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Einleitung Die ischdmische Herzkrankheit ist weltweit die haufigste Todesursache. The-
rapeutische Hypothermie (TH) gilt als anerkannte Intervention zur Neuroprotektion bei
Patienten mit einer durch Herzkreislaufstillstand oder perinatale Asphyxie bedingten Ischdmie
des Gehirns. Der Einfluss von TH auf die myokardiale Ischdmie ist bisher nicht ausreichend
gekldrt. Auch wenn experimentelle in-vitro und in-vivo Studien auf kardioprotektive Ei-
genschaften hinweisen, konnte eine Verkleinerung des Infarktareals durch TH in klinischen
Studien bisher nicht nachgewiesen werden. In dieser Arbeit soll ein auf HL1-Zellen beruhendes
Ischamie-Reperfusions-Modell etabliert werden, um anschlieBend das protektive Potential
und mogliche Wirkmechanismen von TH genauer zu untersuchen.

Methoden Die kardiale Ischamie wurde durch Inkubation von HL1-Zellen unter 0,2 % Sau-
erstoff und Serum/Glukose-Entzug simuliert. Nach sechs Stunden wurden die geschiadigten
Zellen zur Simulation der Reperfusion (I/R) 21 % Sauerstoff und Néhrmedium ausgesetzt.
Hypothermie wurde nach zwei verschiedenen Protokollen induziert. 1.) Post-ischdmisch
(PITH) mit 33,5 °C fur 24 Stunden initiiert mit Beginn der simulierten Reperfusion 2.)
Intra-ischamisch (IITH) mit 33,5 °C fiir 24 Stunden beginnend wéhrend der simulierten
Ischamie und aufrechterhaltend bis zum Ende der I/R. Die Zellviabilitdt wurde anhand der
Freisetzung von LDH und Troponin untersucht. Die mitochondriale Aktivitdt wurde mit
Hilfe des ATP-Gehalts und der MMT-Reduktion analysiert. Regulationen der apoptotischen
Faktoren Caspase3 und ERK1/2 sowie des Kélteschockproteins RBM3 wurden durch Western
Blots analysiert und der mRNA-Gehalt von RBM3 und iNOS durch qRT-PCR gemessen.

Ergebnisse Die Simulation von Ischdmie und I/R fiihrte zu einem vermehrten Zellunter-
gang, welcher durch einen Anstieg der LDH- und Troponin-Freisetzung festgestellt wurde.
AuBlerdem wurde eine mitochondriale Dysfunktion beobachtet, die sich durch einen erniedrig-
ten ATP-Gehalt und erniedrigte MTT-Reduktion zeigte. II'TH, nicht aber PITH, verminderte
den durch die simulierte Ischdmie und I/R ausgelosten Zelluntergang und fithrte zu einem
erhohten ATP-Gehalt und erhéhter MTT-Reduktion. Die Aktivierung der proapoptotischen
Caspase3 durch I/R wurde mittels IITH abgeschwiicht. Weiterhin zeigte sich ein Trend zur
RBM3-Induktion durch IITH. Der iNOS-mRNA-Gehalt wurde durch I/R erhoht und durch
IITH vermindert.

Schlussfolgerungen Es wurde ein Modell aus ischdmischen HL1-Kardiomyozyten zur
Untersuchung des Einflusses von TH etabliert. IITH erwies sich als vielversprechende Inter-
vention zum Schutz vor ischdmischem Zelluntergang. Vermittelt wird der protektive Effekt
vermutlich durch die Abschwéchung der mitochondrialen Dysfunktion und der Apoptose. Die
genaue Rolle der RBM3- und iNOS-Regulation sollte weiter erforscht werden. Die vorliegenden
Daten unterstiitzen die Annahme, dass TH in den klinischen Studien bisher zu spét induziert

wurde, um eine messbare Kardioprotektion zu bewirken.
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ABSTRACT

Introduction Ischemic heart disease is the most common cause of death worldwide.
Therapeutic hypothermia (TH) is an acknowledged intervention for neuroprotection for
patients suffering from ischemic brain injury due to cardiac arrest or perinatal asphyxia.
However, its effect on myocardial ischemia remains unclear. Albeit some experimental in-vitro
and in-vivo studies have shown cardioprotective properties, clinical trials failed to show a
decrease in infarct size by moderate hypothermia. The objective of this study is to introduce
a model of ischemia/reperfusion injury in HLI1-cardiomyocytes to further investigate the
cardioprotective potential of TH and elucidate possible mechanisms in action.

Methods Cardiac ischemia was simulated by exposing HL1-cells to 0.2 % oxygen and
serum-glucose-free medium. After 6 h, the injured cells were re-oxygenated with 21 % oxygen
in complete medium to mimic reperfusion. Hypothermia was induced according to two
different protocols: 1.) Post-ischemic cooling (PITH) to 33.5 °C for 24 h initiated at the start
of simulated reperfusion. 2.) Intra-ischemic cooling (IITH) to 33.5 °C for 24 h initiated during
simulated ischemia and maintained throughout the I/R-phase. Cell viability was determined
by release of LDH and troponin. Mitochondrial activity was assessed by intracellular ATP-
content and MTT-reduction. Regulation of apoptotic factors caspase3 and ERK1/2 and
cold-shock protein RBM3 was analyzed by Western blot and iNOS- and RBM3-mRNA-levels
were measured by qRT-PCR.

Results Simulation of ischemia and I/R resulted in increased cell death as seen in higher
LDH- and troponin-releases and in mitochondrial impairment noted by decreased ATP-
content and MTT-reduction. IITH, but not PITH, attenuated ischemia and I/R induced
cell death and maintained higher ATP-contents and higher MTT-reduction levels. The
activation of proapoptotic caspase3d was reduced by IITH. Furthermore, there was a trend for
RBM3-upregulation by IITH. INOS-mRNA content was elevated by I/R and decreased by
TH.

Conclusions A suitable model of ischemic HL1-cells for the investigation of the impact of
hypothermia was established. IITH is a promising intervention for the salvage of ischemic
cardiomyocytes from cell death, which is apparently mediated by the prevention of mitochon-
drial dysfunction and apoptosis. Further research is needed to explore the role of RBM3- and
iNOS-regulations. The presented data support the assumption that TH was induced to late

in clinical trials to convey protection.
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2.1 Myokardiale Ischamie

2.1.1 Klinischer Hintergrund

Jedes Jahr sterben weltweit circa 8,1 Millionen Menschen an den Folgen einer ischdmischen
Herzkrankheit (IHK).[1] Die Erkrankung ist fiir 14,8 % aller Todesfille verantwortlich und
somit global die Haupttodesursache.|[1]

Zwar haben neue Interventionsstrategien mit beschleunigter Reperfusion des unterversorgten
Myokards und ein optimiertes Management der auftretenden Komplikationen die Uber-
lebensrate akuter Zusténde der isch&mischen Herzerkrankung in den vergangenen Jahrzehnten
verbessert, die Prévalenz der Herzinsuffizienz als lingerfristige Folge der kardialen Ischémie
und die daraus resultierende Morbiditdat und Mortalitét sind aber weiter ansteigend.[1-4] So
erkranken etwa 25 % der Patienten mit akutem Myokardinfarkt (AMI) nachfolgend an einer
Herzinsuffizienz.[2] 1990 nahm die ischdmische Herzerkrankung auf der Global Burden of
Disease Liste der WHO, die sowohl Sterblichkeit als auch Einschréankungen der Lebensqualitét
beriicksichtigt, noch Rang vier ein. Im Jahre 2010 stand sie auf dem ersten Rang, was
auf eine absolute Zunahme der durch Behinderung und Tod von der durchschnittlichen
Lebenserwartung abweichenden Lebensjahre um 29 % zuriickzufiihren ist.[5]

Die ischdmische Herzkrankheit beruht auf einer verminderten Versorgung des Myokards
mit Blut. Wird die Durchblutungsstorung des Myokards nur bei vermehrter Belastung in
Form von Brustschmerzen symptomatisch, so spricht man von einer stabilen Angina Pectoris.
Als instabile Angina Pectoris bezeichnet man hingegen eine erstmals auftretende Angina
Pectoris oder eine bei korperlicher Ruhe auftretende Symptomatik. Fiihrt die Ischamie zu
einem Gewebsuntergang, spricht man von einem Myokardinfarkt.

Die Hauptursache der ischdmischen Herzkrankheit beruht auf einer Arteriosklerose der
Koronargefiae. Auch ein Herzkreislaufstillstand (HKS) geht mit einer globalen Ischdmie des
Myokards einher.[6] Daraus kann nach erfolgreicher Wiederbelebung ein als Post-cardiac-arrest-
myocardial-dysfunction-Syndrom bezeichneter Zustand resultieren, der zu den schlechten
Uberlebensraten des HKS beitriigt.[6] Klinisch kann sich das Syndrom unter anderem in einem
verringerten Schlagvolumen, Hypotension und Herzrhythmusstorungen manifestieren.[6] Der
Grofiteil der auBerhalb des Krankenhauses stattfindenden HKS hat eine kardiale Genese,
wobei die myokardiale Ischdamie die Hauptursache darstellt.[7]

Im Vordergrund bisher etablierter Interventionsstrategien bei akuter Ischdmie steht die
moglichst frithe Reperfusion des ischdmischen Myokards.[8] Hierzu wird je nach Situation
neben der bevorzugten perkutanen Koronarintervention (PCI) eine pharmakologische Fibrino-
lyse oder eine Koronararterien-Bypass-Operation empfohlen.[8] Pharmakologisch konnte fiir
verschiedene Arzneistoffe bei kurz- oder langfristiger Gabe ein positiver Effekt in Bezug auf
die Senkung der Mortalitdt und Morbiditdt nachgewiesen werden. Hierzu gehort sowohl eine
Antikoagulation als auch eine Pldttchenaggregationshemmung sowie die Gabe von Nitroglyce-

rin, Beta-Rezeptorenblocker, Sauerstoff, Morphin, ACE- bzw. Angiotensin-Rezeptor-Blockern
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und Statinen.[8] Zusétzlich bietet das kontinuierliche Monitoring der Himodynamik und
Erregungsbildung (EKG) ein frithzeitiges Management von Komplikationen wie Herzrhyth-

musstorungen. [8]

2.1.2 Pathomechanismus: Schadigung der Kardiomyozyten durch

Ischamie und Reperfusion

Das Herz ist ein obligat aerobes Organ mit dem grofiten Sauerstoffumsatz im menschlichen
Organismus.[9] Der durch die Durchblutungsstérung verursachte anaerobe Substratmangel
fithrt zum FErliegen grundlegender zellularer Stoffwechselprozesse. Dadurch entsteht durch
zwei aufeinander folgende Schidigungsmechanismen die ischémische Herzkrankheit. Aus
der unterbrochenen Nahrstoffversorgung geht eine direkte ischdmische Schidigung hervor
und nach Wiedereinsetzen der Durchblutung folgt sekundér die sogenannte Reperfusions-
Schiadigung. Im Rahmen des AMI in Tierstudien werden die beiden Schédigungsmechanismen

fur jeweils ca. 50 % des Infarktareals verantwortlich gemacht.[2]

2.1.2.1 Ischdmische Schadigung

Wiéhrend der Ischdmie verlagert sich in Folge der Hypoxie innerhalb kiirzester Zeit die Ener-
giegewinnung in den Kardiomyozyten von der oxidativen Phosphorylierung der Atmungskette
auf die Seite der anaeroben Glykolyse, wobei die hier bendtigte Glukose zunéchst noch aus
Glykogenspeichern rekrutiert werden kann.[10] Neben der anaeroben Glykolyse kann zu
Beginn zusétzlich Kreatinphosphat als Phosphatspender in einer Kreatinkinase-Reaktion
als Energielieferant dienen, um den Adenosintriphosphat (ATP)-Mangel abzuschwéchen.[10]
Die beschriebenen Ausweichmanover des zelluldren Stoffwechsels unter Hypoxie kénnen
nur kurzfristig die Energiebereitstellung sichern. Die Kreatinphosphat-Vorrdte der Zelle
geniigen nur einige Minuten. Des Weiteren kommt es durch die in der anaeroben Glykolyse
anfallenden Katabolite und deren Akkumulation zu einer enzymvermittelten Hemmung die-
ser Stoffwechselreaktion.[10] Vor allem reduziertes Nicotinamidadenindinukleotid (NADH),
anorganisches Phosphat, Laktat und die damit einhergehende Absenkung des pH-Wertes
sind an der Hemmung der anaeroben Glykolyse beteiligt. Entscheidend scheint dabei die
Hemmung der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase zu sein.[11] Nachdem auch das
Schliisselenzym der Glykolyse, die Phosphofruktokinase, nicht mehr auf ATP als Kofaktor der
Fructose-1,6-bisphosphat-Produktion zuriickgreifen kann, kommt der Stoffwechsel komplett
zum FErliegen.

Die Stoffwechselumstellungen wihrend der Ischdamie gehen mit Verdnderungen im Ionenhaus-
halt der Zelle einher. In den ersten Minuten der Ischdmie kommt es zu einem intrazelluldren
Anstieg der Natriumionen (Na't), woran sowohl die spannungsabhingigen Na'-Kaniile als
auch Nat-Protonen (H")- und Na*-Calcium (Ca*")-Austauscher beteiligt sind.[10, 12] Nach
dem Wegfall der ATP-Reserven spielt auch der Ausfall der energieabhéngigen Na™-Pumpe
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eine Rolle.[10] Die hohen intrazelluldren Na*-Spiegel bedingen einen Ausstrom von Kalium
(K*), der fiir Verdnderungen im Elektrokardiogramm (EKG) und Herzrhythmusstérun-
gen verantwortlich gemacht wird. Aulerdem fiithrt der kleiner werdende Natriumgradient
iiber die sinkende Aktivitit des Na™-Ca?T-Austauschers zu einer intrazellulire Calcium-
Akkumulation.[10-13] Diese unphysiologisch hohen Calciumkonzentrationen werden auch als
,,Calcium-overload“ bezeichnet und ziehen iiber verschiedene Wege Zellschdden nach sich. So
werden calciumabhéngige-Proteasen und Phospholipasen aktiviert, welche zur Degradierung
verschiedener Zellbestandteile, vor allem des Sarkolemms und der Mitochondrien, fithren.[10]

Die wahrend der Ischédmie stattfindenden Verdnderungen sind zunéchst noch reversibel.
Ein anhaltendes Ausbleiben der Nahrstoffversorgung kann zu einem direkten Absterben der
Kardiomyozyten fithren oder die Zellen so beeintrachtigen, dass die Wiederherstellung der

Blutversorgung einen sekundéren Zelluntergang bedingt (Reperfusions-Schiadigung).

2.1.2.2 Reperfusions-Schidigung

Eine frithe Wiederdurchblutung des ischdmischen Myokards durch PCI, Thrombolyse oder
Wiederherstellung des Gesamtkreislaufes ist die Standardtherapie der akuten myokardialen
Ischdmie und wesentlich fiir die Begrenzung des Ausmafes der ischdmischen Zellschddigung.[3,
14, 15] Allerdings fithrt die Reperfusion auch zu einer weiteren Schidigung des Myokards,
indem das Eintreffen von Sauerstoff und Néahrstoffen in noch lebensfdhigen, aber durch
die Ischédmie vorgeschédigten Zellen Prozesse auslost, die zu teils reversiblen, aber auch zu
irreversiblen Schiden in den Zellen fiihren.[16] Die Reperfusions-Schidigung kann sich in Herz-
rhythmusstérungen, Stunning (akinetisches, vitales Myokard), mirkovaskulidrer Dysfunktion
und Absterben der Kardiomyozyten manifestieren.[2]

Pathophysiologisch fithrt das mit der Wiederdurchblutung des ischdmischen Areale ein-
treffende Sauerstoff- und Néahrstoffangebot zu einer Exazerbation des vorbestehenden Zell-
schadens. Die beteiligten Mechanismen umfassen oxidativen Stress, Calcium-Akkumulation
(,,Calcium-overload*), Wiederherstellung des physiologischen pH-Wertes und die Entstehung
einer Entziindungsreaktion.[2] Der mit der Reperfusion wiederkehrende Sauerstoff fithrt iiber
die Wiederaufnahme der geschiadigten Atmungskette und Aktivierung enzymatischer Quellen
(Xanthin-Oxidase, NADPH-Oxidase, NO-Synthase u.a.) zu oxidativem Stress, der die Entste-
hung freier Radikale, wie Superoxidanion, Hydrogenperoxid und Peroxynitrit, beinhaltet.[2]
Die Radikale kénnen direkt {iber Lipidperoxidation Membranen schédigen, Enzyme denatu-
rieren und DNA oxidativ angreifen. Indirekt konnen die freien Radikale schidigend wirken,
indem sie eine Entziindungsreaktion hervorrufen, eine Dysfunktion des sakroplasmatischen
Retikulums bewirken und zu weiterem Calcium-Einstrom fiithren. Aulerdem wird die bereits
wahrend der Ischdmie entstandene zytosolische Calicum-Akkumulation durch die Schiadigung
der Zellmembran und die umgekehrte Aktivitit des Na™-Ca?"-Austauschers verstirkt. Die
in Kapitel 7?7 beschriebenen Faktoren fithren wiahrend der Ischédmie zu einer verdnderten

Permeabilitiat der mitochondrialen Membran. Die mitochondrial permeability transition pore

10
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(MPTP), ein nicht-selektiver Kanal an der inneren Mitochondrienmembran, wird wihrend der
Ischdmie allerdings durch den erniedrigen pH-Wert geschlossen gehalten. Das Uberangebot
an Calcium und die durch die Reperfusion eintreffenden freien Radikale fiithren in Verbindung
mit der eingeleiteten Normalisierung des zelluliren pH-Werts zu einer Offnung der MPTP
und dadurch zu einer freien Diffusion von Proteinen zwischen den Zellkompartimenten. Dies
fithrt {iber das Einstromen osmotisch aktiver Stoffe zu einem Anschwellen der Mitochondrien
und schlieflich zu einem Platzen der dufleren Membran. Einerseits kommt durch den Verlust
des Tonengradienten iiber der mitochondrialen Membran die oxidative Phosphorylierung zum
Stillstand und zum anderen folgen Cythochrom ¢ und weitere proapoptotische Faktoren ins
Zytoplasma.[17] Ein weiterer Pathomechanismus, der neben der Offnung der MPTP eine
Rolle beim Zelluntergang durch die Reperfusions-Schéadigung spielt, wird mit dem Begriff
»Hypercontracture“ bezeichnet. Durch den Wegfall des auf die Zellkontraktionen inhibierend
wirkenden saueren pH-Wertes und das Uberangebot an Calcium kommt es zu unkontrollierten
und exzessiven Zellkontraktionen, die sowohl das Zytoskelett der kontrahierenden Zelle als

auch die Membranen benachbarter Zellen verletzen kénnen.[2]

2.2 Therapeutische Hypothermie

2.2.1 Begriffserlauterung Hypothermie

Der Begriff Hypothermie bezeichnet in der Medizin einen Zustand herabgesetzter Korper-
temperatur. Der hypotherme Temperaturbereich beginnt beim Menschen ab dem fiinften
Lebensjahr bei einer Korperkerntemperatur unterhalb von 36 °C, bei unter fiinf Jahrigen
unterhalb von 36,5 °C. Je nach Ausmafli der Unterkiihlung unterscheidet man folgende
Bereiche:[18]

milde Hypothermie 34 -35,9 °C
moderate Hypothermie 32-33,9 °C
moderat-tiefe Hypothermie 30 - 31,9 °C
tiefe Hypothermie < 30 °C

Wird die normale Kérpertemperatur unbeabsichtigt durch Kélteexposition unterschritten,
spricht man von ,,akzidentieller Hypothermie®. Wird die Kérperkerntemperatur hingegen aktiv
herabgesetzt, spricht man von ,induzierter Hypothermie®“. Nach dem zeitlichen Einsetzen
der Kiihlung differenziert man die induzierte Hypothermie weiterhin in , prophylaktische
Hypothermie®, falls die Hypothermie vor Beginn der potentiellen Gewebsschadigung protektiv
eingesetzt wird, und in ,,therapeutische Hypothermie“, falls die Kiithlung nach Beginn der
Schédigung eingesetzt wird. Klinisch findet der Begriff des ,, Time-Temperature-Managements*
(TTM) immer mehr Verwendung, welcher den zeitlichen Aspekt der Kiihlung mit den Phasen

der Induktion, Aufrechterhaltung und Wiedererwirmung betont.
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2.2.2 Anwendungsgebiete der therapeutischen Hypothermie

Obwohl TH schon seit iiber 2000 Jahren in verschiedenen medizinischen Bereichen Anwendung
findet, sind die Evidenz-basierten Einsatzgebiete weiterhin iiberschaubar.[19]

Der Durchbruch zur ersten etablierten Anwendung milder TH zur Neuroprotektion gelang
2002 in Folge der Veroffentlichung zweier Studien im New England Journal of Medicine. |20,
21] Mit Hilfe von randomisierten kontrollierten Studien (RCTs) wurde erstmals die Wirk-
samkeit der TH belegt. In beiden Studien fithrte eine Abkiihlung der Koérpertemperatur
auf 32 - 34 °C fiir 12 bis 24 Stunden bei Erwachsenen nach Herzkreislaufstillstand direkt
nach erfolgreicher Reanimation zu einer Senkung der neurologischen Morbiditidt und Mor-
talitdt.[20, 21] In der Studie der Hypothermia after Cardiac Arrest Study Group wurden
273 Patienten mit HKS durch Kammerflimmern untersucht.[20] Bei 55 % der Patienten
in der gekiihlten Gruppe wurde eine guter neurologischer Zustand oder eine nur moderate
neurologische Einschrinkung beschrieben, im Vergleich zu nur 39 % der Patienten in der
normothermen Kontrollgruppe. Nach sechs Monaten lebten in der gekiihlten Gruppe noch 55
% der Patienten, in der Kontrollgruppe hingegen nur 41 %. Diese und #hnliche Ergebnisse
der Studie von Bernard et al. fithrten daraufhin zur Aufnahme der milden therapeutischen
Hypothermie als Therapieempfehlung sowohl in die Leitlinien der American Heart Association
als auch in die des Européischen Resuscitation Councils fiir bewusstlose erwachsene Patienten
mit einem auBerhalb des Krankenhauses erlittenen HKS mit ventrikuldrer Tachykardie.[22,
23| Die routineméfige Applikation von TH nach HKS wurde allerdings kiirzlich durch die
Veroffentlichung zweier RCTs hinterfragt.[24, 25] In einer Studie wurden bei 950 bewusst-
losen, erwachsenen Uberlebenden eines HKS keine Vorteile in der Gruppe der hypothermen
Patienten (33 °C) im Vergleich zu den Patienten, bei denen eine Koérpertemperatur von 36 °C
aufrechterhalten wurde, gefunden. Die hier durchgefiihrte aktive Verhinderung hyperthermer
Temperaturbereiche wird als mogliche Ursache fiir die unterschiedlichen Schlussfolgerungen
der Studien diskutiert. In einer kiirzlich publizierte Studie zur Anwendung von TH nach HKS
bei Kindern wurde ebenfalls keine Verbesserung beziiglich der 1-Jahres Uberlebensrate und
des neurologischen Zustands durch 48-stiindige Hypothermie (33 °C) gegeniiber kontrollierter
Normothermie (36,8 °C) festgestellt.[25] Allerdings zeigte sich bei einer begrenzten Stichpro-
bengréBe (n= 260) ein Trend zu hoheren Uberlebensraten und verbesserter neurogischers
Klinik.

Eine weitere durch Leitlinien anerkannte Anwendung der TH findet sich im Bereich der
Neonatologie bei der durch perinatale Asphyxie verursachten Enzephalopathie. Wegweisende
Studien wurden 2005 von Shankaran et al. und Gluckman et al. publiziert.[26, 27] Diese
zeigten positive Effekte einer fiir 72 Stunden anhaltenden Kiihlung auf 33,5 °C bezogen
auf Mortalitdt und neurologische Morbiditat. Die protektiven Effekte lieBen sich spéter in
groferen Studien reproduzieren und somit bildet die TH heute einen festen Bestandteil im

Management der perinatalen Asphyxie.[28]

12



EINLEITUNG

Kein Konsens herrscht {iber die Absenkung der Korpertemperatur von Schlaganfall-
Patienten und Patienten mit Schédel-Hirn-Trauma.[29-32] Vielversprechende Ergebnisse
kleinerer Studien konnten sich in Folgearbeiten bisher nicht bestétigen. Daher ist die Anwen-
dung der TH in diesem Bereich zum jetzigen Zeitpunkt Gegenstand klinischer Studien und

wissenschaftlicher Diskussion.[29-32]

2.2.3 Hypothermie in der Kardioprotektion

In der Herzchirurgie ist die Abkiihlung der Kardioplegielosung in Bereichen unter 10 °C eine
seit den frithen 1950er Jahren verwandte Methode zum Schutz des Myokards vor ischémischen
Schidigung wihrend der Operation.[33] Die in den 1980er Jahren auftretende Erkenntnis, dass
durch den elektromechanischen Arrest alleine auch bei Normothermie der Sauerstoffbedarf um
90 % gesenkt werden kann und dass die Hypothermie mit einer enzymatischen Dysfunktion
der Herzenzyme einhergeht, die eine postoperativen Pumpfunktionsstorung bedingen kann,
fithrte zu einer bis heute anhaltenden Kontroverse und einem klinischen Nebeneinander von
hypothermer und normothermer Kardiopelgie.[33] Die Evidenz der praventiven Anwendung
von tiefer Hypothermie konnte bisher trotz einer Vielzahl von RCTs bisher nicht geklart
werden. [33]

Die therapeutische Hypothermie findet im Gegensatz zur praventiven Hypothermie aufler-
halb von Studien bisher keine klinische Anwendung zur Kardioprotektion. Die Ergebnisse
aus experimentellen und klinischen Studien lassen keine abschlieBenden Aussagen iiber die
Wirksamkeit der TH zur Protektion von ischdmischen Myokard zu.[34, 35] In randomisier-
ten klinischen Studien, in denen AMI-Patienten mit TH behandelt wurden, konnte keine
Reduktion der Grofle des Infarktareals im Vergleich zur normothermen Kontrollgruppe ge-
zeigt werden.[36-40] Allerdings wurde bei der Reanalyse von Subpopulationen, welche nur
Betroffene mit Vorderwandinfarkt beinhalteten, die vor der Reperfusion einen Temperatur-
bereich unter 35 °C erreichten, eine signifikante Reduktion des Infarktareals und/oder der
Freisetzung biochemischer Marker festgestellt.[37-39] Zum gleichen Ergebnis kamen auch
darauf folgende Studien, die mit Hilfe intensiverer Kiithlungstechniken unter Verwendung
gekiihlter Infusionen und endovaskularer Katheter den angestrebten Temperaturbereich
ziigiger erreichten.[40, 41] Die Studien belegten weiterhin die gefahrlose Durchfiihrbarkeit
der ziigigen Temperaturabsenkung bei erwachsenen Patienten.[40, 41] Vergleichbar mit den
Schlussfolgerungen aus diesen primér kardiologischen Studien, wurde bei einer Reanalyse der
Studie der Hypothermia after Cardiac Arrest Study Group, welche einen entscheiden Beitrag
zur etablierten Anwendung der TH nach Herzkreislaufstillstand leistete, eine verbesserte
kardiologische Situation bei den Patienten beobachtet, die innerhalb von acht Stunden den
angestrebten (32 — 34 °C) Temperaturbereich erreichten.[42] In verschiedenen Tierstudien tiber
die Anwendung von TH bei AMI oder HKS konnte ebenfalls eine Reduktion der InfarktgroBe

und/oder eine Verbesserung der kardialen Funktion gezeigt werden, wenn der herabgesetzte

13



EINLEITUNG

Temperaturbereich vor Einsetzen der Reperfusion erreicht wurde.[43-48]

2.2.4 Unerwiinschte Wirkungen von therapeutischer Hypothermie

Die unerwiinschten Wirkungen moderater Hypothermie fallen im Vergleich zu tieferen Tem-
peraturbereichen relativ mild aus.[49] Zusétzlich tragen die Fortschritte in der Etablierung
geeigneter Kiithlungsmethoden, welche unkontrollierte und schnelle Temperaturspriinge ver-
hindern konnen, zur klinischen Vertriglichkeit der TH bei.[49]

Dennoch ist in einigen Bereichen erhohte Aufmerksamkeit gefordert. So kann es bei
Temperaturen unter 35 °C zu einer Stérung der Thrombozytenfunktion und der Blutgerinnung
kommen.[18, 50] Trotzdem wurde in keiner der grofien klinischen Hypothermie-Studien
ein erhohtes Blutungsrisiko beobachtet, so dass nur bei Patienten mit schon bestehenden
Blutungen auf ein gesondertes Management zu achten sei.[49, 50]

Hamodynamische Verdnderungen bei Patienten, die TH ausgesetzt werden, sind héiufig.[49]
Es kann zu einem Anstieg des Blutdrucks bei gleichzeitigem Abfall des Herzminutenvolumens
kommen. Durch das gleichzeitige Absinken der metabolischen Umsatzrate unter TH ist eine
Therapie in der Regel nicht notig.[18] Bradykardien und andere milde EKG-Verénderungen
sind ebenfalls hdufig. Behandlungsbediirftige Rhythmusstérungen wie Vorhofflimmern oder
Kammerflimmern werden aber erst bei Temperaturen unterhalb von 30 °C beobachtet.[49]

Elektrolytverschiebungen und eine durch vermehrte Diurese bedingte Hypovoldmie zdhlen
ebenfalls zu den regelméfig beobachteten unerwiinschten Wirkungen von TH. Besonders
wihrend der Wiedererwiarmungsphase besteht ein erhéhtes Risiko fiir eine Hyperkalidmie. [49]

Der antiinflammatorische Effekt der TH (sieche Kap. ??) geht mit einem erhhten Infekti-
onsrisiko, vor allem im Atemwegs- und Wundbereich, einher. Dies scheint klinisch allerdings
erst bei Kiithlungsperioden von ldnger als 24 Stunden eine Rolle zu spielen.[49]

Immer wieder kommt es wihrend der Anwendung von Hypothermie zu Hyperglykédmien.[49,
51] Eine Verminderung der Insulin-Sensitivitdt und Insulin-Produktion macht eine Insulin-

therapie zu einem wichtigen Bestandteil des TH-Managements.[49, 51]

2.3 Wirkmechanismen der therapeutischen Hypothermie

Die am protektiven Effekt von TH beteiligten Mechanismen sind vielféiltig und im Verlauf

der Schadigung durch Ischdmie und Reperfusion von wechselnder Relevanz.

2.3.1 Metabolismus

Der am ldngsten bekannte Wirkmechanismus liegt in einer Absenkung der zelluldren Stoff-
wechselrate. Polderman fasste in einer Ubersichtsarbeit Studien zusammen, aus denen er eine
6 -10 %-ige Reduktion der zerebralen metabolischen Rate pro 1 °C Temperaturabsenkung
ableitete.[52] Auch fiir die Situation am Myokard gibt es Tierstudien, die eine Verlangsamung
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des Stoffwechsels durch TH zeigen. So berichteten Ning et al. anhand von Experimenten mit
aus Hasen isolierten Herzen, dass man durch eine Absenkung der Perfusions-Temperatur auf
31 °C zwei Stunden vor Beginn einer globalen Ischédmie hohere ATP-Spiegel aufrechterhalten
konnte.[53] Ebenso gelang Simkhovich et al. durch intraoperative Platzierung von Eis auf
das Myokard von Hasen 15 Minuten vor der Okklusion eines Koronargefiafies eine 43 %-ige
Steigerung des ATP-Gehalts.[54] Der Beeinflussung der metabolischen Rate durch TH wird

vor allem zu Beginn der Ischédmie eine entscheidende Rolle zugesprochen.[55]

2.3.2 Oxidativer Stress

In der Abschwichung des oxidativen Stresses, welcher bei der Entstehung des Ischdmie- und
Reperfusionsschadens eine wichtige Rolle spielt und in Kapitel 7?7 beschrieben wird, liegt ein
weiterer Ansatzpunkt der TH-Wirkung. Verschiedene Zell- und Tierstudien berichten, dass
die Zunahme von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) bei Ischdmie und Reperfusion durch eine
Absenkung der Temperatur abgeschwécht werden konnte.[56-58] Selbst wenn die Entstehung
freier Radikale nicht komplett aufgehoben werden kann, erlaubt die geringere Konzentration
zumindest eine effektivere Funktion der zelleigenen Schutzsysteme und Reperaturmechanis-
men.[18]

2.3.2.1 Die Rolle von Stickstoffmonoxid und iNOS

Die in Endothel, Endokard, Neuronen und Kardiomyozyten vorkommenden Stickstoffmonoxid
(NO)-Synthasen dienen als Quellen fiir die basale Produktion von NO. [59] Das Molekiil
nimmt eine wichtige Rolle in der Steuerung der physiologischen Herzfunktion ein, indem es
Vasodilatation, Antioxidation, Kontraktilitidt, Sauerstoffverbrauch, Inflammation und Throm-
bozytenaggregation beeinflusst.[59] Die Produktion von NO wird dabei fein reguliert. Ein
Subtyp der Synthasen, die induzierbare NO-Synthase (iNOS), wird in fast allen kernhaltigen
Zellen auf Ebene der Transkription als Reaktion auf verschiedene Stimuli wie Ischiamie
und Reperfusion vermehrt exprimiert.[60] Die Bedeutung von NO im Zusammenhang von
Ischéamie und Reperfusion wird kontrovers diskutiert. Einige ex- und in-vivo Studien konnten
kardioprotektive Auswirkungen von einer geringen Anhebung des NO-Spiegels im Zusammen-
hang von Ischdmie und Reperfusion darlegen. Dabei werden verschiedene Wirkmechanismen
angenommen. Diese umfassen antioxidative Wirkungen, eine verringerte Calciumbelastung
durch Aktivierung der Guanylatcyclase und eine direkte Beeinflussung der Atmungskette und
der Apoptose-Kaskade.[59] Andere Studien berichten, wie eine exzessive Ansammlung von NO
toxisch wirken kann.[59] Die zell-zerstorerische Wirkung wird dabei vor allem auf die Verbin-
dung von NO mit Superoxid zu Peroxynitirt (ONOO-) zuriickgefiihrt.[59] Bei physiologisch
geringer NO-Konzentration iiberwiegt die antioxidative Wirkung der Superoxiddismutase
durch die katalysierte Reaktion von Superoxid zu Sauerstoff und Wasserstoffperoxid. Bei

hoherer NO-Konzentration folgt der vermehrten Entstehung von Superoxid jedoch eine hohere
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Peroxynitrit-Konzentration. Die oxidierende Eigenschaft des Peroxynitrits fithrt zu einem
Verbrauch antioxidativer Schutzenzyme wie Glutathion und einem Angriff auf Proteine,
Lipide und DNA. Verschiedener Enzyme der mitochondrialen Atmungskette werden dadurch
gestort.[59] Die energieaufwendige Reparatur von entstandenen DNA-Strangbriichen durch die
Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) verstiarkt den entstehenden Substratmangel. Dariiber
hinaus konnten Okamoto et al. zeigen, dass Peroxynitirt eine Aktivierung von Matrixme-
talloproteasen bewirken kann.[61] Diese bewirken neben der Zersetzung von extrazellularer
Matrix auch eine Spaltung von Troponin I, was vermutlich zur kontraktilen Dysfunktion im

Zuge von Ischamie und Reperfusion beitrégt.[59]

2.3.3 Apoptose

Zellen, die im Laufe von Ischimie und Reperfusion weder im Rahmen eines nekrotischen Zell-
todes absterben, noch sich komplett von der Schéadigung erholen, kénnen vom apoptotischen
Zelltod betroffen werden. Mittlerweile wird von einem gleichberechtigten Nebeneinander des
nekrotischen und apoptotischen Zelltodes im Rahmen von Ischimie und Reperfusion ausge-
gangen.[62-64] Die Aktivierung von Signalkaskaden, die im apoptotischen Zelltod miinden,
kann durch TH abgeschwécht oder verhindert werden.[18] Die antiapoptotische Wirkung der
Hypothermie, welche auf unterschiedlichen Ebenen sowohl innerhalb der intrinsischen als
auch der extrinsischen Signalkaskade greifen kann, wurde in Zell- und Tierstudien belegt.[47,
58, 65] So konnten beispielsweise Meybohm et al. in einer Studien zeigen, dass Schweine,
bei denen ein akuter Myokardinfarkt ausgelost wurde und die daraufhin kardiopulmonal
wiederbelebt wurden, eine geringeren Gehalt an apoptotischen Markern im ischédmischen
Myokard aufwiesen, wenn diese zum Ende der Ischdmie auf 33 °C abgekiihlt wurden.[47] Das
reduzierte Ausmafl der Apoptose-Aktivierung ist zumindest teilweise auf Verdinderungen der
Gen-Expression zuriickzufithren. Ning et al. fanden im ischdmischen Myokard von Hasen
mit Hilfe eines cDNA-Microarrays sechs durch Hypothermie regulierte Gene, die in den

Signalkaskaden der Apopotose eine Rolle spielen.[65]

2.3.3.1 Die Bedeutung der Protease Caspase 3

Da die Protease Caspase 3 als Effektor-Caspase weit am Ende der Apoptose-Kaskade steht und
sowohl vom intrinsischen als auch vom extrinsischen Aktivierungsweg angesteuert wird, stellt
sie einen geeigneten Marker fiir einen Uberblick iiber das AusmaB der Apoptose-Aktivierung
dar.[66]

Wie die anderen Enzyme der Caspasen-Familie gehort die Caspase 3 zu den Cystein-
proteasen, die Zielproteine am Aspartat schneiden. Die Regulation der Caspasen findet
posttranslational statt, indem die nativen Caspasen als inaktive Proenzyme mittels Pro-
teolysen einer Prodoméne in die aktive Form iiberfithrt werden. So wird die Caspase 3

von den Caspasen 8, 9 und 10 prozessiert und aktiviert selbst die Caspasen 6, 7 und 9. Als
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Effektor-Caspase greift sie aber auch direkt Schliisselproteine der Zelle an und induziert so den
programmierten Zelltod. Dazu gehéren beispielweise das DNA-Reparaturenzym Poly-(ADP-
Ribose)-Polymerase, das an der Stabilisierung der Kernmembran beteiligte Lamin-A und der
Endonuklease-Inhibitor ICAD (Inhibitor of Caspase Activated Desoxyribonuclease). Kommt
es unter der Wirkung von Caspase 3 zu einer Abspaltung der ICAD, wird die Endonuklease
aktiv und leitet eine DNA-Fragmentierung ein.

Die Moglichkeit einer Caspase 3-Regulation durch Hypothermie wurde beispielsweise
durch Shao et al. anhand eines Ischdmie-Reperfusions-Modell an aus Kiiken gewonnen
Kardiomyozyten prisentiert.[67] Die Temperaturabsenkung auf 25 °C senkte die Caspase-3
Aktivierung signifikant.

2.3.3.2 Die Bedeutung der p42 / p44 MAPK

Die in der Gruppe der mitogen-aktivierten Protein Kinasen (MAPK) gehorende extra-
zelluldre signal-regulierte Kinase 1/2 (ERK1/2 oder p42/p44 MAPK) wird unter anderem
von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Zellstress aktiviert und spielt neben der Beeinflussung
von Proliferation und Zelldifferenzierung eine Rolle in der Kontrolle der Apoptose.[68] Dabei
werden der ERK1/2 iiberwiegend zellprotektive Wirkungen zugeschrieben, die beispielsweise
iiber eine Translokation in den Zellkern und dortige Beeinflussung der Transkription mit einer

erhohten Bereitstellung des antiapoptotischen BCL-2 vermittelt wird. [69]

2.3.4 Inflammation

Weiterhin kann TH vor einer iiberméfiigen auf die Ischémie und Reperfusion folgenden
Entziindungsreaktion schiitzen. Sowohl die Einwanderung der Leukozyten als auch die Pro-
duktion der proinflammatorischen Zytokine wird unter dem Einfluss der erniedrigten Tem-
peratur vermindert.[18, 47, 55, 70-72] Diestel et. al konnten eine vermehrte Freisetzung
von antiinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin(IL)-10 und IL-1-Rezeptor-Antagonist
unter hypothermen Bedingungen aus Mikrogliazellen nachweisen.[72] Dementsprechend be-
obachteten Meybohm et al. in den oben erwidhnten Experimenten bei mit TH behandelten
Schweinen neben der abgeschwichten Apoptose-Aktivierung eine histologisch sichtbar ver-
minderte Einwanderung von Immunzellen und eine geringeren mRNA-Gehalt von 1L-173
und I1-6.[47] Die relativ spit auf die Ischdmie und Reperfusion folgende Entwicklung der
Inflammations-Reaktion ermoglicht eine praktikable Interventionsstelle fiir die Anwendung
der TH.

2.3.5 Kailteschockproteine

Die Temperaturabhéngigkeit enzymatischer Reaktionen und die Verlangsamung des Meta-

bolismus sorgen fiir eine allgemeine Einschrankung der Proteinsynthese unter hypothermen
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Bedingungen.[73] Eine kleine Untergruppe von Proteinen, so genannte Kélteschockproteine,
werden hingegen kurz nach Beginn einer moderaten Hypothermie verstirkt exprimiert.[74, 75]
Die Kalteschockproteine unterstiitzen vermutlich die Adaptation der Zelle an den verédnderten
Temperaturbereich.

Der entscheidende Wirkmechanismus scheint dabei die Beschleunigung der Translation
einer Reihe von mRNA-Ketten im Sinne einer Chaperon-Wirkung zu sein. Dabei binden
die Kalteschockproteine an den 5° oder 3‘- untranslatierten Bereich der mRNA, erhchen
dadurch deren Stabilitét, verbessern die ribosomale Bindung und erhéhen somit letztlich
die Translationsrate.[76-78] So zeigten Dresios et al. in einem Zellmodell aus murinen
Neuroblastomzellen, dass die Uberexpression eines Kélteschockproteins durch Transfektion
oder Hypothermie zu einem globalen Anstieg der Proteinsynthese fithrte.[77] Eine weitere
Regulation der Translation durch RBM3 geschieht vermutlich durch eine Beeinflussung der
mikro RNA (miRNA) Synthese.[79] MiRNA sind nicht-codierende RNAs, die durch Bindung
komplementérer Sequenzen der mRNA die Genexpression auf der posttranskriptionellen
Ebene regulieren. Eine Bindung an die 3’- untranslatierte Region (3’-UTR) der mRNA kann
entweder zu einer Translationshemmung oder einer Degradierung der mRNA fiihren. [79]

Die beiden Hauptvertreter der Kélteschockproteine, Cold Inducible RNA binding protein
(CIRP) und RNA binding Motif Protein 3 (RBM3), weisen einen dhnlichen, im Sauge-
tierbereich evolutionar stark konservierten Aufbau aus einem Glycin-reichen C-Terminus
und einer RNA-Bindungs-Domiéine am N-Terminus auf. Die Erhchung der Expressions-
rate von Kiltschockproteinen durch moderate Hypothermie geschieht vermutlich auf der
Transkriptions-Ebene.[80] Ein cold response element im Promotorbereich und/oder eine
sogenannte interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) werden fiir die Induktion verantwortlich
gemacht.[76, 81]

Die pathophysiologische Rolle der Kélteschockproteine ist bisher nicht ausreichend geklért.
Neben der Induktion durch Hypothermie wurde eine verstédrkte Expression nach Zellstress
unterschiedlicher Genese gefunden. So zeigte sich beispielsweise eine erhShte Expression von
Kalteschockporteinen in Zellen, die UV-Strahlung ausgesetzt wurden.[82] In diesen Zellen
konnte eine direkte Interaktion zwischen CIRP und dem 3‘- untranslatierten Bereich von
mRNAs gezeigt werden, welche fiir Proteine codieren, die fiir protektive Wirkung nach
Zellstress verantwortlich gemacht werden. Dementsprechend reagierten Zellen, die eine redu-
zierten CIRP-Gehalt aufwiesen, sensibler auf die UV-Bestrahlung.[82] Andere Arbeitsgruppen
berichten iiber eine Induktion von RBM3 durch Hypoxie. So zeigten Wellmann et al. in
verschiedenen murinen und humanen Zellinien eine HIF-1a-unabhéngige Induktion von RBM3
durch Hypoxie.[80] Eine derartige Reduktion der Sauerstoffversorgung herrscht in schnell
wachsenden soliden Tumoren. Dementsprechend wurden erhohte RMB3-Expressionsraten
in verschiedenen Tumorzellen gefunden, weshalb eine Rolle des Kélteschockproteins als Pro-
toonkogen diskutiert wird. Sureban et al. erreichten durch eine Uberproduktion von RBM3

in Fibroblasten und Kolonkarzinomzellen eine erhohte Proliferatiosrate. Diese war in den
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Kolonkarzinomzellen durch einen RMB3-knockout umkehrbar. Es wurde ein Zusammen-
hang zwischen der gesteigerten Proliferationsrate und einer durch RBM3 ausgelosten mRNA
modulierender Wirkung von wachsumsférdernden Proteinen wie COX-2, IL-8 und VEGF
hergestellt.[83] Dariiber hinaus fithrte der RBM3-knockout zu einem Anstieg an Caspase
3-vermittelter Apoptose.[83] Wellmann et al. fanden ebenfalls eine RBM3-abhéingige Proli-
feration in Fibroblasten und humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293). Wihrend die
Inkubation in Mangelmedium bei RBM3-defizienten Zellen zu vermehrten Zelluntergang
fithrte, konnte durch RBM3-Uberexpression die Zellviabilitit trotz Mangelmediums erhalten
werden.[78]

2.4 Der Arzeistoff Levosimendan

Levosimendan (Simdax®) ist ein zur Behandlung der akuten Dekompensation bei schwerer
chronischer Herzinsuffizienz zugelassener Arzneistoff.[84] Auch bei Dekompensation nach
AMI hat sich die Anwendung als wirksam erwiesen.[84]

Levosimendan erhoht die Calcium-Sensitivitdt von Troponin C am Troponin-Komplex
in Kardiomyozyten.[84, 85] Die erleichterte Bindung von Calcium fiithrt zu einem positiv
inotropen Effekt ohne Einschréankung der Ventrikel-Relaxation bei gleichbleibenden Sauerstoft-
verbrauch.[84] Dariiber hinaus 6ffnet Levosimendan ATP-abhéngige Kaliumkanéle, welche
gewohnlich durch hohe ATP-Konzentrationen inhibiert und durch hohe Adenosindiphosphat
(ADP)-Konzentrationen aktiviert werden.[84, 85] Die Offnung der Kanile an den Zellmem-
branen der glatten Muskelzellen von Geféflen fiihrt zu einer Vasodilatation. Dadurch kommt
es zu einer Absenkung des Widerstandes im arteriellen und vendsen Systemkreislauf und den
Koronararterien. Der erniedrigte Widerstand erméglicht eine Senkung sowohl der Vor- als
auch der Nachlast und eine Steigerung der Durchblutung der Koronarien.[84] Desweiteren
wird iiber einen direkten zell-protektiven Effekt spekuliert, der durch die Offnung der mi-
tochondrial gelegenen ATP-abhéingigen Kaliumkanéle in Kardiomyozyten vermittelt werden
konnte.[84, 85] Eine Offnung dieser Kanile ist von dem protektiven Effekt der ischémischen
Prékonditionierung bekannt.[84] Darunter versteht man den Effekt, dass wiederholte kurze
Ischédmie-Phasen das Myokard vor einer spéter folgenden Ischémie-Schiadigung schiitzen
konnen.[86] Kersten et al. zeigten in einem Tierexperiment mit Hunden, die einer 4-stiindigen
Phase aus Ischdamie und Reperfusion ausgesetzt wurden, dass die Infusion von Levosimendan
neben einer Erhohung des linksventrikulédren Drucks zu einer signifikanten Verkleinerung
des geschédigten Myokardareals fiithrte.[87] Dieser antiischéamische Effekt konnte durch ein
Vorbehandlung mit dem ATP-abhéngigen Kaliumkanal-Antagonist Glibenclamid aufgehoben

werden.
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2.5 Ziele dieser Arbeit

Therapeutische Hypothermie ist eine vielversprechende Intervention in der Therapie der myo-
kardialen Ischdmie und der Prévention ihrer Folgeerkrankungen. Mit dieser experimentellen
Arbeit soll das zellprotektive Potential einer abgesenkten Umgebungstemperatur in Bezug auf
Kardioymyozyten analysiert werden. Auflerdem sollen mogliche Wirkmechanismen der TH
aufgedeckt werden. Neben der Schaffung von Grundlagen fiir weitergehende experimentelle
Forschung ist es das Ziel, Anregungen fiir die klinische Studienarbeit zur Optimierung der
Anwendung von TH zu liefern.

Erste tierexperimentelle und klinische Studien weisen auf positive Effekte von TH im
Zusammenhang von myokardialer Ischdmie hin. (siehe Kap. ??) Ein Durchbruch zur routi-
neméfigen klinischen Anwendung steht allerdings noch aus. Die Vereinfachung der komplexere
Situation in-vivo durch ein Zellkulturmodell mit einer reduzierten Anzahl an Storfaktoren
bietet die Moglichkeit, neue Kenntnisse iiber die wihrend Hypothermie auf zelluldrer Ebene
stattfindenden Vorginge zu erlangen. Die hier verwendeten Hl1-Zellen teilen wesentliche
Charakteristika adulter, differenzierter Kardiomyozyten und konnten sich kiinftig als kardiales

Untersuchungsobjekt in der Grundlagenforschung der Hypothermie etablieren.

In der vorliegenden Dissertation sollen folgende Fragen anhand einer Zellkultur mit HL1-

Kardiomyozyten beantwortet werden:

1.) Kénnen Kardiomyozyten durch therapeutische Hypothermie geschiitzt werden?
2.) Welcher Zeitpunkt der TH-Induktion in Beziehung zur Reperfusion ist optimal?
3.) Welche Mechanismen sind an der Protektion beteiligt?

4.) Welche Interaktionen bestehen zwischen TH und dem Calcium-Sensitiver Levosimendan?
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3.1 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Blotting-Kammer: Mini-Trans-Blot(®)
Brutschrank (37 °C)
Brutschrank (33,5 °C)

Chemilumineszenz Bildentwickler:

ChemiDoc XRS
Elektrophorese-Kammer: Mini Protean®) 3
Fluoreszenz-Mikroskop: Axio Image M1

Fluoreszenz-Mikroskop Kamera:

AxioCam mRC
Hypoxiekammer
Magnetriihrer

Plattenfluorometer / -luminometer:
Fluoroskan Ascent FL

Plattenphotometer: Multiskan Reader Ascent
PCR System: StepOnePlus™

Schiittler

Sterile Werkbank: LaminAir
Stromversorgungsgerit: Power Pac 300
Thermoblock

Thermozykler PTC 200

Wasserbad

Zentrifuge 1: Bio-Fuge primo
Zentrifuge 2: Bio-Fuge fresco
Zellkulturmikroskop
Zellkulturmikroskop (Axiovert 40 CFL)
Zellkulturmikroskop Kamera: uEye
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Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Sanyo Electric Biomedical Co., Tokyo, Japan
Sanyo Electric Biomedical Co., Tokyo, Japan
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Zeiss/Axio, Gottingen, Deutschland
Zeiss/Axio, Gottingen, Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland
Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland

Heraeus Instruments, Berlin, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

MJ Research, St. Bruno, Kanada

P-D Ind.-Gesellschaft, Dresden, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

Motic, Wetzlar, Deutschland

Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland

IDS, Obersulm, Deutschland
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3.2 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

Acrylamid [30 %) Roth, Miinchen, Deutschland
APS-Losung Serva, Heidelberg, Deutschland
Ascorbinséure Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
BCA Reagenz Pierce, Rockford, USA

Bovines Serumalbumin (BSA) Roth, Karlsruhe, Deutschland
CellTiter-Glo Cell Viability Assay Promega, Madison, USA

Chloroform AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Cytotoxicity Detection Kit (LDH) Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
DAPI Pierce, Rockford, USA
ECL-Detektionskit Pierce, Rockford, USA

Ethanol [99 %)] AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Isopropanol AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Magermilchpulver AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Methanol AppliChem, Darmstadt, Deutschland
MTT Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Norepinephrin Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Page Ruler Prestained Protein Ladder Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 und 2 Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
PMSF AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Ponceau S 0,1%, 5 % Essigsiure Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Probenpuffer, reduzierend Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Protein-Gewichts Marker Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Salzsédure Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
SDS Roth, Miinchen, Deutschland

TEMED Roth, Miinchen, Deutschland
Tris-Acetat Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Tween 20 Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

23



MATERIALIEN

3.3 Zellkulturmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Ascorbinsdure

96-Well Mikrotiter-Platten

96-Well Mikrotiter-Platten, weifl
Claycomb Medium

DMEM Fliissigmedium

DMEM Fliissigmedium ohne D-Glukose
DMEM Fliissigmeidum ohne Phenolrot
FBS

Gelatine

Gewebekulturflaschen 75 cm?, 175 cm?
L-Glutamin

Neubauer-Zihlkammer
Penicillin/Streptomycin

Petrischalen 22 cm?, 55 cm?
Serologische Pipetten, 5-50 ml

Trypsin / EDTA-Lésung
Zellkultur-Rohrchen 15 ml, 50 ml

Norepinephrin

3.4 Antikorper

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Nunc, Langenselbold, Deutschland
Nunc, Langenselbold, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Bezeichnung

Hersteller

Anti-B-Actin
Anti-Caspase 3
Anti-p44/42-MAPK (ERK 1/2)

Anti-Phospho-p44/42-MAPK (pERK 1/2)

Anti-RBM3
Donkey-Anti-Rabbit 2. AK
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Cell Signaling, Danvers, USA
Cell Signaling, Danvers, USA
Cell Signaling, Danvers, USA
Cell Signaling, Danvers, USA
Cell Signaling, Danvers, USA

Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA
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3.5 PCR-Materialien

Bezeichnung

Hersteller

DNA-Polymerase (Moloney Murine Leukemia

Reverse Transcriptase)

Primer

Master Mix

Peq Gold RNA Pure

PCR MicroAmp 96-Well Platte

Tagman-Sonden
GAPDH (Mn99999915 g1)
iNOS (Mn00440502 m1)
RBM3 (Mn01609819 g1))

3.6 Software

Promega, Madison, USA

Promega, Madison, USA

Peqlab Biotech., Erlangen, Deutschland
Peqlab Biotech., Erlangen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Bezeichnung

Hersteller

ImageLabTM-Software
Numbers 09

Prism 5 Version 5.0d
Quantity One

uEye — Software
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Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Apple Inc., Cupertino, USA

GraphPad Software Inc., La Jolla, USA
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

IDS, Obersulm, Deutschland
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4.1 Zellkultur

Als Untersuchungsgrundlage aller Experimente diente ein Zellkulturmodell aus HL1-
Kardiomyozyten. Die murinen Zellen wurden von William C. Claycomb, Ph.D (LSU Health
Sciences Center New Orleans) bereit gestellt. Es handelt sich um Abkémmlinge von AT-1
Zellen aus dem Vorhof einer transgenen, weiblichen Jackson C57BL/6J-Maus.[88] Die Zellen
besitzen einen Phéanotyp, welcher differenzierter Kardiomyozyten dhnelt. Aulerdem weisen
sie spontane kontraktiler Aktivitiat auf.[88] Im Gegensatz zu AT-1-Zellen kénnen HL1-Zellen
unbegrenzt passagiert werden und aus Kryokulturen rekultiviert werden. Dabei bleiben die
morphologischen, biochemischen und elektrophysiologischen Eigenschaften differenzierter
Kardiomyozyten erhalten.[88] HL1-Zellen haben sich als kardiales Untersuchungsmodell
beispielsweise in den Bereichen Hypoxie, oxidativer Stress, Zellsignaliibertragung, Elektro-
physiologie, Calciumhaushalt, Apoptose und Zellzyklusregulation bewéhrt.[89-94]

Die Kryokultur wurde ziigig im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und mit Kulturmedium
gewaschen, um im Gefriermedium enthaltenes DMSO zu entfernen. Das Kulturmedium wurde
vor der Inkubation stets an die Bedingungen im Inkubator (5 % CO2, 37 °C) angepasst.

Alle Zellkulturflaschen, Petrischalen und 96-Well-Platten wurden vor der Zugabe der Zellen
stets mit 0,2 pg/cm? Fibronektin in 0,02 %-iger Gelantine fiir mindestens eine Stunde bei
37 °C beschichtet.

Als Kulturmedium wurde Claycomb Medium verwendet, welches mit 100 pg/ml Pen-
icillin/Streptomycin, 10% FBS, 0,1 mM Noradrenalin und 2 mM L-Glutamin angereichert
wurde. Das Medium wurde alle 2 bis 3 Tage gewechselt. Bei 70 bis 90 %-iger Konfluenz wurden
die Zellen im Verhéltns 1:3, 1:4 oder 1:5 unter der Verwendung einer Trypsin-EDTA-Losung
(0,05% / 0,02 %) passagiert. Fiir alle Experimente wurden Zellen zwischen der 48. und 65.
Zellpassage verwendet.

48 Stunden vor Versuchsbeginn und wéhrend des Versuchs wurde durch geringe Konfluenz
und Entzug von Noradrenalin aus dem Medium gewiéhrleistet, dass die HL1-Zellen nicht
anfangen zu schlagen. Ein unkontrollierter Kontraktions-Status mit damit einhergehendem
unterschiedlichem Energieverbrauch zwischen den Versuchsgruppen sollte so verhindert

werden.

4.2 Simulation der kardialen Ischamie- und

Reperfusions-Schadigung

Um die Vorgénge einer kardialen Isch&dmie zu simulieren, wurden die Zellen einer Kombination
aus Nahrstoffentzug und physikalischer Hypoxie ausgesetzt. Der Néhrstoffentzug wurde durch
Inkubation in Mangelmedium erreicht, welches sich aus glukosefreiem DMEM ohne FBS mit
100 pg/ml Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin zusammensetzte. Die Reduktion

des Sauerstoffansteils auf 0,2 % fand in einer Hypoxie-Kammer statt, in der Stickstoffgas
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den Sauerstoffanteil aus dem Inkubator verdrangt. Das Mangelmedium wurde iiber Nacht
in der Hypoxie-Kammer an den niedrigen Sauerstoffgehalt dquilibriert. Bei Versuchsstart
wurden das Kulturmedium entfernt, die Zellen mit Mangelmedium gewaschen und dann mit
hypoxischen Mangelmedium fiir sechs Stunden in der Hypoxie-Kammer inkubiert.

Fiir normoxe (nicht-ischdmische) Kontrollen wurde statt Mangelmedium DMEM mit 4,5
g/1 Glukose, 10 % FKS, 100 ng/ml Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin verwendet.
Die Petrischalen wurden mit dem genannten Medium gewaschen und dann in normoxen
Inkubations-Bedingungen belassen.

Zur Simulation der Ischdmie-Reperfusions Schidigung (I/R) wurde in allen Versuchsgruppen
das Medium durch Nihrmedium (Claycomb Medium mit 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin,
10% FBS und 2 mM L-Glutamin) ersetzt und in normoxen Bedingungen fiir die Dauer des

Nachbeobachtungs-Zeitraums weiter inkubiert.

4.3 Zeit-Temperatur-Protokolle

Zur Untersuchung der Hypothermie-Effekte auf Herzmuskelzellen wurden zwei verschie-
dene Zeit-Temperatur-Protokolle verwendet, die sich im Induktionszeitpunkt der moderaten

Hypothermie unterscheiden.

4.3.1 Post-Ischamische-Therapeutische-Hypothermie (PITH)

Das PITH-Protokoll orientiert sich an dem klinisch etablierten Time-Temperature-Management
zur Neuroprotektion nach Herzkreislaufstillstand. Dieses sieht laut Leitlinien eine auf die
Reanimation folgende 12 bis 24 Stunden andauernde Herabsetzung der Korperkerntempera-
tur auf 32 - 34 °C vor.[22, 23] Demnach folgte in den Experimenten auf die sechsstiindige
normotherme Ischdmie-Phase eine moglichst ziigige Abkiihlung der Inkubations-Temperatur
auf 33,5 °C mit Beginn der simulierten Reperfusion.(Abb. ??) Hierzu wurde das Nahrmedium
auf 33,5 °C vorgewédrmt. Die hypotherme Inkubations-Temperatur wurde fiir 24 Stunden
aufrechterhalten. In der normothermen Kontrollgruppe wurden alle Versuchsschritte wie in
der hypothermen Gruppe ausgefiihrt, nur wurde das Nahrmedium auf 37 °C vorgewéarmt und

die Inkubations-Temperatur verblieb bei 37 °C.

4.3.2 Intra-Ischdamische-Therapeutische-Hypothermie (I1ITH)

Zusétzlich wurden Versuchsreihen mit einem modifizierten Zeit-Temperatur-Protokoll durch-
gefiihrt.(Abb. ??) Die Abkiithlung auf 33,5 °C begann hier wihrend der Ischdmie mit 1
°C pro 20 Minuten. Die Hypothermie wurde ebenfalls iiber einen 24-stiindigen Zeitraum
aufrechterhalten. Die simulierte Reperfusion erfolgte mit auf die entsprechende Temperatur

vorgewarmtem Versuchsmedium.
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Temperatur [°C]

Normotherme Gruppe

37,0 D _hormotherme bruppe
33,5 Hypotherme Gruppe
Reperfusion >
(Mangelmedium + Hypoxie) (Nahrmedium + Normoxie)
7 F ™ [h]
3 6 30

Abb. 4.1: Zeit-Temperatur-Protokoll: Post-Ischdmische-Therapeutische-
Hypothermie (PITH) Induktion der moderaten Hypothermie nach der simulierten
Ischdmie; Ischdmie= 6-stiindige Inkubation in Hypoxie (0,2 % O3) und Mangelmedium
(Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS); Reperfusion= 24-stiindige Inkubation unter
Normoxie (21 % O3) und Néhrmedium (Kulturmedium mit Glukose und FKS)

Temperatur [°C]

Normotherme Gruppe

37,0 .. e e
Hypotherme Gruppe
335 yp Pp
Reperfusion >
(Mangelmedium + Hypoxie) (Nd@hrmedium + Normoxie)
//— > [h]
27

Abb. 4.2: Zeit-Temperatur-Protokoll: Intra-Ischimische-Therapeutische-
Hypothermie (IITH) Induktion der moderaten Hypothermie wihrend der simulierten
Ischdmie; Ischdmie= 6-stiindige Inkubation in Hypoxie (0,2 % O3) und Mangelmedium
(Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS); Reperfusion= 21-stiindige Inkubation unter
Normoxie (21 % O3) und Nihrmedium (Kulturmedium mit Glukose und FKS)
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4.4 Phasenkontrastmikroskopie

Morphologische Verdnderungen durch Simulation der Ischdmie, I/R und Anwendung der
Hypothermie wurden mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops beobachtet und mit Hilfe
einer digitalen Kamera dokumentiert. Dazu wurden die Zellen 48 Stunden vor Versuchsbeginn
in einer Dichte von 2,7 x 10* Zellen/cm? in Petrischalen ausplattiert und entsprechend
der Versuchsprotokolle nach 7?7 und 77 behandelt. Zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt
wurden die Zellen in 400-facher Vergrofierung fotografiert und in die uEye-Software (IDS)

importiert.

4.5 Messung der LDH-Aktivitat als Zelltodmarker

Die Messung der LDH-Aktivitédt erfolgte nach den Herstellerangaben von Roche zum Cyto-
toxicity Detection Kit (Version 10, 05-2012). Die folgenden Beschreibung des Testprinzips
beruht ebenfalls auf den dort zu findenen Angaben.

Die Freisetzung des zytoplasmatischen Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH) aus Zellen
mit defekter Zellmembran wurde in einer gekoppelten Enzymreaktion mit anschlieBender
spektralphotometrischer Messung zur Quantifizierung der aufgetretenen Zellschddigung ge-
nutzt. Die Aktivitit des aulerhalb der Zellen im Zelliiberstand befindlichen LDHs korreliert
mit dem Ausmaf des stattgefunden Zelltodes.[95] Die Aktivitdtsmessung beruht auf der von
LDH katalysierten Reaktion von Laktat zu Pyruvat, wobei in einer gekoppelten Reaktion
NADH/H+ entsteht. Dieses NADH/H+ wird von dem in der Testreagenz enthaltenen Enzym
NADH-Dehydrogenase genutzt um Protonen auf das ebenfalls in der Testreagenz enthalte-
ne farblose Tetrazoliumsalz INT zu tbertragen, welches dadurch zum rétlichen Formazan
mit einem Absorptionsmaximum bei ca. 500 nm wird. Die Absorption ist proportional zur
LDH-Aktivitét und somit auch proportional zur Anzahl lysierter Zellen.[95]

Die Zellen wurden 48 Stunden vor Versuchsbeginn in Petrischalen in einer Dichte von 2,7
x 10* Zellen/cm? bzw. 3 x 105 Zellen/ml Medium in Kulturmedium ausplattiert. Wie in ??
beschrieben wurde dann eine Ischdmie bzw. I/R simuliert und nach den in ?? beschriebenen
Zeit-Temperatur-Protokollen die Versuche durchgefithrt. Zum jeweiligen Untersuchungszeit-
punkt wurde Zelliiberstand aus der Petrischale in ein Eppendorfgefaf3 iiberfithrt und durch
Zentrifugation bei 500 g von zelluliren Bestandteilen gereinigt. Der Uberstand wurde im
Verhéltnis 1:3 in bidestilliertem Wasser verdiinnt. Die verdiinnten Proben wurden in Triplika-
ten a 100 pl pro Well auf eine 96-Well-Platte pipettiert und jeweils mit 100 pl des Testreagenz
kombiniert. Nach 15-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion mit Hilfe
von 50 ul 1 M HCL pro Well gestoppt. In einem Plattenphotometer wurde anschliefend die
Extinktion bei 492 nm bestimmt. Die LDH-Aktivitdt des Versuchsmediums wurde separat in
gleicher Weise wie die LDH-Aktvitét der Zelliiberstdnde bestimmt und als Hintergrundkon-

trolle von allen Versuchswerten subtrahiert. Die Extinktionswerte aller Proben wurden zur
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Auswertung in Relation zur normoxen (nicht-ischdmischen), normothermen Versuchsgruppe

(=1) des jeweiligen Versuchsansatzes gesetzt.

4.6 Messung der Troponin T-Konzentration als

Zelltodmarker

Die quantitative Bestimmung des von den Zellen in den Uberstand freigesetzten kardialen
Troponin T (¢TNT) erfolgte extern durch das Labor Berlin (Charité Vivantes GmbH).
Die Messungen wurden dort mit Hilfe eines Elektrochemilumineszenz-Immunoassays wie
in den Herstellerangaben von Roche Diagnostics zum Elecsys (hochsensitiven) Troponin-T
Test (Version 5, 06-2012) beschrieben, durchgefiihrt. Die unten folgenden Beschreibung des
Testprinzips beruht auf den dort zu findenden Angaben.

Der Uberstand wurde wie in ?? ausgefithrt gewonnen und von Zellbestandteilen gereinigt.
Nach dem ELISA-Sandwichprinzip erfolgte in einem ersten Schritt die Inkubation von
50 ul Uberstand mit Biotin-konjugierten monoklonalen ¢TNT-spezifischen Antikorpern
und Ruthenium(Tris(2,2’-bipyridyl)ruthenium(II)-Komplex)-markierten ¢ TNT-spezifischen
Antikorpern. Bei Anwesenheit von ¢TNT bildet sich ein Komplex aus dem Antigen und
den beiden Antikorpern. Im néchsten Schritt wurden mit Spretavidin beschichtete para-
magnetische Mikropartikel hinzugegeben, welche an die Biotinkomponente des Antigen-
Antikorper-Komplexes binden kénnen. AnschlieBend wurde das Gemisch in eine Messzelle
iiberfiihrt, in der die mit Streptavidin gebundenen Komplexe an einer Elektrode magnetisch
zuriickgehalten werden, wihrend die Ruthenum-konjugierten Antikérper ohne Troponin
T-Bindung mit Hilfe von ProCell/ProCell M Losung ausgespiilt werden. Durch Anlegen einer
Spannung wird der Ruthenium-Komplex zunéchst oxidiert, um kurz darauf wieder reduziert
zu werden. Dabei einsteht ein angeregter Zustand, der wiederum durch Abgabe eines Photons
der Wellenlénge 620 nm verlassen wird. Die daraus resultierende Chemiluminenz wurde
mit einem Photomultipliers gemessen. Die ermittelte Lumineszenz ist proportional zur im
Uberstand enthaltenden ¢TNT-Konzentration und kann so iiber eine Kalibrierungsfunktion

berechnet werden.

4.7 Messung mitochondrialer Aktivitat: MTT

Die Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenase wurde mit Hilfe eines MTT Assays quan-
tifiziert. Dazu wurden die Herstellerangaben von Sigma-Aldrich zum ,,In Vitro Toxicology
Assay Kit, MTT based* (Zugriff 05-2012 auf https://www.sigmaaldrich.com) befolgt. Die
Beschreibung des folgenden Testprinzips beruht gleichfalls auf den dort zu findenden Angaben.

Der Test beruht auf der Dehydrogenasen-abhéngigen Umsetzung des gelblichen, wasserlosli-
chen 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zum blaulichen, was-
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serunloslichen Formazan, welches anschliefend photometisch quantifiziert wird. Hierzu wurden
die Zellen 48 Stunden vor Versuchsbeginn in einer Dichte von 2 x 10* Zellen pro Well in
96-Well-Platten ausgeséit und die Versuche wie in 7?7 und ?? beschrieben durchgefiihrt.
Anschlielend wurde das Versuchsmedium vorsichtig mit einer Pipette entfernt, durch 0,5
mg/ml MTT enthaltendes Kulturmedium ersetzt und 120 Minuten bei 37 °C inkubiert. Das
intrazelluldr entstandene Formazan wurde durch 0,04 M HCI in 100 % Isopropanol gelost.
Die Extinktion der Lésung wurde bei 570 nm und 630 nm im Plattenphotometer gemessen.
Nach Substraktion der Extinktion bei 630 nm von den Werten bei 570 nm wurde der Mittel-
wert der Triplikate zur normoxen (nicht-ischdmischen), normothermen Versuchsgruppe (=1)

normalisiert.

4.8 Messung des ATP-Gehalts

Die Quantifizierung des ATP-Gehaltes fand nach den Herstellerangaben von Promega zum
,CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay*“ (03-2013) statt. Die folgende Erliuterung
des Testverfahrens stammt ebenso aus den dort zu findenden Informationen.

Der zur Bestimmung des intrazelluliren ATP-Gehalts verwendete CellTiter Glo®-Test
beruht auf der Entstehung eines Lumineszenzsignals in Folge einer ATP-abhéngigen Luciferase-
Reaktion. Die Zellen werden zunéchst lysiert und zelluldre Enzyme (u.a. ATPasen) gehemmt,
bevor proportional zur vorhandenen ATP-Menge das lumineszierende Endprodukt Oxyluci-
ferin gebildet wird.

48 Stunden vor Versuchsbeginn wurden 2 x 10* Zellen pro Well in Triplikaten auf einer
weiflen 96-Well-Platte ausgesét. Der Versuch wurde wie in 7?7 und ?? beschrieben durchgefiihrt.
Zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt wurden die Platten aus den Inkubatoren entnommen
um sie fiir 30 Minuten der Zimmertemperatur anzupassen. In jedes Well wurden zu 100
ul Versuchsmedium 100 pl CellTiter-Glo®)-Reagenz hinzugefiigt. Anschlieflend wurden die
Platten fiir zwei Minuten auf dem Schiittler zur Unterstiitzung der Zelllyse ziigig rotiert,
bevor sie nach zehn-miniitiger Inkubation bei Zimmertemperatur im Luminometer mit 500 ms
Integrationszeit gemessen wurden. Die Intensititswerte aller Proben wurden zur Auswertung
in Relation zur normoxen (nicht-ischdmischen), normothermen Versuchsgruppe (=1) des

jeweiligen Versuchsansatzes gesetzt.

4.9 Messungen des intrazelluldren Proteingehalts: Western

Blot-Analysen

Die Messung des spezifischen Proteingehalts wurde nach dem in der Arbeitsgruppe bewé#hrten

Western-Blot-Verfahren durchgefiihrt, wie es zuvor bereits beschrieben wurde.[72, 75]
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4.9.1 Gewinnung der Proteine

Die Zellen wurden 48 Stunden vor Versuchsbeginn in einer Dichte von 2,7 x 10* Zellen/cm?
in Petrischalen ausgeséit und die Versuche wie in ?? und 7?7 beschrieben durchgefiihrt.
Alle Schritte zur Proteingewinnung wurden bei 4 °C ausgefiihrt, um eine Fortsetzung der
Stoffwechselvorgénge zu verhindern. Das Versuchsmedium wurde aus den Petrischalen in 1,5
ml-Reaktionsgefifle iiberfithrt und bei 500 g fiinf Minuten zentrifugiert, um nicht adhérente
Zellbestandteile vom Versuchsmedium zu trennen. Das iiberstehende Medium wurde aus
den Eppendorfgefdfien aspiriert. Die in den Petrischalen befindlichen adhérenten Zellen
wurden mit PBS bedeckt, von der Petrischalenoberfliche abgeschabt und anschlieend als
Suspension zu den in den Eppendorfgefafien enthaltenen Zellbestandteilen iiberfiihrt. Es
folgte ein erneuter fiinf-miniitiger Zentrifugationsschritt bei 500 g um alle Zellbestandteile am
Boden des Eppendorfgefifies zu sammeln. Das erhaltene Pellet wurde in Zelllyse-Puffer (20
mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF)
und Proteinase- und Phosphataseinhibitoren resuspendiert. Nach zehn-miniitiger Inkubation
auf Eis wurden die Reaktionsgefafie bei 13500 g zentrifugiert um sonstige Zellbestandteile zu
entfernen. Der die Proteine enthaltende Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefif
iiberfithrt und bei -80 °C gelagert.

4.9.2 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA

Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden photometrisch nach den Herstellerangaben
des von Pierce erworbenen ,BCA Protein Assay Kits“ (2013) bestimmt. Der Test beruht
auf einer Reduktion von Kupferionen unter Anwesenheit von Proteinen in eine einwertige
Form, die wiederum mit Bicinchoninsidure (BCA) als Chelatkomplex einen violetten Farbstoff
bilden. Die Proteinproben wurden 1:10 in bidestilliertem Wasser verdiinnt und in Duplikaten
zusammen mit einer Standardreihe aus bekannten Proteinkonzentrationen auf eine 96-Well-
Platte pipettiert. Nach Zugabe der BCA-Reagenz folgte ein 30-miniitiger Inkubationsschritt
bei 37 °C. Schliefllich wurde die Extinktion bei 570 nm gemessen und daraus mit Hilfe der

Standardreihe die Proteinkonzentration berechnet.

4.9.3 Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der Proteine wurde das SDS-PAGE Verfahren verwendet. In einem Natrium-
laurylsulfat (SDS) enthaltenden Polyacrylamidgel wandern die Proteine in Abhéingigkeit ihrer
Polypeptidkettenldnge entlang eines elektrischen Feldes. Die Proteinproben wurden auf Eis
aufgetaut. Die gleiche Menge Protein jeder Probe wurde mit SDS enthaltendem Probenpuffer
versetzt und dann zur vollstdndigen Denaturierung fiinf Minuten bei 95 °C inkubiert, bevor
sie in die Taschen des Polyacrylamidgels tiberfithrt wurde. Im Sammelgelbereich des Gels

wurden die Proben zunéchst bei einer Spannung von 60 V angehéuft und anschliefend bei
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100 V aufgetrennt, bis die kleinsten Proteine das Ende des Gels erreichten.

Die Gele wurden aus folgender Rezeptur gegossen:

Trenngel 15%ig Sammelgel x%ig

Aqua dest. 4,8 ml 4,5 ml
1,5 M Tris / HCL ph 8,8 3,8 ml /

0,5 M Tris / HCL ph 6,8 / 1,9 ml
Acrylamidlésung 30% 6 ml 810 nl
SDS 10% 150 ul 75 ul
TEMED 30 ul 19 nl
APS 10% 75 ul 57 ul

Die Elektrophorese-Kammer wurde zur Sicherung der Leitfahigkeit mit Puffer bestehend
aus 25 mM TRIS-Base, 192 mM Glycin und 3,47 mM SDS befiillt.

4.9.4 Proteintransfer

Die Proteine wurden mit der Tankblotting-Methode auf PVDF-Membranen iibertragen. Die
Membranen wurden fiir eine Minute in Methanol getrdnkt und dann luftdicht auf die die
Proteine enthaltenden Gele gelegt. In einer mit Blottingpuffer gefiillten Kammer wurden
die Proteine bei 30 V und 4 °C iiber Nacht auf die Membran iiberfiithrt. Eine erfolgreiche
Ubertragung der Proteine wurde durch eine Ponceau-Firbung bestétigt.

Der Blottingpuffer setzte sich aus 25 mM TRIS-Base, 192 mM Glycin und 439 mM Methanol

zusaliimen.

4.9.5 Detektion spezifischer Proteine

Die proteinbeladene PVDF-Membran wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in TBST
mit je nach Herstellerangaben 5 % Magermilch oder 5 % Albumin inkubiert, um unspezifische
Antikoérperbindungen in der darauffolgenden Detektion zu unterbinden. Anschliefend wurde
die Membran mit den jeweiligen Primérantikérpern, die entsprechend den Herstellerangeben
mit TBST verdiinnt wurden, iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dreifacher Waschung der
Membran mit TBST zur Priméarantikorperentfernung wurde der mit Meerrettichperoxidase
konjugierte Sekundérantikorper (Donkey anti Rabbit, 1:10000 in TBST) fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur appliziert. Ein erneute dreifache Waschung folgte. Schliellich wurde die
Membran fiir eine Minute bei Zimmertemperatur mit einer Peroxid und Luminol enthaltenden
Reagenz (enhanced chemiluminescence) bedeckt. Das Reagenz dient als Substrat fir die an

den Sekundarantikoper gebundene Meerrettichperoxidase. Die Reaktion des Luminols mit

34



METHODEN

dem Peroxid als Oxidationsmittel fiihrt zur Emission eines Chemilumineszenzsignals, welches
mit Hilfe einer auf der ChemidDoc(TM) installierten CCD-Kamera aufgenommen wurde und

in die Quantitity One(TM)-Software importiert wurde.

4.9.6 Densitometrie

Die photodensitometrische Analyse der detektierten Banden wurde mit der Software Image
Lab (TM) durchgefiihrt. Neben der Expression des zu untersuchenden Proteins wurde als
Kontrolle gleicher Proteinmengenladung auf jeder Membran die Intensitit von 8-Aktin
mitbestimmt. Um Schwankung in der beladenen Proteingesamtmenge auszugleichen wurde
die Bandenintensitit des jeweiligen Proteins durch die Intensitat der Aktinbande dividiert.
Die durch Aktin dividierten Intensitétswerte aller Proben wurden zur Auswertung in Relation
zur normoxen (nicht-ischdmischen), normothermen Versuchsgruppe (=1) des jeweiligen

Versuchsansatzes gesetzt.

4.10 Messung von mRNA-Regulationen mittels
qguantitativer Echtzeit-PCR

Die einzelnen Schritte der quantitativen Echtzeit-PCR (qRT-PCR) wurden nach der in der
Arbeitsgruppe etablierten Methodik durchgefiihrt, wie sie zuvor bereits dargelegt wurde.|[75]

4.10.1 RNA-Isolation

Die Isolation der RNA erfolgte mit peqGOLD RNAPure™nach den Angaben des Herstellers
Peqlab. Dazu wurden Zellen 48 Stunden vor Versuchsbeginn in einer Dichte von 2,7 X
10* Zellen/cm? in Petrischalen ausgesit und nach der Beschreibung in ?? und ?? behan-
delt. Zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt wurden das Versuchsmedium aspiriert und die
Petrischalen mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden durch Zugabe von peqGOLD RNA-
Pure™ mit anschlieBender Resuspension von der Oberfliche der Petrischale abgelost und
zur vollstdndigen Lyse bei Zimmertemperatur fiinf Minuten inkubiert. Zur RNA-Extraktion
wurde 0,2 ml Chloroform/ml peqGOLD RNAPure™ hinzugefiigt, die Probe geschiittelt und
fiinf Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein 15-miniitiger Zentrifugationsschritt bei 12000
g und 4 °C. Die obere klare Schicht jeder Probe wurde in ein neues 1,5ml-Reaktionsgefaf3
iiberfithrt und zur Ausfillung der RNA mit der gleichen Menge Isopropanol kombiniert. Nach
15-miniitiger Inkubation auf Eis folgte eine Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 12000 g und
4 °C. Das entstandene Pelett wurde in 75 %-igem Ethanol geschwaschen und in RNAse-freiem

bidestillierten Wasser resuspendiert.
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4.10.2 Reverse Transkription

Die RNA wurde mit Hilfe einer RNA-abhéngigen DNA-Polymerase (Moloney Murine Leuke-
mia Virus Reverse Transcriptase) in cDNA transkribiert. Dazu wurde zunéchst die RNA-
Konzentration spektralphotometrisch bestimmt und deren Reinheit mittels des Quotienten
der Messerwerte bei 260nm und 280nm {iberpriift. Im darauffolgenden Schritt wurden 500 ng
RNA mit 200 U der DNA-Polymerase und einer Mischung aus einzelstringigen Hexanukleoti-
den zufilliger Sequenz (random Primer) kombiniert. Der Reaktionsansatz wurde in einem

Thermozykler fiir eine Stunde bei 42 °C transkribiert.

4.10.3 Quantitative RT-PCR

Im PCR-~Ansatz wurde die cDNA unter gleichzeitiger Quantifizierung der Produkte am-
plifiziert. Dazu wurden Hydrolysesonden (TagMan) mit zur untersuchten Nukleinsdure
komplementiren Basenfolge verwandt, die am 5’-Ende mit 6-Carboxyfluorescein (FAM)
und am 3’-Ende mit 6-carboxy-tetramethylrhodamine (TAMRA) markiert sind. Kommt
es wiahrend der PCR zum Einbau der Sonde, wird das am 3’ -Ende befindliche TAMRA
abgespalten, wodurch die Wirkung des Forster-Resonanzenergietransfers zwischen FAM und
TAMRA aufgehoben wird und so das durch FAM ausgesandte Fluoreszenzsignal nicht weiter
unterdriickt wird.[96]

Die PCR wurde in Triplikaten & 11 ul bestehend aus 5 pl 2x KAPA PROBE FAST
qPCR Mastermix , 2,5 ul 2,5 pM Oligonukleotid Mix, 0,5 ul Probe und 3 pl in Aqua bidest
gelosten TagMan-Sonden (RBM3, iNOS, GAPDH) auf 96-Well PCR-Platten pipettiert.
In einem StepOnePlus™ Real-Time PCR-System durchliefen die Platten 40 Zyklen & 15
Sekunden bei 94 °C und eine Minute bei 60 °C. Mit Hilfe der StepOnePlus™ Software wurden
die Fluoreszenzwerte in CT-Werte iiberfithrt und unter Riicksicht der internen GAPDH-
Ladekontrolle in RQ-Werte umgerechnet, so dass die Werte zur normoxen (nicht-ischémischen),

normothermen Versuchsgruppe (=1) normalisiert wurden.[75, 96]

4.11 Applikation von Levosimendan

Levosimendan (Simdax®) wurde als steriles 2,5mg/ml Konzentrat von der Firma Orion
Pharma erworben und bei 4 °C gelagert. Direkt vor Beginn der Versuche wurde das Konzen-
trat im jeweiligen Versuchsmedium entsprechend der gewiinschten Konzentration verdiinnt.
Die Zellen wurden wéhrend des gesamten Versuchsdurchlaufes mit Levosimendan in der
jeweiligen Konzentration inkubiert. Das Medium zur Simulation der Reperfusion wurde mit
frischem Levosimendan entsprechender Konzentration angesetzt. Eine Vorbehandlung mit

Levosimendan vor Versuchsbeginn fand nicht statt.

36



METHODEN

4.12 Statistische Analyse

Alle Daten wurden zur statistischen Analyse und grafischen Darstellung in GraphPad Prism
5 importiert. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte 4 /- Standardabweichung dargestellt. Alle
Experimente wurden mindestens dreimal unabhéngig voneinander mit unterschiedlichen
Zellpassagen durchgefiihrt. Fiir alle Daten wurde eine Normalverteilung angenommen und
parametrische Signifikanztests gewahlt. Bei Experimenten bei denen geniigend Replikate
zur Verfiigung standen (n >6), wurde die Normalverteilung mit Hilfe des Shapiro-Wilk
Tests tiberpriift. Zur Untersuchung der Signifikanz zwischen Mittelwerten von mehr als zwei
Gruppen wurde der One-way ANOVA-Test genutzt und anschlieBend mit der Bonferroni-
Korrektur zur Vermeidung der Kumulation des Alphafehlers die Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppe spezifiziert. P-Werte <0,05 werden als statistisch signifikant angesehen und
grafisch mit * markiert. P-Werte <0,01 sind mit ** und p-Werte <0,001 mit *** markiert.
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5.1 Etablierung von Ischamie- und
Reperfusions-Schadigung: Effekte von Nadhrstoffentzug
und Hypoxie bei 37 °C

Zur Etablierung der Simulation von Ischdmie und I/R wurden zunéchst Versuche bei 37 °C
ausgefiihrt, bei denen die Effekte der beiden Ischdmiekomponenten (Néhrstoffentzug und

Hypoxie) einzeln und in Kombination untersucht wurden.

5.1.1 Einfluss auf die LDH-Freisetzung

Zur Quantifizierung des Zelluntergangs durch die Simulation von Ischdmie und I/R wurde

die Aktivitat von LDH im Zelliiberstand bestimmt.

5.1.1.1 Einfluss der simulierten Ischdmie auf die LDH-Freisetzung

Eine 6-stiindige Inkubation unter normoxen Bedingungen in Mangelmedium fiihrte lediglich
zu einem leichten Anstieg der LDH-Aktivitét im Uberstand im Vergleich zur Gruppe mit
kompletter Néhrstoffversorgung.(Abb. ??) Die Simulation der Ischdmie aus der Kombination

von Mangelmedium und Hypoxie erhohte die extrazellulire LDH-Aktivitat signifikant.
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Abb. 5.1: LDH-Freisetzung nach simulierter Ischimie (a) und I/R (b) bei 37 °C
Normoxie= 21 % Os; Hypoxie= 0,2 % O; Nihrmedium= Kulturmedium mit Glukose und
FKS; Mangelmedium= Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS; Reperfusion= 24-stiindige
Inkubation in Normoxie und Nadhrmedium; simulierte Ischdmie= 6-stiindige Inkubation in
Hypoxie und Mangelmedium; simulierte Ischéimie und Reperfusion (I/R)= 6-stiindige Inkubation
in Hypoxie und Mangelmedium mit darauf folgender 24-stiindiger Inkubation unter Normoxie
und Nihrmedium; ***= p<0,001; (a) n=7, (b) n=>5

5.1.1.2 Einfluss der simulierten Reperfusion auf die LDH-Freisetzung

Ahnliche Ergebnisse traten bei der simulierten Reperfusions-Schidigung (I/R) auf. Die

Gruppe, die vor der 24-stiindigen normoxen Inkubation in Ndhrmedium der Kombination
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aus Hypoxie und Mangelmedium ausgesetzt wurde, hatte eine im Vergleich zur vollstandig
versorgten Kontrollgruppe signifikant hohere LDH-Aktivitdt im Uberstand.(Abb. ??) Im
Vergleich der vollstéandigen versorgten Kontrollgruppe zu der Gruppe, die vor der simulierten
Reperfusion lediglich Mangelmedium bei Normoxie exponiert wurde, zeigte sich hingegen

kein signifikanter Unterschied.

5.1.2 Einfluss auf die MTT-Reduktion

Zur Einschétzung der mitochondrialen Aktivitdt wurde das Ausmafl der MTT-Reduktion

ermittelt.

5.1.2.1 Einfluss der simulierten Ischamie auf die MTT-Reduktion

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der LDH-Freisetzung (??) wurde eine signifikante
Einschriankung der Zellvitalitdt nur durch die komplette Simulation der Ischdmie durch die
Kombination von Néhrstoffentzug und Hypoxie erreicht.(Abb. ??) Isolierter Néihrstoffentzug
oder alleinige Hypoxie fiihrten zu keiner signifikanten Herabsetzung der MTT-Reduktion im

Vergleich zur normoxen, nahrstoffversorgten Gruppe.
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Abb. 5.2: MTT-Reduktion nach simulierter Ischimie (a) und I/R (b) bei 37 °C
Normoxie= 21 % Os; Hypoxie= 0,2 % Os; Nihrmedium= Kulturmedium mit Glukose und
FKS; Mangelmedium= Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS; Reperfusion= 24-stiindige
Inkubation in Normoxie und N&hrmedium; simulierte Ischdmie= 6-stiindige Inkubation in
Hypoxie und Mangelmedium; simulierte Ischimie und Reperfusion= 6-stiindige Inkubation in
Hypoxie und Mangelmedium mit darauf folgender 24-stiindiger Inkubation unter Normoxie und
Nihrmedium; ***= p<0,001; n= 4

5.1.2.2 Einfluss der simulierten Reperfusion auf die MTT-Reduktion

Weder die alleinige Unterbrechung der Nahrstoffversorgung noch der Entzug von Sauerstoff vor
Simulation der Reperfusion fithrt zu einer signifikant geringeren MTT-Reduktion gegeniiber

den vollstandig versorgten Zellen.(Abb. ??) Die Kombination aus Hypoxie und Mangelmedium

40



ERGEBNISSE

vor der simulierten Reperfusion, also die vollstéindige Simulation der Reperfusions-Schiadigung

(I/R), fuhrten hingegen zu einer signifikanten Reduktion des MTT-Umsatzes.

5.2 Effekte von

Post-Ischamischer-Therapeutischer-Hypothermie

5.2.1 Einfluss der simulierten Reperfusion unter PITH auf die
Morphologie

Zunéchst wurden die Effekte der Post-Ischdmischen-Therapeutischen-Hypothermie (PITH) auf
die Morphologie der HL-1 Zellen im Vergleich zur normoxen Kontrolle und der normothermen
I/R-Gruppe mit Hilfe eines Phasenkontrastmikroskops untersucht.(Abb.?7)

Gegeniiber der normoxen Kontrolle (Abb. ??) fithrte I/R bei 37 °C (Abb. ??) zu einer
verringerten Konfluenz durch eine vermehrte Ablésung der geschiadigten Zellen. Die abgelosten
Zellen erschienen rundlich und durch die verédnderte Lichtbrechung hell leuchtend. Das
Zytoplasma der adhdrenten Zellen in der I/R-Gruppe wirkte fragmentiert und die Zellréinder
weniger glatt. Die Zellkerne waren nicht mehr deutlich vom Zytoplasma abgegrenzt oder
eingeschrumpft. Zell-Zell-Kontakte waren stark vermindert. Die beschriebenen Verdnderungen
trafen auch auf die PITH-Gruppe zu.(Abb. ??7) Demzufolge wurde keine Verdnderung in
der Morphologie durch nach der simulierten Ischdmie einsetzende moderate Hypothermie
beobachtet.

5.2.2 Einfluss auf die LDH-Freisetzung

Zur Quantifizierung des in der Morphologie beobachteten Zellschadens durch I/R bei 37 °C
und PITH (??) diente die Messung von freigesetztem LDH im Zellkulturmedium.

I/R bei 37 °C fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der LDH-Aktivitit gegeniiber der
normoxen Kontrolle.(Abb. ??) Nur unwesentlich niedriger erfolgte der Anstieg der LDH-
Aktivitdt in der PITH-Gruppe. Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der
normothermen I/R-Gruppe und der PITH-Gruppe.

5.2.3 Einfluss auf die Troponin T-Freisetzung

Als spezifischer Schadigungsmarker von Kardiomyozyten wurde die Troponin T (¢TNT)-
Konzentration im Zelliiberstand nach Simulation der Reperfusion bestimmt. Die Messungen
bestétigten die Ergebnisse der relativen LDH-Aktivitéit. So stieg die ¢ TNT-Konzentration
gegeniiber der normoxen Kontrolle durch I/R sowohl bei 37 °C als auch unter PITH signifikant
an.(Abb. ??) Der Unterschied zwischen I/R bei 37 °C und PITH ist nur gering und nicht
signifikant.
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(c) I/R, PITH (335 °C) (d) I/R, IITH (33,5 °C)

Abb. 5.3: Phasenkontrastaufnahmen nach I/R bei 37°C (b), PITH (c) und IITH (d)
400-fache Vergrofierung; a) normoxe Kontrolle= Inkubation in Normoxie (21 % O2) und
Nihrmedium (Kulturmedium mit Glukose und FKS) bei 37 °C; b) I / R= simulierte Ischémie
und Reperfusion durch 6-stiindige Inkubation in Hypoxie (0,2 % O3) und Mangelmedium
(Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS) mit darauf folgender 24-stiindiger Inkubation
unter Normoxie und Nahrmedium bei 37 °C; ¢) I/R unter Post-Ischdmischer-Therapeutischen-
Hypothermie (PITH, 33,5 °C); d) I/R unter Intra-Ischdmischer-Therapeutischen-Hypothermie
(IITH, 33,5 °C)
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Abb. 5.4: LDH-Freisetzung nach I/R bei 37 °C und PITH normoxe Kontrolle= In-
kubation bei 37 °C in Normoxie (21 % Og) und Nahrmedium (Kulturmedium mit Glukose
und FKS); I/R= simulierte Ischimie und Reperfusion durch 6-stiindige Inkubation in Hypoxie
(0,2 % O3) und Mangelmedium (Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS) mit darauf
folgender 24-stiindiger Inkubation unter Normoxie und Néhrmedium; PITH= Post-Isch&mische-
Therapeutische-Hypothermie (33,5 °C); ***= p<0,001; n= 5
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Abb. 5.5: Troponin T-Freisetzung nach I/R bei 37 °C und PITH normoxe Kontrolle=
Inkubation bei 37 °C in Normoxie (21 % Og2) und Nihrmedium (Kulturmedium mit Glukose
und FKS); I/R= simulierte Ischdmie und Reperfusion durch 6-stiindige Inkubation in Hypoxie
(0,2 % O2) und Mangelmedium (Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS) mit darauf
folgender 24-stiindiger Inkubation unter Normoxie und Néhrmedium; PITH= Post-Ischdmische-
Therapeutische-Hypothermie (33,5 °C); **= p<0,01; *= p<0,05; n= 4
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5.2.4 Einfluss auf den ATP-Gehalt

Der intrazelluldare ATP-Gehalt wurde relativ zur normoxen Kontrolle (= 1) gemessen. Es
zeigte sich durch I/R sowohl bei 37 °C als auch unter PITH ein signifikant niedrigerer
ATP-Gehalt.(Abb. ?7) Es besteht kein signifikanter Unterschied im Abfall des ATP-Spiegels

zwischen I/R bei 37 °C und PITH.
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Abb. 5.6: ATP-Gehalt nach I/R bei 37 °C und PITH normoxe Kontrolle= Inkuba-
tion bei 37 °C in Normoxie (21 % O2) und Nihrmedium (Kulturmedium mit Glukose und
FKS); I/R= simulierte Ischimie und Reperfusion durch 6-stiindige Inkubation in Hypoxie
(0,2 % O3) und Mangelmedium (Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS) mit darauf
folgender 24-stiindiger Inkubation unter Normoxie und N&hrmedium; PITH= Post Ischdmische
Therapeutische Hypothermie (33,5 °C); *= p<0,05; n= 4

5.3 Einfluss von
Intra-Ischamischer-Therapeutischer-Hypothermie

Die Effekte der wihrend der simulierten Ischdmie induzierten moderaten Hypothermie (IITH)
wurden zu zwei verschieden Zeitpunkten untersucht, ndmlich zur Evaluation des Einflusses
auf die ischdmische Schidigung nach sechs Stunden und zur Einschétzung der Verdnderungen

der Reperfusions-Schidigung nach 27 Stunden.

5.3.1 Einfluss auf die Morphologie
5.3.1.1 Einfluss der simulierten Ischamie unter IITH auf die Morphologie

Nach sechs Stunden simulierter Ischdmie bei 37 °C waren deutliche morphologische Ver-
anderungen gegeniiber der normoxen Kontrolle sichtbar.(Abb. 7?7 7?7 ) Die Zellen wirkten
geschrumpft und abgerundet. Die durch die verinderte Lichtbrechung beeinflusste Auf-
hellung weist moglicherweise auf eine beginnende Ablésung der Zellen hin. Die Konfluenz
war unverdndert. Die beschriebene Verdnderungen durch I/R bei 37 °C traten unter IITH-

Bedingungen nicht auf.(Abb.?7)

44



ERGEBNISSE

(c) simulierte Ischdmie, IITH (33,5 °C)

Abb. 5.7: Phasenkontrastaufnahmen simulierter Ischimie bei 37 °C (b) und IITH
(c) 400-fache Vergréfierung; a) normoxe Kontrolle= Inkubation in Normoxie (21 % O) und
Néhrmedium (Kulturmedium mit Glukose und FKS) bei 37 °C; b) simulierte Ischdmie= 6-
stiindige Inkubation in Hypoxie (0,2 % O2) und Mangelmedium (Kulturmedium ohne Glukose

und ohne FKS) bei 37 °C; c) simulierte Ischdmie unter Intra-Ischdmischer-Therapeutischen-
Hypothermie (ITTH, 33,5 °C)
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5.3.1.2 Einfluss der simulierten Reperfusion unter IITH auf die Morphologie

Die in Abschnitt ?? beschriebenen morphologischen Verdnderungen durch I/R bei 37 °C
und PITH wurden unter II'TH nicht beobachtet. Die Zellen dhnelten in Konfluenz, Anteil
adhérenter Zellen und in der ovalen Zellform mit deutlich abgrenzbarem Zellkern der Gruppe
der normoxen Kontrollen.(Abb. ??, ??) Die Zellkontakte zwischen den Kardiomyozyten

blieben erhalten.

5.3.2 Einfluss auf die LDH-Freisetzung
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(a) 6 h: simulierte Ischédmie (b) 27 h: simulierte Ischdmie und Reperfusion

Abb. 5.8: LDH-Freisetzung nach simulierter Ischimie (a) und I/R (b) bei 37 °C
und ITTH normoxe Kontrolle= Inkubation bei 37 °C in Normoxie (21 % O3) und Nihrmedium
(Kulturmedium mit Glukose und FKS); Ischimie= 6-stiindige Inkubation in Hypoxie (0,2
% O2) und Mangelmedium (Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS); I/R= simulierte
Ischéamie und Reperfusion durch 6-stiindige Inkubation in Hypoxie und Mangelmedium mit
darauf folgender 24-stiindiger Inkubation unter Normoxie und Nihrmedium; IITH= Intra-
Ischédmische-Therapeutische-Hypothermie (33,5 °C); ***= p<0,001; **= p<0,01; n= 9

5.3.2.1 Einfluss der simulierten Ischamie unter IITH auf die LDH-Freisetzung

Die 6-stiindige Simulation der Ischédmie fiihrte bei 37 °C zu einem signifikanten Anstieg der
LDH-Freisetzung im Vergleich zur normoxen Kontrolle.(Abb. ?7) Der Anstieg der LDH-
Freisetzung fiel unter IITH gegeniiber der normothermen I/R-Gruppe signifikant geringer

aus.

5.3.2.2 Einfluss der simulierten Reperfusion unter IITH auf die LDH-Freisetzung

Durch die Intervention mit II'TH wéhrend der Simulation von I/R wurde eine signifikante

Reduktion des LDH-Anstiegs gegeniiber der normothermen I/R-Gruppe erreicht.(Abb. ?7)
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Abb. 5.9: Troponin T-Freisetzung nach simulierter Ischimie (a) und I/R (b) bei
37 °C und IITH normoxe Kontrolle= Inkubation bei 37 °C in Normoxie (21 % Og2) und
Nahrmedium (Kulturmedium mit Glukose und FKS); Ischdmie= 6-stiindige Inkubation in
Hypoxie (0,2 % Oz) und Mangelmedium (Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS); I/R=
simulierte Ischdmie und Reperfusion durch 6-stiindige Inkubation in Hypoxie und Mangelmedium
mit darauf folgender 24-stiindiger Inkubation unter Normoxie und Nihrmedium; IITH= Intra-
Ischiimische-Therapeutische-Hypothermie (33,5 °C); ***= p<0,001; **= p<0,01; n= 8

5.3.3 Einfluss auf die Troponin T-Freisetzung
5.3.3.1 Einfluss der simulierten Ischdamie unter IITH auf die Troponin T-Freisetzung

Die ¢TNT-Konzentration in der normoxen Kontrolle nach sechs Stunden belief sich auf 0,52
ng/l. Die Simulation der Ischédmie fiithrte bei 37 °C demgegeniiber zu einer signifikanten
Erhohung der ¢cTNT-Konzentration auf 1,11 pg/l und bei IITH zu einer nicht-signifikanten
Erhohung auf 0,63 pg/1.(Abb. ??) Die Konzentration in der IITH-Gruppe ist im Vergleich

zur normothermen I/R-Gruppe signifikant geringer.

5.3.3.2 Einfluss der simulierten Reperfusion unter IITH auf die cTNT-Freisetzung

Die ¢cTNT-Konzentration der normoxen Kontrolle betrug nach dem Zeitraum der simulierten
Ischéamie und Reperfusion 0,075 pg/l.(Abb. ??) Unter normothermer I/R stieg die Konzen-
tration signifikant auf 0,676 pg/l. Unter IITH kam es zu einem nicht-signifikanten Anstieg
auf 0,243 pg/l. Der Anstieg der ¢TNT-Konzentration fiel in der IITH signifikant geringer aus
als in der I/R-37°C-Gruppe.

5.3.4 Einfluss auf den ATP-Gehalt
5.3.4.1 Einfluss der simulierten Ischamie unter IITH auf den ATP-Gehalt

Die Simulation der Ischéamie bei 37 °C und unter IITH fiithrte im Vergleich zur normoxen
Kontrolle (=1) zu einer signifikanten Herabsetzung des ATP-Gehalts.(Abb. ??) Der ATP-
Gehalt in der IITH-Gruppe ist signifikant hoher in der normothermen Ischdmie-Gruppe.
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Abb. 5.10: ATP-Gehalt nach simulierter Ischdmie (a) und I/R (b) bei 37 °C und
IITH normoxe Kontrolle= Inkubation bei 37 °C in Normoxie (21 % Oz) und Néhrmedium
(Kulturmedium mit Glukose und FKS); Ischimie= 6-stiindige Inkubation in Hypoxie (0,2
% Og) und Mangelmedium (Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS); I/R= simulierte
Ischdmie und Reperfusion durch 6-stiindige Inkubation in Hypoxie und Mangelmedium mit
darauf folgender 24-stiindiger Inkubation unter Normoxie und Nihrmedium; IITH= Intra-
Ischiimische-Therapeutische-Hypothermie (33,5 °C); ***= p<0,001; **= p<0,01; n= 4

5.3.4.2 Einfluss der simulierten Ischamie und Reperfusion unter IITH auf den
ATP-Gehalt

Im Vergleich zur normoxen Kontrolle (= 1) kam es durch I/R bei 37 °C und unter IITH zu
einer signifikanten Absenkung des ATP-Gehalts.(Abb. ??) Die ATP-Reduktion verlief unter
IITH gegeniiber Normothermie allerdings abgeschwicht. Der ATP-Abfall unterscheidet sich
signifikant zwischen den beiden I/R-Gruppen.

5.3.5 Einfluss auf die MTT-Reduktion

Nachdem sich protektive Hinweise im Bereich der Morphologie, des Zelluntergangs und des
ATP-Gehalts ergeben hatten, wurde der Einfluss der Hypothermie-Behandlung wahrend
Ischéamie und I/R auf die mitochondriale Aktivitét in Form der MTT-Reduktion gemessen.

5.3.5.1 Einfluss der simulierten Ischamie unter IITH auf die MTT-Reduktion

Die simulierte Ischédmie fithrte sowohl in der normothermen als auch in der IITH-Gruppe
zu einer signifikanten Absenkung der MTT- Reduktion gegeniiber der normoxen Kontrolle

(= 1).(Abb. ??) Die Einschrinkung der MTT-Reduktion fiel allerdings in der IITH-Gruppe

signifikant geringer aus.
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Abb. 5.11: MTT-Reduktion nach simulierter Ischimie (a) und I/R (b) bei 37 °C
und ITTH normoxe Kontrolle= Inkubation bei 37 °C in Normoxie (21 % O2) und Ndhrmedium
(Kulturmedium mit Glukose und FKS); Ischimie= 6-stiindige Inkubation in Hypoxie (0,2
% Og) und Mangelmedium (Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS); I/R= simulierte
Ischdmie und Reperfusion durch 6-stiindige Inkubation in Hypoxie und Mangelmedium mit
darauf folgender 24-stiindiger Inkubation unter Normoxie und Nihrmedium; IITH= Intra-
Ischiimische-Therapeutische-Hypothermie (33,5 °C); ***= p<0,001; *= p<0,05; n= 7

5.3.5.2 Einfluss der simulierten Ischamie und Reperfusion unter IITH auf die
MTT-Reduktion

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch nach der Simulation von Ischimie und Reperfusion. So
kam es bei 37 °C und unter II'TH zu einer signifikanten Absenkung der MTT-Reduktion im
Vergleich zur normoxen Kontrolle (=1).(Abb. ??) Die MTT-Werte in der IITH-Gruppe fielen

signifikant hoher aus als in der normothermen I/R- Gruppe.

5.3.6 Einfluss auf die Caspase 3-Aktivierung

Zur Beurteilung des Apoptoseverhaltens wurde auf Proteinebene die Spaltung der Procaspase 3
in die aktive Caspase 3 untersucht. Dazu wurde das Verhéltnis der densitometrisch gewonnenen
Intensitéitswerte von gespaltener Caspase 3 zu ungespaltener Procaspase 3 bestimmt und zur
6 Stunden normoxen Kontrolle als Startwert der simulierten Reperfusion normalisiert (6h

normoxe Kontrolle= 1).

5.3.6.1 Einfluss der simulierten Ischdamie unter IITH auf die Caspase 3-Aktivierung

Die sechsstiindige Simulation der Ischdmie fithrte weder bei 37 °C noch unter IITH zu einem
Anstieg der gespaltenen Caspase 3. Im Vergleich zur normoxen Kontrolle (=1) kam es durch
die simulierte Ischdmie unter Normothermie und II'TH zu einer Verminderung der Caspase-
Spaltung. Das Verhéltnis von Normothermie und IITH unterscheidet sich nach simulierter

Ischdmie nicht signifikant.
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Abb. 5.12: Caspase 3 Aktivierung nach simulierter Ischimie (a) und I/R (b-f) bei
37 °C und IITH Densitometrische Quantifizierung nach 6, 7, 8 ,9, 12 und 27 h (a-f), Beispiel-
aufnahmen der Banden (g), Darstellung im Zeitverlauf (h); normoxe Kontrolle= Inkubation
bei 37 °C in Normoxie (21 % Og) und Nidhrmedium (Kulturmedium mit Glukose und FKS);
Ischdmie= 6-stiindige Inkubation in Hypoxie (0,2 % O2) und Mangelmedium (Kulturmedium
ohne Glukose und ohne FKS); I/R= simulierte Ischimie und Reperfusion durch 6-stiindige
Inkubation in Hypoxie und Mangelmedium mit darauf folgender 24-stiindiger Inkubation unter
Normoxie und N#hrmedium; Normoxie= Inkubation in 21 % O, und Nidhrmedium; IITH=
Intra-Ischdmische-Therapeutische-Hypothermie (33,5 °C); ***= p<0,001; **= p<0,01; a) und
f) n=3, b)- ¢) n=4
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5.3.6.2 Einfluss der simulierten Ischamie und Reperfusion unter IITH auf die Caspase
3-Aktivierung

Die auf die simulierte Ischdmie folgende Reperfusion fiithrte bei 37 °C in den ersten Stun-
den (7 h, 8 h, 9 h, 12 h) zunichst zu einer Aktivierung der Caspase 3, wobei sich das
Verhéltnis bis zum 27 Stunden-Zeitpunkt wieder auf die Seite der inaktiven Procaspase
zuriickentwickelte.(Abb. 77?)

Nach sieben Stunden (6 h Ischdmie 4+ 1 h Reperfusion) kam es durch I/R bei 37 °C zu einem
deutlichen, aber nicht-signifikanten Anstieg des Caspase-Quotienten (Caspase 3 / Procaspase
3) im Vergleich zur 6 Stunden normoxen Kontrolle. Unter IITH stieg der Quotient nur gering
an.(Abb. 77?)

Nach acht Stunden (6 h Ischdmie + 2 h Reperfusion) erreichte der Anstieg des Caspase-
Quotienten durch I/R unter Normothermie gegeniiber der normoxe Kontrolle Signifkanzniveau,
wahrend der Anstieg unter IITH weiterhin klein blieb und sich nicht signifikant von der
normoxen Kontrolle unterscheidet.(Abb. 77)

Das Verhiéltnis des Apoptose-Quotienten beginnt sich zum neun Stunden-Wert (6 h Ischdmie
+ 3 h Reperfusion) wieder der normoxen Kontrolle anzunéhern, der Unterschied bleibt
signifikant. Der Anstieg des Caspase-Quotienten unterschied sich signifikant zwischen der
normothermen I/R- Gruppe und der IITH-Gruppe.

Nach zwolf Stunden (6 h Ischdmie + 6 h Reperfusion) zeigte sich der Quotient durch I/R
bei 37 °C gegeniiber der 6 Stunden normoxen Kontrolle nach wie vor signifikant erhoht. Der
Anstieg des Quotienten wurde durch IITH weiterhin unterdriickt. Es besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen I/R bei 37°C und IITH.

Nach 27 Stunden war keine Aktivierung der Apoptose mehr zu beobachten.

5.3.7 Einfluss auf die ERK-Aktivierung

Nachdem sich bei der Caspsase 3-Aktivierung die der simulierten Reperfusion zeitnah fol-
genden Stunden als relevant bei der Apoptoseaktivierung herausgestellt hatten (??), wurde
die ERK-Aktivierung in diesem Zeitraum (7h, 8h, 9h 12h) analysiert um einen genaueren

Einblick in mogliche Verinderungen der Apoptosekaskase durch IITH zu gewinnen.

5.3.7.1 Einfluss der simulierten Ischdmie und Reperfusion auf die ERK-Aktivierung
unter IITH

Zu allen untersuchten Zeitpunkten wurde durch I/R eine nicht-signifikante Steigerung des
phosphorylierten (aktivierten) ERK-Anteils beobachtet.(Abb. ?7) Eine Stunde nach Reperfu-
sion (7 Stunden nach Versuchsstart) fand dieser Anstieg sowohl in der normothermen als
auch in der IITH Gruppe statt.(Abb. ??) An den darauf folgenden Zeitpunkten (8h, 9h, 12h)

wurde durch IITH eine nicht-signifikant abgeschwiichte ERK Aktivierung beobachtet. (Abb.
77,77, 77)
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Abb. 5.13: ERK 1/2-Phosphorylierung nach simulierter I/R bei 37 °C und IITH
Densitometrische Quantifizierung nach 7,8,9 und 12h (a-d), Beispielaufnahmen der Banden
(e), normoxe Kontrolle= Inkubation bei 37 °C in Normoxie (21 % Oz) und Nahrmedium
(Kulturmedium mit Glukose und FKS); Ischimie= 6h Inkubation in Hypoxie (0,2 % Oa)
und Mangelmedium (Kulturmedium ohne FKS und ohne Glukose); Reperfusion= Inkubation
in Normoxie und Nahrmedium; I/R= simulierte Ischimie und Reperfusion durch 6-stiindige
Inkubation in Hypoxie und Mangelmedium mit darauf folgender 24-stiindiger Inkubation unter
Normoxie und Néahrmedium; Normoxie= Inkubation in 21 % O und Naihrmedium; IITH=
Intra-Ischdmische-Therapeutische-Hypothermie (33,5 °C); n=4
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5.3.8 Einfluss auf die iNOS mRNA-Induktion

Das Enzym induzierbare-NO-Synthase (iNOS) ist entscheidend an der Regulation des NO-
Haushalts der Zellen beteiligt. Wie in 7?7 beschrieben, kann eine {iberméflige NO-Konzentration
toxische Auswirkung haben. Auf mRNA-Ebene wurde die Induktion von iNOS wéhrend I/R
untersucht. Der Gehalt der iNOS-mRNA direkt nach der Phase der simulierten Ischédmie

blieb in allen Gruppen unterhalb der Detektionsgrenze.

5.3.8.1 Einfluss der simulierten Ischamie und Reperfusion unter IITH auf die iNOS
Induktion

Nach Simulation von I /R bei 37 °C wurde ein signifikanter Anstieg des mRNA-Gehalts von
iNOS in den HL-1 Zellen beobachtet.(Abb. ??7) Die mRNA-Induktion durch I/R fand unter
IITH-Bedingungen nicht statt. Der Anstieg des iNOS-Gehalts in der II'TH-Gruppe ist im

Vergleich zur normothermen I/R-Gruppe signifikant geringer.

[«2)
J
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Normoxe 87 IITH

Kontrolle /R

Abb. 5.14: INOS Gen-Expression (mRNA) nach I/R bei 37 °C und IITH normoxe
Kontrolle= Inkubation bei 37 °C in Normoxie (21 % Og2) und Nihrmedium (Kulturmedium mit
Glukose und FKS); I / R= simulierte Ischiamie und Reperfusion durch 6-stiindige Inkubation
in Hypoxie (0,2 % O2) und Mangelmedium (Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS)
mit darauf folgender 24-stiindiger Inkubation unter Normoxie und N&hrmedium; II'TH= Intra-
Ischiimische-Therapeutische-Hypothermie (33,5 °C); ***= p<0,001; n= 5

mRNA-Expression iNOS / GAPDH [relative
Veréndeurng zur normoxen Kontrolle]

5.3.9 Einfluss auf die RBM3-Induktion

Das Kalteschockprotein RMB3 wird in unterschiedlichen Geweben und Zellen unter hypother-
men Bedingungen hochreguliert.(Kap. ??) Eine protektive Signalfunktion von RBM3 wird
diskutiert. Die Regulation von RBM3 durch moderate Hypothermie in nicht-geschidigten
und in durch simulierte Ischdmie und I/R geschiadigten HL1-Kardiomyozyten wurde sowohl

auf Protein als auch mRNA-Ebene untersucht.
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Abb. 5.15: RBM3 Protein- und Gen-Expression (mRNA) nach simulierter Ischéimie
(a, ¢) und I/R (b, d) normoxe Kontrolle= Inkubation bei 37 °C in Normoxie (21 % O3)
und Nahrmedium (Kulturmedium mit Glukose und FKS); Ischdmie= 6-stiindige Inkubation
in Hypoxie (0,2 % O2) und Mangelmedium (Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS);
I / R= simulierte Ischdmie und Reperfusion durch 6-stiindige Inkubation in Hypoxie und
Mangelmedium mit darauf folgender 24-stiindiger Inkubation unter Normoxie und Nihrmedium;
IITH= Intra-Ischéimische-Therapeutische-Hypothermie (33,5 °C); ***= p<0,001; **= p<0,01;
a) und ¢) n=4, b) und d) n=>5
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5.3.9.1 Regulation von RBM3 unter simulierter Ischamie und IITH

Nach der 6-stiindigen Periode der simulierten Ischdmie wurde weder auf Protein- noch auf
mRNA-Ebene eine signifikante Induktion von RBM3 durch IITH beobachtet.(Abb. 7?7, 77)
Vielmehr zeigte sich eine Tendenz zu einer verminderten RBM3-Synthese unter simulierter

Ischamie.

5.3.9.2 Regulation von RBM3 unter I/R und IITH

Die am Ende der I/R-Periode gewonnenen Proben zeigten in den IITTH-Gruppen nicht-
signifikant erhohte RBM3 Protein- und mRNA-Spiegel.(Abb. ??, ??) In allen Versuchs-
ansitzen kam es durch IITH in etwa zu einer Verdopplung des Protein- und mRNA-Gehalts
im Vergleich zur normothermen I/R-Gruppe. Nur bei Applikation der therapeutischen
Hypothermie in der nicht geschéadigten normoxen Kontrolle erreicht die Induktion der mRNA-
Synthese ein signifikantes Niveau.(Abb. ??7) Die I/R-Simulation fiihrte bei 37 °C zu einer
nicht-signifikanten Reduktion des Protein- und mRNA-Gehalts im Vergleich zur normoxen
Kontrolle.

5.4 Effekte von Levosimendan

Neben der bekannten positiv inotropen Wirkung von Levosimendan werden in der Literatur
zellprotektive (antiapoptotische) Effekte des Wirkstoffs beschrieben.[84] Die Effekte von
Levosimendan auf das Zellsterben von HL1-Kardiomyozyten unter simulierten Bedingungen
von Ischdmie und I/R wurden in Konzentrationen von 0,01 pM, 0,5 pM, 1 pM, 10 pM und
100 pM bei Normothermie untersucht. Dariiber hinaus wurde die Interaktion mit IITH im

klinisch relevanten Konzentrationsbereich von 0,05 ptM und 1 pM analysiert.[85]

5.4.1 Einfluss von Levosimendan unter simulierter Ischamie und IITH

auf die LDH-Freisetzung

Die Zugabe von Levosimendan zum Versuchsmedium fiihrte bei der hohen Konzentration
von 100 pM zu einem signifikanten Anstieg der LDH-Freisetzung gegeniiber der Gruppe der
simulierten Ischdmie ohne Levosimendan.(Abb. ?7) Im iibrigen Konzentrationsbereich zeigte
sich keine signifikanten Verdnderungen der LDH-Aktivitdt im Zelliiberstand. In Kombination
mit IITH wurde weder eine Aufhebung noch eine Potenzierung des protektiven Effekts der

herabgesetzten Temperatur wihrend simulierter Ischdmie beobachtet.(Abb. 77?)
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5.4.2 Einfluss von Levosimendan unter simulierter I/R und IITH auf

die LDH-Freisetzung

Unter den Bedingungen von I/R wurde im gesamten Konzentrationsbereich von Levosimendan
bei Normothermie keine signifikante Verdnderungen der LDH-Freisetzung aus den HL1-Zellen
beobachtet.(Abb. ?77) Interessanterweise fithrte auch die hohe Konzentration von 100 pM
wihrend der langen Reperfusionsphase keine toxischen Schéden zu, wie sie wihrend der
kiirzeren Phase der simulierten ischdmie beobachtet wurden. Wie bei der simulierten Ischdmie
zeigten sich auch bei I/R unter IITH keine signifikanten Verdnderungen der LDH-Freisetzung

zwischen den Konzentrationsbereichen.(Abb. ?7?)
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Abb. 5.16: Wirkung von Levosimendan auf die LDH-Freisetzung nach Ischimie (a,
b) und Ischimie + Reperfusion (c, d) Ischdmie= 6-stiindige Inkubation in Hypoxie (0,2
% O2) und Mangelmedium (Kulturmedium ohne Glukose und ohne FKS); I / R= simulierte
Ischédmie und Reperfusion durch 6-stiindige Inkubation in Hypoxie und Mangelmedium mit
darauf folgender 24-stiindiger Inkubation unter Normoxie und Nahrmedium; IITH= Intra-
Ischdmische-Therapeutische-Hypothermie (33,5 °C); *= p<0,05; n= 3
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DISKUSSION

Therapeutische Hypothermie als Intervention zur Abschwichung der Ischdmie- und
Reperfusions-Schidigung ist seit Langerem im Blick der experimentellen und klinischen For-
schung. Wéhrend sich zur Neuroprotektion ein Kiithlungsprotokoll auch in klinischen Studien
durchgesetzt und in der Praxis bei Erwachsenen nach Herzkreislaufstillstand und bei Neugebo-
renen nach perinataler Asphyxie etabliert hat, ist die Rolle der TH zur Kardioprotektion bisher
unklar. Die aktuell vorliegenden Daten ermdéglichen keine abschlieBenden Schlussfolgerungen
zum Nutzen der TH zur Kardioprotektion. Positive Ergebnisse aus experimentellen Arbeiten
lieBen sich unter dhnlichen Versuchsbedingungen héufig nicht reproduzieren und konnten
bisher nicht in klinischen Studien bestétigt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden daher
zwel unterschiedliche Kithlungsprotokolle (PITH und IITH) in einem Ischdmie und einem
Ischdamie-Reperfusions-Modell aus HL1-Kardiomyozyten mit dem Ziel untersucht, weitere
Einsichten in das zellprotektive Potential und mogliche Wirkmechanismen der moderaten
Hypothermie zu gewinnen. In der Zusammenschau mit anderen Forschungsarbeiten konnten
neue Erkenntnisse zu einer Optimierung der klinischen Anwendung der TH beitragen und
so zu einer Reduktion der Mortalitdt und Morbiditdt der ischdmischen Herzerkrankung

beitragen.

6.1 Etablierung des Ischamie- und Reperfusionsschadens

Zur Evaluation von zellprotektiven Interventionen sollten Zellen soweit beeintréchtigt werden,
dass die Mehrheit der Zellen die Schwelle zum unausweichlichen Zelltod nicht iiberschritten
hat, sich aber dennoch in der Nihe dieser Uberlebensschwelle befinden. Daher wurde zunéchst
ein Modell aus HL1-Zellen entwickelt, das sowohl die Charakteristika einer Ischdmie und der
darauf folgenden Reperfusions-Schiadigung moglichst genau widerspiegelt, als auch die Zellen
in einem Ausmaf} schidigt, welches eine gute Beurteilung der moderaten Hypothermie als
protektive Intervention zulésst.

Im vorgestellten Modell konnte durch die 6-stiindige Inkubation von HL1-Kardiomyozyten
unter Néahrstoffentzug und Hypoxie zur Simulation einer myokardialen Ischdmie erfolg-
reich eine morphologisch sichtbare und durch Biomarker (LDH und ¢TNT) quantifizierbare
Zellschddigung induziert werden.(Abb. 7?7, Kap. ??, ??) Die verminderten Messwerte der
MTT-Reduktion und des ATP-Gehalts nach simulierter Ischimie weisen auf eine mitochon-
driale Beeintréichtigung hin.(Kap. ??, ??) Diese Beobachtungen passen zu dem in Kapitel 77
erlautertem Pathomechanismus von Ischdmie und Reperfusion. Die beschriebenen Verédnde-
rungen fanden auch bei der Simulation der Reperfusions-Schidigung statt.(Abb. ??, Kap. 77,
??7,77,77)

Weder die Inkubation in Mangelmedium bei Normoxie noch die Inkubation in Ndhrmedium
bei Hypoxie schrinkten im gleichen Zeitraum die Zellviabilitét ein.(Kap. ??) Diese Ergebnisse
stimmen mit denen der Arbeit von Astrom-Olsson et al. iiberein.[97] Sie zeigten, dass bei

HL1-Zellen unter dhnlichen Simulationsbedingungen der Ischdmie wahrend der ersten fiinf
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Stunden kein vermehrter Zelluntergang stattfindet. Zum sechs-Stunden-Wert wurde eine
Reizschwelle iiberschritten, so dass eine verringerte Zellviabilitédt gemessen wurde. Hypoxie bei
ansonsten bestehender Nahrstoffversorgung fithrte erst nach 18 Stunden zu einem messbaren
Zellsterben.[97]

Bei der Betrachtung der hohere Toleranz der HL1-Zellen gegeniiber der (simulierten)
Ischémie im Vergleich zu priméaren Kardiomyozyten in vitro und Kardiomyozyten in vivo muss
man folgendes beriicksichtigen: Bei HL.1-Zellen handelt es sich um eine Tumorzelllinie, welche
unter physiologischen Bedingungen per definitionem als unsterblich gilt. Als Tumorzelllinie
ist sie an Wachstum unter mangelhafter Versorgung gewohnt. Auflerdem befinden sich die
HL-1 Zellen in der Petrischale in Form einer Monoschicht und miissen somit nicht gegen
einen Widerstand schlagen. Dies ermdglicht eine Art Ruhezustand, der im Vergleich zum
Arbeitsmyokard in vivo mit einem reduzierten Nahrstoffbedarf einhergeht.

Eines der fiir die Ischdmie typisches Charakteristikum findet in der hier verwendeten
Methodik zur Ischimie-Simulation keine Beriicksichtigung: Die bei der Ischdmie anfallenden
Katabolite fithren normalerweise zu einem Abfall des pH-Wertes. Dieser Abfall wurde in
unserem Modell durch Natriumhydrogencarbonat, das als Puffersubstanz in dem fiir die HL1-
Zellen optimierten Zellkulturmedium enthalten ist, unterbunden. Mégliche Auswirkungen der
pH-Verénderungen bleiben daher in den vorgestellten Versuchsreihen verdeckt. Andersen et
al. zeigten mit Hilfe von HL-1 Kardiomyozyten, dass ein abgesenkter pH von 7,4 auf 6,0 zu
einer reduzierten Caspase 3-Aktivierung und reduzierter Cytochrom C-Freisetzung fiihrte,
was auf eine verringerte Apoptose-Aktivierung durch das azidotische Milieu hinweist.[98] Das
Ausmaf} des nekrotischen Zelltodes bei Simulation von Ischdmie und Reperfusion blieb in
den Versuchen von Anderesen et al. durch die Einstellung des pH-Wertes auf 6,0 allerdings

unveréndert.[98]

6.2 Effekte von

Post-Ischamischer-Therapeutischer-Hypothermie

Die Absenkung der Temperatur mit Beginn der simulierten Reperfusion nach dem PITH-
Protokoll, welches in ?7? beschriebenen wurde und Anlehnung an das zur Neuroprotektion nach
Herzkreislaufstillstand etablierte Protokoll fand, fithrte im vorgestellten Modell zu keinem
Schutz der HL1-Zellen. Weder morphologisch noch in den Messwerten der Biomarker LDH
und Troponin T fanden wir im Vergleich zur normothermen Gruppe signifikante Unterschiede.
Auch die anhand des ATP-Gehaltes einzuschitzende mitochondriale Aktivitat wurde durch
PITH nicht verbessert.

Die Unwirksamkeit von kurz vor oder mit der Reperfusion einsetzender Hypothermie auf das
Absterben von Kardiomyozyten entspricht anderen zell-experimentellen, tier-experimentellen

und klinischen Studien.[42, 46, 48, 99] Tissier et al. fassten in einem Review experimentelle
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in-vivo-Studien zusammen, die den Einfluss von um den Zeitpunkt der Reperfusion einsetzen-
der TH auf die Grofe des Infarktareals nach AMI untersuchten.[100] Nur eine der Tierstudien
ergab positive Ergebnisse der TH, welche allerdings bei nur 30-miniitiger Ischdmiezeit ei-
ne immerhin fiinf Minuten vor der Reperfusion einsetzende Abkiihlung beinhaltete.[101]
Vergleichbar mit den hier vorgestellten Zellviabilitdts-Daten wurde in den anderen Studien
kein signifikanter Unterschied zwischen der Gréfle des Infarktareals mit und ohne TH fest-
gestellt. Eine in-vitro Studie von Shao et al. beschreibt einen positiven Effekt von PITH
bei von Kiiken abstammenden Kardiomyozyten.[67] Diese zeigten bei simulierter Ischdmie
und Reperfusion unter Temperaturabsenkung auf 25 °C bei Beginn der Reperfusion eine
geringere Einschrankung der Zellviabiltdt im Vergleich zur normothermen Versuchsgruppe.
Der Unterschied zu unseren Resultaten konnte beispielsweise in der tieferen Absenkung
der Temperatur oder der Verwendung einer nicht von Séugetieren abstammenden Zelllinie
begriindet sein. Des Weiteren fanden Shao et al. ein hoheres protektives Potential bei Vorver-
lagerung der Hypothermie-Induktion in die Ischdmiephase, auch wenn dadurch die Gesamtzeit
der simulierten Ischdmie verldngert wurde.[67] Moglicherweise greift die TH vor allem in Me-
chanismen ein, die wahrend der Ischdmie stattfinden und den spéateren Reperfusionsschaden
in die Wege leiten. Sind diese Mechanismen bereits vor Einsetzen der TH in Gange, zeigte
sich TH sowohl in unserem Modell als auch in anderen Forschungsarbeiten als unwirksam
in der Abschwéchung der Reperfusions-Schidigung. In einem Review zum myokardialen
Stunning bezeichnete Roberto Bolli dieses , priming® (die Vorbereitung des Reperfusionsscha-
den wéhrend der Ischidmie) als kritisch in Bezug auf die Moglichkeit der Abschwéchung der
postischémischen Dysfunktion.[102]

Es ist zu beriicksichtigen, dass man durch den in unserem Modell beobachteten fehlenden
Schutz der PITH einen protektiven Einflusses der spét einsetzenden Temperaturabsenkung
nicht vollstdndig ausschlieffen kann. So zeigten Hale et al. in einem AMI-Modell mit Hasen,
dass die nach der Ischdmie einsetzende Hypothermie zwar nicht direkt die Infarktgrofie
beeinflusste, sehr wohl aber das Ausmafl der Mikroangiopathie abmilderte und somit den
yno-reflow*-Bereich verkleinerte.[103] Dieser Bereich wiederum gilt als Préadiktor fiir die
Langzeitprognose nach AMI.[104] Solche vaskuldren Auswirkungen der TH kénnen in einer
Kardiomyozyten-Monokultur nicht untersucht werden. Dariiber hinaus konnen wir in einem
isolierten Kardiomyozyten-Verbund nur bedingt Aussagen iiber die inflammatorische Kom-
ponente des Ischdmie- und Reperfusionsschaden machen. Schliefflich ist bekannt, dass die
Akkumulation von neutrophilen Leukozyten wihrend der Reperfusion auch Stunden nach
der Ischdmie eine Rolle im Pathomechanismus spielt.[105, 106] Toyoda et al. zeigten mit
Hilfe eines Rattenmodells, dass die neutrophile Infiltration in ischdmisches Hirngwebe durch
Hypothermie abgeschwicht werden konnte. In unserem HL1-Modell ohne Leukozyten fand

dieser moglicherweise protektive Aspekt der PITH keine Berticksichtigung.
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6.3 Effekte von

Intra-Ischamischer-Therapeutischer-Hypothermie

Nachdem die Unwirksamkeit der PITH beziiglich Zellviabilitdt und mitochondrialer Akti-
vitét festgestellt worden war, untersuchten wir den Einfluss einer wiahrend der simulierten
Ischdmie einsetzende Temperaturabsenkung nach dem IITH-Protokoll (Kap. ??). Neben der
Beeinflussung der simulierten Reperfusions-Schidigung wurden auch die Unterschiede direkt
nach simulierten Ischdmie ohne sich anschlieSende Reperfusion analysiert.

Es zeigten sich protektive Effekte in allen Bereichen, in denen die PITH unwirksam
blieb. Morphologisch entsprachen die Zellen unter IITH nach simulierter Ischdmie und I/R
weitestgehende denen der nihrstoffversorgten Kontrollruppe.(Abb. 7?7, ??) Der Anstieg der
Biomarker fiir Zelluntergang (LDH und ¢TNT) fiel sowohl nach simulierter Ischamie, als
auch nach I/R gegeniiber der normothermen Kontrolle signifikant geringer aus.(Kap. 77,
?7?7) Das Ergebnis des signifikant geringeren Abfalls der ATP-Konzentration bei simulierter
Ischdmie und I/R unter IITH wurde durch einen MTT-Assay erginzt, um den positiven
Effekt auf die mitochondriale Funktion zu bestatigen.(Kap. ??) Auch hier zeigten sich zu
beiden Versuchszeitpunkten protektive Effekte der IITH.(Kap. ?7)

Das zuvor erwahnte Review von Tissier et al. umfasst auch in-vivo Forschungsarbeiten, die
wihrend der Ischédmie einsetzende Hypothermie (mindestens fiinf Minuten vor der Reperfusion)
im Hinblick auf die Infarktgréfie in AMI-Modellen untersuchten. Bei verschiedenen Tierarten
und Kiihlungsmethoden ergaben sich in allen Studien signifikant kleinere Infarktareale in
den hypothermen Gruppen. Die relative Verkleinerung des Infarktareals schwankte dabei
zwischen 12 und 90 %. Vergleichbar mit diesen Werten befanden sich die Biomarker nach
simulierter Ischdmie und Reperfusion in unserem Modell mit 47,5 %-ige Reduktion fiir LDH
und 64,1 %-ige Reduktion fiir Troponin T im Mittelfeld dieses Bereiches.

Die vorgestellten experimentellen Zellkulturdaten und die Ergebnisse aus den Tierstudien
zu myokardialer Ischdmie unterstiitzen die Annahme, dass die Zieltemperatur in klinischen
Studien zu spét erreicht wurde um einen kardioprotektiven Effekt zu vermitteln und dass
der Einsatz intensiverer Kithlungsmethoden zu einer Verbesserung des klinisches Verlaufs
bei AMI-Patienten fiithren konnte.(Kap. 77, 36-42) Die Auffassung, dass eine frithe intra-
ischdmische Temperaturabsenkung nur nétig sei, damit zum Zeitpunkt der Reperfusion das
Blut bzw. das Myokard die Zieltemperatur bereits erreicht habe, kénnen wir hingegen nicht
unterstiitzen.[107] SchlieBlich wurden bei unseren Versuchsreihen die Zellen direkt bei Beginn
der simulierten Reperfusion mit Medium der gewiinschten Temperatur inkubiert.

Vom sekundéren Ischdmie-Schaden (bzw. Reperfusions-Schaden) wird angenommen, dass
er vor allem durch oxidativen Stress verursacht wird und durch moderate Hypothermie
abgemildert werden konnte.[18, 108] Im vorgestellten Modell ist nur die vor der Reperfusion
einsetzende TH, nicht aber die mit der Reperfusion simultan beginnende TH in der Lage,

den Reperfusions-Schaden zu bremsen. Das spricht dafiir, dass TH in Vorgénge eingreift, die
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wihrend der Ischdmie stattfinden und die mit der Reperfusion folgende Schédigung initiieren.
In verschiedenen zelluldren Organellen kénnen freie Radikale entstehen. Forschungsarbeiten
weisen allerdings darauf hin, dass vor allem die mitochondriale Elektronentransportkette fiir
die auf die Reperfusion folgende freie Radikal-Akkumulation verantwortlich ist.[109, 110] Die
von uns unter IITH gemessenen hoheren ATP-Spiegel im Vergleich zur Normothermie nach I/R
sprechen fiir eine verbesserte mitochondriale Funktion unter moderater Hypothermie. Auch die
erhohte MTT-Reduktion unter II'TH im Vergleich zur Normothermie weisen auf eine bessere
mitochondriale Funktion hin. Wir halten daher die Aufrechterhaltung der mitochondrialen
Integritit durch IITH fiir einen wichtigen Mechanismus bei der Abmilderung des Reperfusions-
Schadens. Auch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen weisen darauf hin, dass schon wéhrend
der Ischémie, also vor Beginn der Reperfusion, die Stérung der Mitochondrien initiiert wird.[98,
111] So zeigten Brady et al. morphologisch mit Hilfe Mitochondrien-spezifischer Fluoreszenz-
Marker (mito-DsRed2 und mito-ECFP) eine Fragmentierung der Mitochondrien in HL1-Zellen
withrend einer simulierten Ischdmie.[111] Andersen et al. stellten dar, wie sich wihrend einer
simulierten Ischdmie in den Mitochondiren von HL1-Zellen Cytochrom ¢ Proteine verdichten
und werteten dies wiederum als Anzeichen einer Fragmentierung.[98] Erst nach simulierter
Reperfusion zeigte sich das Cytochrom ¢ dann extramitochondrial, wo es als Aktivator der
apoptotischen Caspasen-Kaskade wirken kann.

Unsere Beobachtung iiber die Aufrechterhaltung der ATP-Speicher in HL.1-Zellen unter II'TH
stimmt mit der grundsétzlichen Uberlegung iiberein, dass unter abgesenkten Temperaturen
der zelluldre Metabolismus verlangsamt ist, der Sauerstoffbedarf sinkt und so Energiereserven
erhalten bleiben.(Kap. ??) Der ansonsten unter Ischédmie stattfindende Wechsel vom aeroben
zum anaeroben Stoffwechsel wird so vermutlich unnétig oder verzégert. Die negativen Folgen
der anaeroben Entgleisung mit Akkumulation von Kataboliten (NADH, Laktat, Phosphat,
Protonen), Abfall des pH-Wertes, intrazellulirem Natrium-Anstieg und darauf folgender
Kalzium-Uberladung der Zellen werden so unterbunden.

Auch wenn die vorgestellten Daten Hinweise auf Moglichkeiten einer Optimierung des
Zeit-Temperatur-Managements geben, bleiben einige Fragen in diesem Zusammenhang un-
beantwortet. So beschrénkt sich der gewéhlte Versuchsaufbau auf eine TH-Dauer von 24
Stunden. Der in experimentellen Studien zur Uberpriifung der kardioprotektiven Wirkung
verwendete Hypothermie-Zeitraum schwankt stark und es existiert bisher keine systematische
Studie, die sich dieser Frage der optimalen Anwendungsdauer der TH bei myokardialer
Ischdmie widmet. Die Annahme einer Zunahme von unerwiinschten Nebenwirkungen mit
langerer Anwendung von TH konkurriert mit der Auffassung, dass die destruktiven Vorgénge
der Apoptose und Nekrose, welche durch TH abgemildert werden kénnten, auch lange nach
Beginn der Reperfusion stattfinden kénnen.[107] Der hier verwendete TH-Zeitraum von 24
Stunden fand Anlehnung an die Empfehlungen zur Neuroprotektion bei Herzkreislaufstillstand.
Ob dieser Zeitrahmen auch im Bereich der Kardioprotektion sinnvoll ist, sollte Gegenstand

zukiinftiger Forschung sein.
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Ebenfalls keine Beriicksichtigung findet in der Studie das umstrittene Thema der Wie-
dererwarmung, welche klinisch als kritische Phase der TH gilt.[112] W#hrend der Wieder-
erwdrmung kann es mit dem Wiederanstieg des metabolischen Umsatzes bei noch bestehender
Einschrankung der kardialen Auswurfleistung zu einer Fehlanpassung des Sauerstoff-Bedarfs
an die Sauerstoff-Verfiigbarkeit kommen, welche bis zu einem von Bigelow et al. als ,re-
warming shock” bezeichneten Zustand von akuter Azidose, Ateminsuffizienz, Hypotonie
und Tachykardie fithren kann.[112] Dariiber hinaus liegen experimentelle Daten vor, die auf
schlechtere Ergebnisse bei schneller, unkontrollierter Wiedererwarmung durch ein plétzliches
Wiederauftreten der durch die TH zuvor unterdriickten inflammatorischen Prozesse hin-
weisen.[112] Die Riickkehr der inflammatorischen Reaktion wihrend der Wiedererwiarmung
konnte moglicherweise durch die Gabe von Immunsuppressiva verhindert werden, wie bei-
spielweise Schmitt el al. in Versuchen mit verschiedenen Zelllinien des Zentralnervensystems
zeigen konnten.[113] Eine zu diesem Zweck angestrebte Messung von IL-6 im Zelliiberstand
der HL1-Zellen nach simulierter Ischdmie und I/R scheiterte leider an den unter der Nach-
weisgrenze des ELISA-Assays (<2pg/ml) befindlichen Werten. Ein weiterer kritischer Aspekt
der Wiedererwérmung besteht im Vorkommen von Elektrolytverschiebungen, besonders im
Auftreten von Hyperkaliimien, welche als Uberkompensation der wihrend der TH bestehen-
den Hypokalidmie verstanden werden kann.[112] Klinische Studien weisen darauf hin, dass
die systemischen Effekte der Wiedererwidrmung von Bereichen der moderaten Hypothermie
bei langsamer und kontrollierter Anhebung der Korpertemperatur als nicht problematisch

einzuschétzen seien.[112]

6.3.1 Apoptose

Da Kardiomyozyten, die Ischdmie und Reperfusion ausgesetzt werden, typische morpholo-
gische Charakteristika des nekrotischen Zelltodes aufweisen, wurde diese Art des Zelltodes
lange als wesentlicher Mechanismus des Zelluntergangs begriffen.[62] Dabei kommt es neben
einer Zellschwellung zu einer Disruption der Zellmembran und daraus folgender Freisetzung
des Zellinhalts in die Umgebung. Die von uns genutzten Biomarker LDH und Troponin T sind
daher gut geeignete Parameter zur Quantifizierung des Zelltodes. Verschiedene Forschungsar-
beiten fiithrten zu der Erkenntnis, dass neben dem nekrotischen Zelltod auch die Apoptose
eine entscheidene Rolle im Pathomechanimus des ischdmischen Zelltodes spielt, so dass man
mittlerweile von einem gleichzeitigen Ablaufen beider Mechanismen ausgeht.[62—64]

Zur Untersuchung der Beteiligung des apoptotischen Zelltodes im HL1-Modell wurden die
Zellen zu den jeweiligen Versuchszeitpunkten auf den Proteingehalt der aktiven und inaktiven
Form der Caspase 3 analysiert. Dabei ergab sich zundchst weder direkt nach der Simulation
der Ischdmie noch am Ende der simulierten Reperfusion eine Caspase 3-Aktivierung.(Kap.
??7) Da eine strenge Zeitabhingigkeit der Caspase 3-Regulation bekannt ist, fithrten wir

weitere Untersuchungszeitpunkte ein. Infolgedessen stellten wir eine Aktivierung der Caspase
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3 zu Beginn der Reperfusion fest, die sich bis zum Ende des Versuchsdurchlaufs wieder
legte.(Kap. ?7?). Signifikanzniveau erreicht die Caspase 3-Aktivierung zwei, drei und sechs
Stunden nach Beginn der simulierten Reperfusion. Das Ausbleiben der Apoptose-Induktion
bei alleiniger Simulation der Ischdmie in unserem Modell entspricht dem Kenntnisstand, der
die Apoptose als ATP-abhéngigen Prozess begreift.[64, 114] Spekulationen, dass durch hohere
ATP-Spiegel wiahrend der Ischdmie unter IITH eine Apoptose-Aktivierung ablaufen kénnte,
lieBen sich entkraften. Den Mitochondrien wird eine wesentliche Rolle bei der Apoptose-
Regulation zugesprochen, wobei sie Informationen aus dem Zytoplasma iiber Energiebedarf,
Substratverfiigbarkeit, Elektrolytverschiebungen und enzymatischen Signalen integrieren
und gegebenenfalls den programmierten Zelltod einleiten.[115] Wie oben beschrieben, finden
mitochondrialen Verdnderungen im Sinne einer Fragmentation bereits wéhrend der Ischédmie
statt. Weitere Modifikationen, die die mitochondriale Apoptose-Kaskade einleiten, sistieren
dann allerdings bis zum Beginn der Reperfusion.[111, 115] Die Reperfusion fiithrt zu einem
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials und einer gesteigerten ROS-Produktion, was
die Offnung der Mitochondrialen-Permeabilitéits-Pore und die Freisetzung proapototischer
Faktoren wie Cytochrom ¢ bedingt und schlussendlich die Caspasen-Kaskade (u.a. Caspase 3)
aktiviert.[111, 115] Die Anwendung von IITH fiihrte zu den Zeitpunkten, an denen ein Anstieg
des gespaltenen Caspasen 3-Anteils gemessen wurde, zu einer deutlichen Reduktion des Anteils
gespaltener (aktiver) Caspase 3. An welcher Stelle genau die IITH in den Apoptosevorgang
eingreift, kann leider mit den vorliegenden Daten nicht geklért werden, da die von uns
analysierte Caspase 3 als Effektorkaspase am Ende der Kaskade steht und sowohl den
intrinsischen als auch den extrinsischen Aktivierungsweg einschliefit. Weiterhin kann aus den
vorliegenden Daten nicht beurteilt werden, ob die Regulation auf Ebene der Genexpression
der in der Apoptose-Kaskade beteiligten Faktoren stattfindet, wie sie von Ning et al. im
ischdmischen Myokard von Hasen durch cDNA Microarrays nachgewiesen wurde.[65]

Die zu den MAP-Kinasen zidhlende Extrazelluldre Sinal-regulierte Kinase 1/2 (ERK1/2 bzw.
p42/p44 MAPK) wurde als weiterer in apoptotische Vorgénge eingreifender Faktor in den
ersten sechs Stunden der Reperfusion untersucht. Mit einem antiapoptotischen Effekt wird
der ERK1/2 unter anderem eine Rolle in der Signaltransduktion der ischdmischen Prikondi-
tionierung zugeschrieben.[86] Darunter versteht man den protektiven Effekt einer passageren
Ischamiephase in Bezug auf einen darauf folgenden lingeren ischdmischen Schidigungsreiz.[86]
Wie auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben, fanden wir einen (nicht-signifikanten)
Trend zu einer verstirkten Aktivierung von ERK1/2 durch Ischdmie mit anschlieBender
Reperfusion.[116](Kap. ??) Die Hypothese, dass TH selbst zu einer Aktivierung der ERK1/2
fithren konnte, bestéitigte sich allerdings nicht. Viel mehr stellten wir sogar eine Tendenz
zu niedrigeren pERK1/2-Spiegeln unter IITH fest. Eine mogliche Erklarung konnte die
Funktion von ROS als Hauptaktivierungsmechanismus der Proteinkinasen darstellen. ROS
entstehen gewohnlich im Verlauf von Ischdmie und Reperfusion. Auch wenn wir ROS im

vorgestellten Modell nicht direkt nachgewiesen haben, passt die oben beschriebene mitochon-
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driale Dysfunktion gut als Vorldufer zur ROS-Entstehung im Verlauf der Reperfusion.[116]
Eine Abmilderung der ROS-Produktion ist wiederum ein anerkannter Wirkmechanismus
der Hypothermie, womit eine Korrelation der ERK1/2-Aktivierung mit intrazelludrem ROS

plausibel scheint und eine verminderte pERK-Aktivierung unter II'TH erklaren konnte.(Kap.
77)

6.3.2 iNOS-Regulation

Die Simulation von Ischémie und Reperfusion fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des
iNOS-mRNA-Gehalts.(Kap. ??) Diese Beobachtung entspricht Ergebnissen von anderen
Arbeitsgruppen.[59, 117, 118] Lui et al. fanden beispielsweise in einem Tiermodell, in dem
ménnliche Ratten einer 20-miniitigen Koronarligatur unterzogen wurden, auf welche eine
fiinfstiindige Reperfusions-Phase folgte, dass die iNOS-Expression im ischdmischen im Ver-
gleich zum nicht-ischédmischen Myokard-Bereich 6,7-fach erhoht war.[117] Dieser iNOS-Anstieg
im Ratten-Myokard ging mit erhohten Messwerten von NO und Peroxynitrit einher. Taimor
et al. zeigten anhand isolierter Ratten-Kardiomyozyten, dass NO in der Lage ist Apoptose
auszulosen und deckten dazu passende Signalkaskaden auf.[118] Mittels IITH gelang es in den
vorgestellten HL1-Versuchsreihen, die iNOS-Induktion durch I/R zu unterbinden. Hierin be-
steht moglicherweise ein weiterer protektiver Wirkmechanismus der II'TH. Eine iiberschieflende
NO-Konzentration als Reaktion auf Ischdmie und Reperfusion bleibt unter II'TH vermutlich
aus und somit moglicherweise auch die Entstehung gréflerer Mengen Peroxynitrits. Der schadli-
che Einfluss von Peroxynitrit ist in Kapitel 7?7 beschrieben. Eine direkte Quantifizierung sowohl
von NO als auch Peroxynitrit wire wiinschenswert, um die Annahme {iber die beschriebenen
Kausalkette zu bekréftigen. Der protektive Effekt einer NOS-Inhibition wird schon langer
diskutiert. Die Verwendung des NOS-Inhibitors NG-monomethyl-L-Arginin (L-NMMA) fiihrte
in Versuchen mit Ischdmie und Reperfusion ausgesetzten isolierten Ratten-Kardiomyozyten
zu geringeren Peroxynitrit-Mengen und verbesserter myokardialer Funktion.[119] Auch eine
Hypothermie-induzierte NOS-Inhibition in anderen Organsystemen wurde von Arbeitsgrup-
pen untersucht. In einem zerebralen Hirninfarkts Modell mit Ratten fithrte die Absenkung
der Temperatur auf 33 °C sowohl zu einem verkleinerten Infarktareal als auch zu einer vermin-
derten iNOS Expression.[120] Die iNOS Regulation fand vor allem in Mikrogliazellen statt, so
dass auf einen immunmodulatorischen Effekt geschlossen wurde. Ebenfalls in Ratten wurde
der Effekt von Hypothermie auf Endotoxin-vermittelten Lungenschaden untersucht.[121]
Durch Abkiihlung der Ratten auf 18-24 °C wurden der NO-Gehalt in der exspiratorischen
Atemfraktion und die iNOS-Expression im Lungengewebe gesenkt.

Die Regulation von iNOS im Zusammenhang von Ischdmie und Reperfusion ist ein inter-
essantes Ziel fiir organprotektive Interventionen. Hypothermie scheint eine wirkungsvolle
Alternative zu pharmakologischen Inhibitoren dazustellen. Dabei ist eine empfindliche Kon-

zentrationsabhénigigkeit von NO in Bezug auf deren schiitzenden oder schédlichen Einfluss
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bekannt, so dass weitere Forschungsarbeit notig scheint, bis sich die Rolle von NO und deren

Regulations-Moglichkeiten zur Organprotektion abschliefend kléren l&sst.

6.3.3 RBM3-Regulation

Die in der Literatur fiir verschiedenen Zellarten beschriebene Hypothermie-induzierte In-
duktion des Kélteschockproteins RBM3 konnten wir in HL1-Zellen nachweisen. Auch wenn
die RBM3-Induktion durch TH nur in den ungeschéadigten Zellen ein signifikantes Niveau
erreichte, zeigte sich eine klare Tendenz zur Verdopplung des RBM3 Protein- und mRNA-
Gehalts auch in der Gruppe der simulierten Ischamie und Reperfusion. Die kurze Kiihlperiode
von zwei bis drei Stunden, welche zum Ende der Ischdmiephase durchlaufen wurde, reichte
nicht zur RBM3-Induktion in HL1-Zellen aus. Danno et al. beobachteten eine RMB3 In-
duktion in Nierenkarzinomzellen nach sechs-stiindiger Hypothermie, wobei nach 18 Stunden
die maximale Expression erreicht wurde.[74] Inwieweit RBM3 kausal an der beobachtete
Protektion der HL1-Zellen vor Ischdmie und Reperfusion durch IITH beteiligt ist, ldsst sich
mit den vorliegenden Daten nicht beantworten. Ein mittels siRNA versuchter Knockout des
RBM3-Gens in HL1-Zellen ist bisher nicht gelungen. In der Zusammenschau mit anderen
Forschungsarbeiten scheint ein kausaler Zusammenhang aber nicht unwahrscheinlich. Die
Gruppe um Ferry et al. induzierten in Skelettmuskel-Myoblasten sowohl durch sechsstiindige
Hypothermie (32 °C) als auch durch Transfektion eines myc-markierten Expressionsvek-
tors eine RBM3-Hochregulation.[122] Beide Methoden fiihrten nach Zellschadigung mittels
Wasserstoffperoxid zu einer Aufrechterhaltung von Zellmorphologie und Zellviabilitdt im
Vergleich zu Myoblasten mit geringerem RBM3-Gehalt. Interessanterweise reduzierte sich in
den Zellen mit hohem RBM3-Gehalt unter anderem der Anteil aktivierter Caspase 3 und
damit einhergehend auch der apoptotische Zelltod. Dazu passend beobachteten Sureban et al.
bei anderen Zelllinien (Fibroblasten und Kolonkarzinomzellen) einen Anstieg der Caspase
3-vermittelten Apoptose bei RMB3-Knockout.[83]

Dass Hypothermie auch unabhéngig von den Kéltschockproteinen zellprotektiv wirkt,
scheint schon allein durch die spét einsetzende RBM3-Induktion bei bereits vorher einsetzen-
der Wirksamkeit der Hypothermie plausibel. So beobachten wir direkt nach der simulierten
Ischamie protektive II'TH-Effekt ohne dass eine RBM3-Induktion auf mRNA- oder Protei-
nebene zu messen war. Die Hinweise mehren sich allerdings, dass Kélteschockproteine bei
der spét einsetzenden Protektion eine entscheidende Rolle spielen kénnten. Wahrend die
Forschung der Kéltschockproteine im Feld der Neuroprotekion schon weiter fortgeschritten

ist, befindet sie sich in der Kardioprotektion noch am Anfang.[75]

66



DISKUSSION

6.4 Pharmakologische Interaktion mit Levosimendan

Der positiv inotrop wirkender Arzneistoff Levosimendan gilt als potentes Mittel bei akuter
Dekompensation einer chronischen Herzinsuffizienz oder eines AMI. Neben der anerkannt
inotropen Wirkung berichten andere Arbeitsgruppen tiber einen direkt zellprotektiven Einfluss,
der iiber die Offnung ATP-abhiingiger Kaliumkanile vermittelt werde.(Kap. ??)

Das Auftreten einer myokardialen Dysfunktion durch das ischdmische Ereignis einerseits
und als mogliche Nebenwirkung der TH (verminderte Auswurfleistung) andererseits, machen
Levosimendan zu einem interessanten Akteur im klinischen Szenario von Ischdmie und
Reperfusion. Dariiber hinaus ist die Interaktion von Levosimendan und Hypothermie in
Bezug auf das zellprotektive Potential nicht erforscht. Da - nach unserem Kenntnisstand
- keine Berichte von der Applikation Levosimendans auf HL1-Zellen unter Ischdmie und
Reperfusion existieren, wurden zunéchst unterschiedliche Konzentrationen des Wirkstoffs bei
Normothermie auf deren Beeinflussung des Zelluntergangs mittels LDH-Freisetzung getestet.
Die als klinisch relevant eingeschétzten Konzentrationen von 0,5 ptM und 1 pM wurden
aulerdem mit IITH kombiniert. Die Einschidtzung beruhte auf der Messung von Plasma-
Konzentrationen bei Herzinsuffizienz-Patienten (NYHA II-IV) in einer klinischen Studien in
der Levosimendan-Werte bis 0,35 pM gemessen wurden.[85]

Die Exposition der HL1-Zellen mit 0,01 pM, 0,5 pM, 1 pM und 10 pM wahrend der
6-stiindigen simulierten Ischdmie fithrte zu keinen signifikanten Verédnderungen in der LDH-
Freisetzung.(Kap. ??) Die hohe Konzentration von 100 pM in Kombination mit simulier-
ter Ischamie wirkte allerdings toxisch, wie im signifikanten LDH-Anstieg gegeniiber der
Levosimendan-freien Gruppe beobachtet werden konnte. Uber den 27 Stunden umfassen-
den Zeitraum von simulierter Ischimie und Reperfusion fiihrte Levosimendan in keiner der
gewihlten Konzentrationen zu signifikanten Verdnderungen in der LDH-Freisetzung. Inter-
essanterweise tolerierten die néhrstoffversorgten, bei Normoxie inkubierten HL1-Zellen auch
die hohe Levosimendan-Konzentration von 100 uM, welche wahrend der sechs-stiindigen
simulierten Ischdmie noch toxisch wirkte. Es muss berticksichtig werden, dass die Kontrollen
der Levosimendan-Experimente nicht in den im Arzneistoff (Simdax®) neben Levosimendan
enthaltenen Losungsmitteln (Povidon, Zitronensédure und Ethanol) inkubiert wurden. Die
Tatsache, dass Levosimendan unter normoxen Kontrollbedingungen zu keinem Zelluntergang
fithrte, spricht allerdings dagegen, dass der bei 100 pM beobachtete toxische Effekt auf die
Losungsmittel alleine zuriickzufithren wire. Ein antiapoptotischer Effekt von Levosimendan,
wie er beispielsweise von Maytin und Colucci an oxidatem Stress ausgesetzten isolierten
Ratten-Kardiomyozyten nachgewiesen wurde, konnten wir in unserem HL1-Modell nicht
reproduzieren.[123] Sie zeigten, wie auch Kersten et al. in einem in-vivo Modell mit Hunden,
dass dieser Effekt iiber ATP-abhéingige Kaliumkanile vermittelt wird.[87] Die Expression
eines ATP-abhéngigen Kaliumkanals in HL-1 Zellen ist beispielsweise aus Versuchen der

Delta-Opioid Priakonditionierung bekannt.[90] Der Grund der fehlenden kardioprotektiven
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Wirkung kann somit nicht ausreichend beantwortet werden. Eine nicht auf Levosimendan
ansprechende Kalium-Kanalvariante in HL-1 Zellen wére beispielsweise denkbar.

Die ihm Rahmen der Levosimendan-Experimente wiederholten LDH-Messungen unter
IITH nach simulierter Ischdmie und I/R bei 0 pM erreichen im Gegensatz zu den in Kapitel
?77? vorgestellten Daten keine Sigifikanzniveau. Das Ausmafl der LDH-Reduktion durch IITH
liegt allerdings in einem dhnlichen Bereich. Die fehlende Signifikanz dieser Versuchsgruppen
in den Levosimendan-Experimenten ist auf hohe Standardabweichungen bei nur geringer

Stichprobengréfie (n=3) zuriickzufiihren.

6.5 HL1-Zellkultur als Untersuchungsobjekt

Die Verwendung einer Zellkultur bringt neben Vorteilen, wie beispielsweise der praktischen
Handhabung und einer begrenzten Anzahl an Storfaktoren, auch einige Probleme mit sich,
die neben den bereits genannten Limitationen Erwédhnung finden sollen.

Zwar entsprechen HL1-Zellen in vielerlei Hinsicht morphologisch, biochemisch und elek-
trophysiologisch differenzierten adulten Kardiomyozyten, allerdings gibt es auch einige Ab-
weichungen.[88, 124] Bei HL1-Zellen handelt es sich um eine Tumorzelllinie, die dadurch
unbegrenzt passagiert werden kann. Diese Eigenschaft der potentiellen Unsterblichkeit bringt
bei der Untersuchung von Nekrose und Apoptose Probleme mit sich. Gegeniiber Studien mit
priméren Kardiomyozyten und der Situation in vivo ist eine groflere ischdmische Reizdauer
notig, um eine geeignete Schiadigung zu simulieren.(Kap.??) Die tumordse Eigenschaft der
HL1-Zellen geht mit metabolischen Unterschieden einher. Im Vergleich zu priméren Kar-
diomyozyten iiberwiegt in HL-1-Zellen die Energiegewinnung durch Glykolyse mit durch
Hexokinase vermittelter oxidativer Phosphorylierung.[125] Diese glykolytische Priorisierung
der Energiegewinnung entspricht dem bei Tumorzellen zu findenden ,, Warburg Effekt*.[124]
Eine unzureichende Funktion der oxidativen Phosphorylierung der Atmungskette wird durch
eine erhohte Hexokinase-Aktivitét ersetzt, welche eine direkte Verwendung des mitochon-
drialen ATPs zur Glukose-Phosphorylierung mit Laktat-Entstehung zur Folge hat.[124]
Hieraus ist sowohl ein erniedrigter Sauerstoffbedarf der HL1-Zellen als auch ein hoherer
Glukose-Verbrauch abzuleiten. Zieht man in Betracht, dass bei adulten Kardiomyozyten die
Verstoffwechselung freier Fettsduren zur Energiegewinnung eine groe Rolle spielt, scheint der
unterschiedliche Metabolismus der verwendeten HL1-Zellen noch schwerer zu wiegen.[124]
Als strukturelles Korrelat des Warburg-Effekts in HL1-Zellen werten Kuznetsov et al. einen
Mangel an Beta-Tubulin-II, welches ansonsten durch eine direkte Bindung an Mitochondrien
iiber die Beeinflussung eines Spannungsabhéngigen-Anionen-Kanals an der Regulation der
Atmungkette beteiligt sei.[124] Dies und das bei HL-1-Zellen beobachtete morphologische
Vorliegen eines mitochondrialen Netzwerkes sei typisch fiir kanzerse Zellen.[124]

Zur Gewahrleistung eines dhnlichen Energieverbrauchs zwischen den Versuchsgruppen

wurden in den Experimenten nicht-schlagende HL-1-Zellen verwendet. Dazu wurde das Ver-
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suchsmedium ohne Noradrenalin angesetzt. Mogliche metabolische Effekte des Noradrenalin-
Entzugs wurden nicht untersucht. Die unzuverlédssige Kontraktilitéit nach Passagierung der
Zellen und die starke Abhéngigkeit von der Konfluenz gestalten die systematischen Unter-
suchungen des Kontraktionsverhaltens schwierig und fand daher in der vorliegenden Arbeit

keine Beriicksichtigung.

6.6 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass Ischdmie und Reperfusion
ausgesetzte Kardiomyozyten durch moderate Hypothermie vor Zelluntergang geschiitzt wer-
den konnen, wenn diese intra-ischdmisch, also vor Beginn der Reperfusion, einsetzt. Dies
ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderen experimenteller Arbeiten sowie den
Analysen von klinischen Studien.(Kap. ??) Der Evidenzgrad der vorliegenden Daten reicht
allerdings bisher noch nicht zur klinischen Etablierung einer hypothermen Intervention bei
Patienten mit myokardialer Ischdmie aus. Eine zunehmende Anzahl klinischer Studien widmet
sich zur Zeit dem Thema der frithen, vor der Reperfusion stattfindenden Induktion von
Hypothermie in Patienten mit akutem Koronarsyndrom. Sie sind unter anderem darauf
ausgerichtet zu untersuchen, durch welche Methodik zuverlédssig und sicher die Zieltempe-
ratur vor Beginn der perkutanen Koronarintervention erreicht werden kann.[126-129] Bei
einer kiirzlich veroffentlichten Studie (COOL-MI) und Analysen von Subpopulationen zuvor
durchgefiihrter Studien, bei der Patienten mit ST-Hebungs Mykoardinfarkt die Zieltempe-
ratur unter 35 °C vor PCI erreichten, konnte eine Verkleinerung des Infarktareals nur bei
Patienten mit Vorderwandsinfarkt festgestellt werden.[37-40] Daher werden die Ergebnisse
einer zweiten randomisiert-kontrollierten Studie (COOL-MI II) mit Spannung erwartet, bei
der ebenfalls Temperaturen unter 35 °C vor PCI erreichen werden sollen, aber nur Patienten
mit Vorderwandinfarkt eingeschlossen werden.[130]

Zur weiteren Optimierung der TH-Anwendung sollte die klinischen Studienarbeit auch
zukiinftig durch experimentelle Grundlagenforschung begleitet werden. Die HL1-Zellkultur
scheint ein geeignetes Modell zu sein, um zusétzliche Einblicke in zeitliche Einfliisse von
verschiedenen Zeit-Temperatur-Protokollen auf die Zellviabilitdt zu bekommen. Ein wichtiger
Schritt wire die Auswirkungen der Wiedererwdrmung zu analysieren sowie unterschiedliche
Hypothermie-Zeitrdume zu untersuchen.(Kap. ??) Auflerdem ist es anzustreben, tiefer in die
Wirkmechanismen der Hypothermie einzutauchen. So wiirde die Untersuchung der Proteinre-
gulation weiterer Faktoren der apoptotischen Signalkaskade helfen, genauere Kenntnisse iiber
die Schnittstellen und den Mechanismus der Apoptose-Inhibition zu erlangen. Auflerdem
sollte die in der Arbeit aufgezeigte Induktion des bisher wenig erforschten RBM3 durch
24-stiindige Hypothermie weiter untersucht werden. Falls ein Knockout mittels siRNA in der
HL1-Zelllinie weiterhin nicht gelingt, sollte auf ein anderes Modell zuriickgegriffen werden,

um einen kausalen Zusammenhang zu iiberpriifen. Zusétzlich gilt es die iNOS-Regulation
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auf RNA-Ebene durch die direkte Messung von NO und Peroxynitrit zu komplementieren
und Versuche mit iNOS-Inhibitoren, beispielsweise mit dem hochsensiblen Inhibitor 1400W
Dihydrochlorid, durchzufithren. Unter Anerkennung der Unterschiede von HL-1 Zellen, wie
sie fiir den Metabolismus in Kapitel 7?7 beschrieben sind, scheint eine Reproduktion der
Hauptergebnisse in priméren Zellen sinnvoll.

Wenn weiterhin intensive Forschung im Bereich der Kardioprotekion durch TH betrieben
wird und die Erkenntnisse aus experimentellen und klinischen Studienergebnisse zusammen-
gefithrt werden, scheint eine Etablierung der therapeutischen Hypothermie in der Klinik zur

Abmilderung einer ischdmischen Myokard-Schidigung in naher Zukunft moglich.
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EIDESSTATTLICHE VERSICHERUNG

Eidesstattliche Versicherung
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