhältnis der antagonistischen Hauptakteure wie Bax und Bcl-2 unter-

sucht93. Die Ratio Bax / Bcl-2 kann zwar nicht uneingeschränkt den weiteren Ablauf der 

intrinsischen Apoptose widergeben, aber dennoch als Apoptoseindikator fungieren.  

Im vorliegenden in vitro-Modell sinkt unter Hypothermie die Expression des pro-

apoptotischen Bax  verhältnismäßig schneller und stärker als die des anti-apoptotischen 

Bcl-2.  Die Expression des Bcl-2 ist nach sechs Stunden bei normothermen und hypo-

thermen Zellen ähnlich. Da die beobachtete Senkung nach vierundzwanzig Stunden 
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unter Hypothermie in ihrem Umfang kleiner ist als die des Bax, ist die Ratio Bax / Bcl-2 

ist unter Hypothermie zugunsten von Bcl-2 verschoben. Die vorliegende Arbeit zeigt, 

dass die anti-apoptotische Wirkung der Hypothermie auf die untersuchten Bcl-2 Protei-

ne insgesamt überwiegt. 

   

5.3.2 Wirkung der milden Hypothermie auf die Caspase 3 

Die Caspase 3 nimmt sowohl für die intrinsische als auch für die extrinsische Apoptose 

eine Schlüsselfunktion ein, indem sie weitere sogenannte exekutive Caspasen (Caspa-

se 6 und 7) aktiviert69. Die Regulation der Caspase 3 bietet daher einen Einblick in die 

Apoptoseaktivität einer Zelle (siehe Abschnitt 1.5.2, S. 12).  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sowohl sechs als auch vierund-

zwanzig Stunden nach simulierter Hypoxie unter Hypothermie eine signifikant niedrigere 

Caspase 3-Aktivität als in normothermen Kontrollen vorliegt (siehe Abschnitt 4.6.2, S. 

46). Außerdem weisen sie darauf hin, dass Hypothermie per se keinen Reiz für eine 

Apoptose darstellt.  Die Aktivität der exekutiven Caspasen konnte durch die immunzyto-

chemische Untersuchung gespaltenen Keratins 18 qualitativ nachgewiesen werden, 

wobei unter Normothermie eine größere Menge von Spaltprodukten beobachtet wurde 

als unter Hypothermie. Die proteolytische Spaltung des Caspasesubstrates hat sich 

durch die Hypothermie im zeitlichen Auftreten verzögert und im Ausmaß  vermindert 

gezeigt. Die quantitative Untersuchung der Caspase 3-Aktivität in H9c2-Zellen hat unter 

Hypothermie eine signifikante Reduktion sechs und 24 Stunden nach simulierter Hypo-

xie aufgewiesen.  

Interessanterweise ist der beobachtete Unterschied in der Caspase 3-Aktivität nach 

sechs Stunden größer als nach vierundzwanzig Stunden gewesen. Dies kann gemein-

sam mit der erhöhten Zellvitalität (siehe Abschnitt 4.5, S. 42) darauf hinweisen, dass 

die therapeutische Hypothermie sehr früh nach dem Schaden die Regulation der 

Apoptose im Sinne einer Zellprotektion beeinflusst, wobei dieser Effekt im Verlauf ab-

nimmt.  

So ergibt sich das Bild eines Zeitfensters in der Applikation der therapeutischen Hypo-

thermie nach hypoxischer Schädigung, das sowohl auf das in vitro-Modell als auch auf 

klinische Beobachtungen beim Einsatz der therapeutischen Hypothermie zutrifft139, 140. 

Sowohl in-vivo al auch in vitro hat die frühzeitige Kühlung einen erheblichen Einfluss auf 
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das Ausmaß der Protektion. Die Analogie der klinischen Beobachtungen und des unter-

suchten zellulären Mechanismus‘ legen weitere Zusammenhänge in der Anwendung 

therapeutischer Hypothermie nahe, die untersucht werden müssen. Es gibt bisher keine 

evidenzbasierten Empfehlungen zum Einsatz der Hypothermie im Sinne der Kardiopro-

tektion141. Allein eine Subgruppe von Patienten mit AMI, die frühzeitig eine Körperkern-

temperatur von 35,8°C erreicht hatte, zeigten ein vermindertes Infarktareal141.  

Die herausragende Rolle der Zeit für die protektive Wirkung der therapeutischen Hypo-

thermie macht die Optimierung von klinischen Kühlungsprotokollen zu einem Hauptan-

liegen künftiger Forschungen. Dadurch könnten neue Einsatzgebiete der Hypothermie 

zur Kardioprotektion erschlossen werden. 

  



 

62 

 

6. Schlussfolgerung 

In der vorliegenden laborexperimentellen Promotionsarbeit wurde anhand eines in vitro-

Modells von Kardiomyoblasten (H9c2-Zellen) die Wirkung von simulierter Hypoxie und 

milder Hypothermie auf die Zellvitalität und intrazellulären Signalwege der Apoptose 

untersucht. Zusätzlich wurde der Einfluss eines β-Agonisten (Isoprenalin) und von 

Propofol auf die Zellvitalität analysiert. 

Das in vitro-Modell von Kardiomyoblasten ist gut geeignet, um unbekannte Aspekte der 

Hypothermie zu untersuchen. Anhand des vorliegenden Zellkulturmodells können 

grundlegende zelluläre Mechanismen der therapeutischen Hypothermie erforscht wer-

den. Solche Modelle dienen dem besseren Verständnis klinischer Beobachtungen und 

ermöglichen damit die Weiterentwicklung der Therapiemöglichkeiten. Jedoch kann ein 

Modell nicht die komplexe Physiologie und Pathophysiologie eines vollständigen Orga-

nismus widerspiegeln. Des Weiteren kann ein Hypoxie-Imitator wie CoCl2 nicht das 

vollständige Wirkungsspektrum einer Hypoxie darbieten. 

Die Anwendung milder Hypothermie zeigte in der vorliegenden Arbeit sowohl in der Re-

gulation als auch in der Exekution der intrinsischen Apoptose einen anti-apoptotischen 

Effekt. Dieser spiegelt sich in einer erhöhten Zellvitalität gegenüber normothermen Zel-

len wider. Wichtig für den beobachteten protektiven Effekt ist der frühzeitige Beginn der 

Hypothermie, da vor allem in den frühen Proben eine anti-apoptotische Regulation der 

Proteine beobachtet wurde. Interessanterweise zeigt die zusätzliche Gabe von Propofol 

oder Isoprenalin unter Hypothermie in diesem Modell keine Wirkung signifikanten Aus-

maßes auf die Zellvitalität.  
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7. Ausblick 

Mit dem Verständnis grundlegender Aspekte zellulärer Mechanismen können Studien in 

Tiermodellen und klinische Studien sinnvoll vorangetrieben werden. Nur auf diesem 

Weg ist die eine ethisch vertretbare Entwicklung neuer Konzepte zum Einsatz der Hy-

pothermie in der Therapie des hypoxischen Myokards zu ermöglichen. Daher bieten die 

erhobenen Ergebnisse und daraus resultierenden Erkenntnisse eine gute Basis für wei-

tergehende Untersuchungen.  

Klinisch ist neben der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Vitalität auch die Funktion 

des Myokards für die Hämodynamik von Bedeutung. So könnte die Untersuchung des 

zellulären Gehaltes an Calcium und ATP Hinweise auf den funktionellen Einfluss der 

Hypothermie auf Herzmuskelzellen liefern. Ein myokardiales in vitro-Modell einer kon-

trahierenden Zelllinie würde eine Untersuchung des chronotropen, inotropen und lusit-

ropen Einflusses der Hypothermie auf geschädigte Myokardzellen ermöglichen.  

Die Aktivität von p53 unter Hypothermie und die Wechselwirkung mit HIF-1α sind weite-

re interessante Aspekte. Des Weiteren könnten die Signalwege der regulierten Proteine 

weiter charakterisiert werden. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse böten die Möglich-

keit neue pharmakologische Interventionsstrategien zu erarbeiten. Die Entwicklung ei-

nes pharmakologischen Imitators der Hypothermie könnte deren Anwendung auch in 

Versorgungseinheiten ermöglichen, denen die Ausrüstung zur Durchführung und Über-

wachung einer physikalischen Hypothermie fehlt.  

Basierend auf den vorgestellten Ergebnissen wurden bereits weitere Untersuchungen 

initiiert. Das Zeit-Temperatur-Protokoll wurde inzwischen an neue klinische Leitlinien in 

der Anwendung der Hypothermie adaptiert. Die beobachteten Effekte der Hypothermie 

auf hypoxisch geschädigte Zellen werden nun in einer simulierten Ischämie untersucht. 

Diese beinhaltet neben einer physikalischen Hypoxie auch die Behandlung mit Man-

gelmedium. Die Wiedererwärmung gilt in der Anwendung von Hypothermie als kritische 

Phase. Daher wird im Rahmen weiterer Untersuchungen nun untersucht, inwiefern die 

kardioprotektiven Effekte therapeutischer Hypothermie durch unterschiedliche Modi der 

Wiedererwärmung zu beeinflussen sind.  
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8. Zusammenfassung 

Die vorliegende laborexperimentelle Promotionsarbeit wurde im Zeitraum vom 

1.01.2010 bis zum 30.04.2011 im Forschungslabor der Abteilung für angeborene Herz-

fehler und Kinderkardiologie des Deutschen Herzzentrums unter der Leitung von Frau 

PD Dr. Katharina R.L. Schmitt durchgeführt.  

Die therapeutische Hypothermie zur Neuroprotektion ist inzwischen ein etablierter Be-

standteil der Therapieleitlinien nach Asphyxie des reifen Neugeborenen und nach er-

folgreicher Reanimation Erwachsener bei einem Herzkreislaufstillstand aufgrund ventri-

kulärer Tachykardien23, 24. Die zellulären Mechanismen, die durch eine Hypoxie im zent-

ralen Nervensystem beeinflusst werden, weisen Ähnlichkeiten mit den pathologischen 

Mechanismen im hypoxischen Myokard auf15. Hypoxische Episoden des Myokards tre-

ten im Rahmen eines akuten Koronarsyndroms oder eines Herzkreislaufstillstandes auf. 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss milder Hypothermie (34°C) auf das Myo-

kard nach einer simulierten Hypoxie untersucht. Darüber hinaus erfolgte die Betrach-

tung einer zusätzlichen Behandlung mit dem Katecholamin Isoprenalin und dem Sedati-

vum Propofol auf das Zellüberleben nach Hypoxie. 

Eigens für diese Untersuchungen wurde ein in vitro-Modell von Kardiomyoblasten 

(H9c2-Zellen) entwickelt, welches eine Hypoxie des Myokards mit anschließender the-

rapeutischer Hypothermie simuliert. Die H9c2-Zellen wurden für eine Stunde mit dem 

Hypoxie-Imitator CoCl2 [30µM] behandelt und anschließend für 24 Stunden bei 34°C 

inkubiert. Zusätzlich wurden nach der simulierten Hypoxie einige H9c2-Zellen mit Isop-

renalin oder Propofol behandelt. Es erfolgte eine Analyse des Schadens, der Zellvitalität 

und intrazellulärer Signalwege zu mehreren Zeitpunkten bis zu 48 Stunden nach der 

simulierten Hypoxie.  

H9c2-Zellen weisen unter Hypothermie nach einer simulierten Hypoxie eine höhere 

Zellvitalität auf als mit normothermer Behandlung. Die zusätzliche Gabe von Propofol 

oder Isoprenalin zeigten in den untersuchten Dosen und Temperaturen keinen Effekt 

auf das Zellüberleben. Die selektive Untersuchung von Proteinen belegte eine Regula-

tion der intrinsischen Apoptose durch Hypothermie: Das Verhältnis der antagonistischen 

Proteine Bax (pro-apoptotisch) und Bcl-2 (anti-apoptotisch) wurde durch die Behand-

lung mit Hypothermie zugunsten von Bcl-2 verändert. Die Aktivität der Caspase 3, eines 

Schlüsselproteins der Apoptose, wurde durch die therapeutische Hypothermie reduziert. 
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Der beobachtete Effekt auf die Caspase 3-Aktivität war in der frühen Phase nach simu-

lierter Hypoxie stärker und nahm im Verlauf ab. Unter Hypothermie wurden Spaltpro-

dukte eines zytoskelettalen Caspase-Substrates (Cytokeratin 18) zeitlich verzögert und 

in geringerem Ausmaß beobachtet.  

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit zeigen, dass die frühzeitige Applikation milder 

Hypothermie (34°C) den Myokardschaden nach Hypoxie vermindern kann. Die kardi-

oprotektive Wirkung ist auf eine Regulation der Apoptose in der Frühphase nach der 

Hypoxie zurückzuführen.  Isoprenalin und Propofol zeigen im vorliegenden in vitro-

Modell keinen Einfluss auf das Zellüberleben. 
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9. Abstract 

Therapeutic hypothermia is an established method for treatment of newborn infants af-

ter perinatal asphyxia and resuscitation of adults from cardiac arrest following ventricu-

lar fibrillation. The pathogenic cellular mechanisms of hypoxic insult to the central nerv-

ous system and myocardium are similar. Myocardial hypoxia occurs in the context of 

acute coronary syndrome or cardiac arrest. This study analyzes the effect of mild hypo-

thermia (34°C) on myocardium after a hypoxic episode in vitro. Furthermore, the effect 

of isoprenaline or propofol in conjunction with mild hypothermia following hypoxia was 

investigated. 

An ad hoc in vitro model consisting of the H9c2 rat cardiomyoblast cell line was devel-

oped to investigate myocardial hypoxia and subsequent application of hypothermia. 

H9c2 cells were incubated with hypoxic mimetic agent CoCl2 [30 mM] at 37 °C for an 

hour followed by cooling to 34 °C for an additional 24 hours. Furthermore, a second 

sample group is treated with isoprenaline or propofol following induced hypoxia. Cell 

damage, viability, and intracellular signals in comparison to normothermic controls are 

investigated.  

Following simulated hypoxia, a significantly higher cell viability was shown in hypother-

mic groups as compared to normothermic controls. Treatment with isoprenaline or 

propofol showed no significant additional cardioprotective effect at the dosage analyzed. 

In fact, the addition of either drug further minimized the difference in viability between 

normothermic and hypothermic groups.  

In a study of the intrinsic apoptotic pathway, several proteins were verified to be regu-

lated by hypothermia.  The proportion of anti-apoptotic Bcl-2 to pro-apoptotic Bax 

changes in favor of increasing Bcl-2 in the hypothermic treated H9c2 cells. In addition, 

the level of activity for Caspase 3, a key protein for apoptosis, is reduced under hypo-

thermia. This effect was observed to a greater extent at the earlier time points following 

hypoxia and decreased throughout the duration of the experiment. Finally, fission prod-

ucts of the cytoskeletal caspase substrate, keratine 18, were seen with a delay and to a 

lesser extent in hypothermia treated cells. 

The results of this study demonstrate the cardioprotective effect of mild hypothermia 

(34°C), if applied immediately following hypoxic insult. This influence is mainly due to a 
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reduction in apoptotic activity at the early stages of cell damage. The additional applica-

tion of Isoprenaline and Propofol showed no effect on the cell viability. 

Whether the observed effect can be used in a clinical setting in order to reduce the 

overall mortality after resuscitation has to be investigated in further studies.
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