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EINLEITUNG

1 Einleitung
1.1 Definition Hypothermie

Hypothermie ist definiert als Senkung der Koérpertemperatur unter 36,5C [1] und wird

der Temperatur entsprechend weiter klassifiziert in: [2]
« milde Hypothermie (34 — 35,9C)
+ moderate Hypothermie (32T — 33,9C)
« moderat-tiefe Hypothermie (30C — 31,9C)
. tiefe Hypothermie (< 30C)

Man unterscheidet zwischen akzidenteller und therapeutischer Hypothermie.
Hauptursachen fur akzidentelle Hypothermie in Mitteleuropa sind Alkohol- und
Drogenmissbrauch, psychiatrische Erkrankungen, Ertrinkungsunfélle, Lawinenungliicke
und schwere Traumata. Die therapeutische Hypothermie wird in verschiedenen
Bereichen der Medizin zur Organprotektion eingesetzt. Die durch Hypothermie
induzierten zellularen Mechanismen sind Bestandteil aktueller Forschung.

1.2 Klinische Anwendungsgebiete der therapeutischen Hypothermie

Seit den 60iger Jahren des letzten Jahrhunderts wird therapeutische Hypothermie in
verschiedenen Bereichen als bedeutendes Verfahren zur Organprotektion genutzt.
Therapeutische Hypothermie hat inzwischen einen festen Platz in den Therapieleitlinien
mehrerer Fachrichtungen gefunden. Unter anderem konnte der Nutzen einer
Hypothermiebehandlung nach einer Reanimation aul3erhalb des Krankenhauses, bei
Herzstillstand [3, 4] und bei Kammerflimmern oder ventrikularen Tachykardien als
Initial-Rhythmus [3, 5-7] nachgewiesen werden. Zuséatzlich zeigte milde Hypothermie
auch nach ischamischen Schlaganfallen [8-11] sowie nach perinataler Asphyxie [12]
gute Erfolge. Der Nutzen von milder Hypothermie in der Therapie des Schéadel-Hirn-
Traumas [13, 14], der Hirnblutung [15, 16] und bei erh6htem Hirndruck [17-19] ist nicht
eindeutig geklart, bei intrakraniellen Aneurysmata konnten sogar negative Effekte

gezeigt werden [20].
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1.3 Kilinischer Hintergrund: Kardiopulmonaler Bypass

In Deutschland kommt ca. jedes hundertste Neugeborene mit einem angeborenen
Herzfehler (AHF) auf die Welt [21]. Weltweit sind pro Jahr vier bis acht Neugeborene
von 1000 Lebendgeburten betroffen [22, 23]. Bei einem Teil dieser Herzfehler sind
operative Korrekturen unter Zuhilfenahme der Herz-Lungen-Maschine (HLM) in der
Neonatalperiode oder im Sauglings- und Kleinkindalter notwendig, um eine kurative
oder palliative Therapie des Herzfehlers zu erreichen, bevor sich die
Kreislaufverhaltnisse des Patienten irreversibel angepasst haben.

In den letzten Jahren rickte dank des Fortschrittes in der Diagnostik des AHF sowie der
Weiterentwicklung der operativen Therapie die Steigerung der Lebensqualitat immer
weiter in den Fokus. Dabei konnte die Mortalitat durch den diagnostischen,
interventionellen und technischen Fortschritt signifikant gesenkt werden.

Durch die Verwendung der HLM kommt es jedoch aufgrund der grol3en
Fremdoberflache (Schlauche, Reservoir der Maschine) vor allem bei Neugeborenen
und Sauglingen zu einer systemischen Entziindungsreaktion. In deren Rahmen besteht
postoperativ die Gefahr eines Kapillar-Leck-Syndroms und einer vermehrten
Blutungsneigung aufgrund von Thrombozytendysfunktion und Verbrauchskoagulopathie
[24]. Zusatzlich bringt die Operationstechnik die Gefahr der Minderperfusion wichtiger
Organsysteme und eine daraus resultierende Ischamie mit sich. Dadurch und durch die
systemische Entzindungsreaktion wird die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) begunstigt. Somit sind peri-, intra- und postoperative organprotektive Strategien
sehr wichtig.

Intraoperativ gibt es verschiedene Ansatze zur Verringerung der Organ- und vor allem
der Hirnschadigung durch Ischamie oder oxidativen Stress. Es werden Steroide zur
Reduktion der systemischen Inflammation in das Flussigkeitsreservoir der HLM
gegeben [25, 26] sowie Aprotinin zur Reduktion des Blutverlustes und zur Reduktion
der Inflammation [27]. Eine Verkirzung der Zeit an der HLM und eine Maschine mit
einem kleineren Reservoir, einer kleineren Pumpe und einem kirzeren
Schlauchsystem, die extra fir Neugeborene und Sauglinge angefertigt wurde, reduziert
die Gesamtfremdoberflache und zeigte positive Effekte [28].

Fur Korrekturoperationen in der Neonatalperiode wie der Arterial-switch-Operation
sowie der Korrektur einer totalen Lungenvenenfehimindung, ist die Technik des tief

hypothermen Kreislaufstillstands (DHCA) friher die Methode der Wahl gewesen [29].
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Die Patienten wurden zlgig auf eine Korpertemperatur von 18-20C gekuhlt, dann
erfolgte die Abschaltung der HLM. Durch die Verminderung der Korpertemperatur wird
die Stoffwechselrate reduziert. Im Vergleich zum Sauerstoffverbrauch bei 37<C erzielt
die Senkung der Temperatur auf 15T eine Verringeru ng des O,-Verbrauchs um 90 %
[30, 31]. Dadurch wird eine gesteigerte Ischamietoleranz unreifer Organsysteme
erreicht und ein gro3tmdoglicher Schutz des Gehirns erzielt [32]. Um eine schadigende
Hirnischamie so gering wie mdglich zu halten, wurde die Zeit des DHCA auf 45-60
Minuten begrenzt [33].

Im Myokard hemmt die Kihlung durch die Senkung der Stoffwechselaktivitat den Abbau
der energiereichen Phosphate in den Kardiomyozyten, ohne einen Herzstillstand zu
induzieren. Die Verminderung der elektrischen Leitfahigkeit kann eine Anhaufung von
intrazellularem Natrium und Calcium bewirken und somit die Entstehung eines
Myokardbédems mit Zunahme der myokardialen Wandspannung begunstigen.

Seit dem Beginn der Herzchirurgie in den 1950er Jahren wurden verschiedene
Techniken genutzt, um das Herz intraoperativ vor der globalen Ischamie zu schitzen
und ein stillstehendes, relaxiertes blutloses Operationsfeld fir den Operateur zu
gewahrleisten. Die beiden wichtigen Methoden zur Kardioprotektion sind hierbei die
therapeutische Hypothermie sowie die Administration von Kardioplegielosung. Die
Kardioplegielésung (meist kaliumreich, Magnesium- oder Lidocain/Procain-haltig) fuhrt
zu einer sofortigen Unterbrechung der elektrischen Erregungsleitung und der
mechanischen Herzaktion [34, 35]. Durch den eintretenden Herzstillstand wird die
Entleerung myokardialer Energiespeicher verhindert. Zudem gleichen die in der
Kardioplegielésung enthaltenen Puffersubstanzen die anaerobe Azidose im Herzmuskel

aus.

Tabelle 1: Strategien zur intraoperativen Organprot  ektion

Organsystem potentielle Schadigung MafRnahme

Gehirn Ischamie durch Minderperfusion Hypothermie
pH-Wert-Regulation
Perfusionsdruck > 50 mm Hg

Myokard Hypoxie, Ischamie Hypothermie
Herzrhythmusstérungen Kardioplegielésung

Endothelium / Blut | systemische Entziindung, Odembildung Methylprednisolongabe
Aktivierung der Gerinnung Aprotiningabe

Niere Hypoperfusion pH-Wert-Regulation
adaquate Volumensubstitution
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1.4 Schadigungsmechanismen wahrend des kardiopulmon alen Bypasses

Der intraoperativ induzierte Herzkreislaufstillstand fuhrt durch die Unterbrechung der
Perfusion des Herzens innerhalb kurzer Zeit zu einem Sauerstoffmangel im Myokard.
Dies bewirkt innerhalb weniger Minuten einen nahezu vollstdandigen Abbau von ATP
und einen Anstieg von Hypoxanthin. Zuséatzlich koénnen ATP-abhéngige
lonentransporter das Membranpotential nicht mehr aufrechterhalten, es kommt zum
Kaliumausstrom ins Interstitium und zum Calciumeinstrom in das Zytoplasma. Dies und
der Anstieg von Hypoxanthin fuhren zu einer Umwandlung des Enzyms
Xanthindehydrogenase zu Xanthinoxidase, welches das Hypoxanthin zu Xanthin
oxidiert [36]. Bei dieser Umwandlung entstehen freie reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
wie zum Beispiel Superoxidanion (O2), Wasserstoffperoxid (H.O,) oder Hydroxyl-
Radikale (OH"). Bei der Wiederherstellung der Myokardperfusion kommt es zu einer
Hyperoxie durch den Wiederanstieg des Sauerstoffpartialdruckes im Blut. Dies fuhrt
ebenfalls zu einer massiven Bildung von ROS und es kommt zum
Reperfusionsschaden. ROS reagieren intrazellular z.B. mit Lipiden, wodurch wiederum
neue Radikale entstehen. Die freien Sauerstoffradikale interagieren unter anderem mit
der mitochondrialen Membran, wodurch es zur Stérung des Energiestoffwechsels
kommen kann. Unspezifische Oxidationsvorgange fuhren weiterhin zu DNA-, Protein-
und Membranschéden. Diese resultieren in einer Stérung der Membranintegritat der
Zelle und einem Calciumeinstrom in die Zelle [37]. Die Ischamie wahrend des
Kreislaufstillstandes und die durch die Reperfusion gebildeten Superoxidanionen flihren
zusatzlich zu einer vermehrten Expression von endothelialen Adh&sionsmolekilen der
betroffenen GefalRe und loésen dadurch eine Leukozytenmigration ins bereits
geschadigte Gewebe aus. Die durch die Leukozyten (neutrophile Granulozyten)
gebildeten ROS férdern ebenfalls die Zellschadigung [38]. Hauptséchliche
Schadigungsmechanismen des Herzens wahrend des kardiopulmonalen Bypasses sind
somit die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies und die Schadigung der Zellen
durch Ischéamie und Reperfusion. Beide Mechanismen sind potente Induktoren der

Apoptose.

1.5 Oxidativer Stress

Unter physiologischen Bedingungen sind reaktive Sauerstoffspezies wichtige

Signalmolekile und Regulatoren des Zellzyklus, der Genexpression und der
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Proteinkinaseaktivitat. Sie entstehen vor allem beim Elektronentransfer im
Mitochondrium wahrend der Atmungskette und im Zellstoffwechsel. Aufgrund der
potentiell schadigenden Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies besitzen Zellen
physiologische antioxidative Schutzmechanismen. Enzyme wie Superoxiddismutase,
Katalase und Glutathionperoxidase sowie nicht-enzymatische Antioxidantien wie a-
Tocopherol, B-Carotin und Ascorbinsaure regulieren unter physiologischen
Bedingungen den Abbau von freien Sauerstoffradikalen [39]. Die UberméaRige
Entstehung von ROS wie z.B. bei einem Reperfusionsschaden kann durch diesen
Enzymapparat nicht mehr auf physiologische Konzentrationen reduziert werden. Diesen
Zustand bezeichnet man als oxidativen Stress [37]. Er spielt in der Pathophysiologie
und Progression vieler Erkrankungen eine wichtige Rolle, wie zum Beispiel wahrend der
Tumorentstehung [40] und - progression [41-43], bei neurodegenerativen Erkrankungen
[44, 45], beim Krankheitsbild des Diabetes mellitus [46, 47], beim septischen Schock
[48], bei der arteriellen Hypertonie, bei der Entstehung von Arteriosklerose [49, 50],
beim Reperfusionsschaden nach Herzinfarkt [51], nach einem Apoplex [52], bei der

Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie [53] und ebenso bei Alterungsprozessen [54].

1.6 Apoptose: Der programmierte Zelltod und seine S ignalkaskaden

Den programmierten Zelltod bezeichnet man als Apoptose. Die Apoptose spielt bei
vielen Prozessen im Korper eine wichtige Rolle. Unter anderem ist der kontrollierte
Zelltod bei der Embryonalentwicklung zur Formgebung (Deletion Uberflissiger
Strukturen) zu finden, zur Kontrolle immunologischer Selektions- und Reaktions-
vorgange notwendig und an der Identifikation und Elimination infizierter und abnormer
Zellen beteiligt [55, 56].

Pathophysiologisch kommt der Apoptose bei der Tumorentstehung aufgrund der nicht
mehr funktionierenden Signalkaskaden eine bedeutende Rolle zu. Bei der Entwicklung
kardiovaskularer (Herzinfarkt, dilatative Kardiomyopathie [57]), neurodegenerativer
(Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson [58]) und autoimmun vermittelter Erkrankungen
sind ebenfalls Apoptosevorgdnge maf3geblich beteiligt.

Die Apoptose ist ein Energie verbrauchender, aktiver Prozess [59], der ohne
Entzindungsreaktion ablauft [60]. Typische morphologische Verdnderungen einer
apoptotischen Zelle sind Schrumpfen, Abrunden und Ablésen von der extrazellularen

Matrix. Zusatzlich wird das Zytoskelett abgebaut, die Plasmamembran wird ausgestulpt,
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es kommt zur Chromatinkondensation und zur Zellkernfragmentierung. Endonukleasen
bewirken zusatzlich eine DNA-Fragmentierung [61-63]. Die anschlielRend entstehenden

Apoptosekdrperchen werden dann von Makrophagen phagozytiert [64].

Tabelle 2: Morphologische und biochemische Merkmale der Apoptose in der Ubersicht

Morphologische Merkmale Biochemische Merkmale
e einzelne Zellen e physiologisches Signal
» Blasenbildung (Membran-Blebbing) mit e geordneter Ablauf
erhaltener Membranintegritat * neue Proteinbiosynthese erforderlich
e Schrumpfen der Zelle «  DNA-Fragmentierung
» Bildung von Apoptosekdrperchen * ATP-Verbrauch
und deren Phagozytose *  Anstieg intrazellulérer
* keine Entziindungszeichen Calciumkonzentrationen

Die Apoptose lasst sich in eine Initierungsphase und eine Exekutionsphase mit einem
sequenziellen Caspase-vermittelten Abbau und der Aktivierung von Schliisselproteinen
unterteilen. Caspasen sind Cystein-Aspartat-Proteasen und spielen eine entscheidende
Rolle bei der Vermittlung von Apoptose, Nekrose und Inflammation. Die Apoptose-
Caspasen lassen sich in Initiatorcaspasen (Caspase-2, -8, -9 und -10) und
Effektorcaspasen (Caspase-3, -6 und -7) unterteilen. Durch pro-apoptotische Stimuli
oder andere Caspasen erfolgt nach der proteolytischen Entfernung der Prodomane die
Aktivierung der Procaspasen im Sinne einer Kaskadenaktivierung.

Als Endstrecke bauen Effektorcaspasen wie Caspase-3, -6 und -7 und weitere
Endonukleasen mehrere Schlisselproteine der Zelle ab und induzieren so den
programmierten Zelltod. Diese Endstrecke der Signalkaskade wird durch zwei
wesentliche Signalwege aktiviert, einerseits Uber Fas-Rezeptoren, sogenannte
.rodesrezeptoren® und andererseits durch die direkte Schadigung der

Mitochondrienmembran.

1.6.1 Extrinsischer Weg: Todesrezeptor und Fas-Liga nd

Der Fas-(APO-1/CD95) und Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Rezeptor sind als Mitglieder
der TNF/nerve growth factor Rezeptor-Superfamilie an diversen Formen des
physiologischen und pathophysiologischen Zelltodes beteiligt. Der Fas- und TNF-
Rezeptor sind homologe Proteine und haben beide ,Todesdoméanen® in ihrem
zytoplasmatischen Anteil. Diese Doménen sind in der Lage, den Zelltod durch

Interaktion mit intrazellularen Proteinen einzuleiten. Durch die Interaktion wird zunéchst
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Caspase-8 aktiviert, die wiederum Caspase-3 aktiviert. Dies fuhrt letztlich zum Abbau
essentieller Proteine und zur Aktivierung von Caspase-aktivierten DNasen (CAD),
wodurch eine DNA-Spaltung induziert wird [65]. Sowohl in Zellen des Immunsystems
als auch in einer Vielzahl ausdifferenzierter Gewebe wird der Fas-Rezeptor exprimiert.
Die spezifischen Fas-Liganden werden dabei hauptsachlich in immunkompetenten

Geweben und den Zellen des Immunsystems exprimiert.

1.6.2 Intrinsischer Weg: Mitochondrium und Cytochro m C

Der intrinsische Weg der Apoptose wird malRgeblich mitochondrial reguliert. Eine
Schadigung der Mitochondrienmembran z.B. durch ROS, Chemotherapeutika oder UV-
Strahlen fuhrt zur Freisetzung von Cytochrom C und anderen pro-apoptotischen
Faktoren wie Smac/DIABLO aus den Mitochondrien in das Zytoplasma [66].

AulRerdem kann der Transkriptionsfaktor p53, ein Tumorsuppressor und Zellzyklus-
regulator, der bei DNA-Schaden aktiviert wird, durch eine Aktivierung der Expression
von Bax und Bad, zwei pro-apoptotisch wirkende Mitglieder der Bcl-2 Familie, ebenfalls
zur Freisetzung von Cytochrom C aus dem Intermembranraum des Mitochondriums
fuhren [67].

Durch die Bindung des frei gewordenen Cytochrom C wund von dATP
(Desoxyadenosintriphosphat) an den apoptotischen Protease-Aktivierungsfaktor-1
(Apaf-1) kommt es zu einer Konformationsdnderung des Proteins. Dadurch wird die
Proteinbindungsdomane CARD (Caspase-Rekrutierungs-Doméne) von  Apaf-1
zuganglich, so dass die CARD der Procaspase-9 daran binden kann. Durch die Bildung
dieses Heterodimers wird Caspase-9 autolytisch aktiviert. Der entstandene Komplex
wird Apoptosom genannt und stellt die aktive Form der Caspase-9 dar. Ebenso wie
Caspase-8 initiiert die aktive Caspase-9 die Caspase-Kaskade. Eine Signalverstarkung
der Caspase-Kaskade durch wird durch Caspase-7 gewahrleistet, welche nicht nur
Substrate spaltet, die an apoptotischen Prozessen beteiligt sind, sondern auch selbst
Caspase-9 aktiviert. Zusatzlich haben die einzelnen Caspasen noch die Moglichkeit,
intrazellulare Proteine, die antiapoptotisch aktiv sind, zu spalten oder weitere pro-
apoptotisch wirksame Proteine zu aktivieren. So spaltet die aktivierte Caspase-8 Bid zu
tBid, welches dann an die Mitochondrienmebran transloziert und dort die Freisetzung
von Cytochrom C und somit wieder die Aktivierung des mitochondrialen
Apoptoseweges bewirkt. Aktivierte Caspase-9 kann selbst sowohl Procaspase-3 als

auch Procaspase-7 spalten. Die dadurch aktivierte Caspase-3 initiiert die Spaltung
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diverser intrazellularer Proteine und es kommt zu charakteristischen Veranderungen,
die unausweichlich in der Zerstdrung der Zelle enden [68].

Eines dieser Proteine ist das Enzym PARP (Poly (ADP-Ribose) Polymerase), welches
in DNA-Reparaturmechanismen involviert ist und dabei ATP verbraucht. Das Enzym
PARP wird durch z.B. ROS-induzierte DNA-Doppelstrangbriiche als Reparatur-
mechanismus aktiviert und induziert seinerseits DNA-Reparaturenzyme [68]. Eine
Ubermalige Aktivierung bei schwerwiegenden Schaden kann allerdings z.B. tber p53
zur Freisetzung von AlIF aus dem Mitochondrium und somit zur Einleitung oder auch
Potenzierung apoptotischer Prozesse fuhren.

Des Weiteren werden das Protein Lamin A, ein filamentdses Protein, welches an der
Bildung der stabilen Struktur unter der Kernmembran beteiligt ist und die
Chromatinstruktur stitzt, sowie das Protein Fodrin und Bcl-2 gespalten. Die Zerstérung
der Lamine fuhrt unter anderem zur Kondensation des Chromatins und zum
Integritatsverlust der Zellkernmembran. Die Spaltung der Fodrine kann zur Bildung von
Apoptosekdrperchen fuhren [68].

Zusatzlich kommt es durch Caspase-3 zur Abspaltung des Inhibitors ICAD (Inhibitory of
Caspase Activated Desoxyribonuclease) von der Endonuklease CAD. CAD verursacht
eine charakteristische DNA-Fragmentierung in Bruchstiicke von 200 Basenpaaren [69].
Ebenfalls entstehende DNA-Doppelstrangbriiche - entweder durch ROS oder durch die
initiierte Apoptose induziert- fihren innerhalb kiirzester Zeit zu einer Phosphorylierung
des Histons H2AX am Serin 139 [70]. Diese Phosphorylierung dient DNA-
Reparaturenzymen wie der PARP-1 als Marker und Bindungsstelle. H2AX ist ein
Mitglied der H2A Histon-Familie, zu der insgesamt drei Subfamilien gehéren: H2A1,
H2A2, H2AZ und H2AX. Histone dienen in eukaryotischen Zellen der kondensierten
Verpackung der DNA [71].

1.6.3 Caspase-unabhangige Apoptose: Apoptose-induzi  erender Faktor

Die Synthese des Vorlauferproteins des Apoptose-induzierenden Faktors (AIF) findet im
Zytoplasma statt. Von dort erfolgt der Transport in die Mitochondrien, genauer in den
Intermembranraum der Mitochondrien. AIF ist dort an der Elektronentransferkette
beteiligt. Bei einer Apoptoseinduktion bewirkt bereits die Freisetzung von AIF Uber
spezifische Kandale einen Abfall des mitochondrialen Membranpotentials. Zusatzlich
transloziert AIF zum Zellkern und bewirkt dort auf bisher noch unbekannte Weise eine

Chromatin-Kondensation und eine DNA-Fragmentierung in 50 kb-Einheiten [72]. Einmal
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im Zytosol, bewirkt AIF durch einen positiven Ruckkopplungsmechanismus eine
verstarkte Freisetzung von AlF aus den Mitochondrien [73].

1.7 Regulatoren der Apoptose
1.7.1 Bcl-2 und Bax

Verschiedene intrazellulare Proteine tragen zur Regulation der Apoptose auf
mitochondrialer Ebene bei. Diese Proteine gehoren vornehmlich zur Bcl-2-Familie, die
sowohl anti-apoptotische Mitglieder - u. a. Bcl-2, Bcl-XL und Mcl-1 - als auch pro-
apoptotische Mitglieder - u. a. Bax, Bak, Bad, Bim und Bid - umfasst. Diese Proteine
sind vor allem rund um das Mitochondrium aktiv und modulieren durch reziproke
Interaktionen die pro- und anti-apoptotische Balance und somit die Permeabilisierung
der Mitochondrienmembran. Die Inaktivierung der Proteine erfolgt durch die Bindung an
bzw. Phosphorylierung durch einen Gegenspieler. Kommt es durch die pro-apoptotisch
aktiven Proteine Bax, Bad etc. zur Permeabilisierung der Mitochondrienmembran,
werden spezifische Kanale (MOMP - major outer membrane protein) in der &uf3eren
Mitochondrienmembran  gebildet.  Zuséatzlich ist aber eine Offnung von
Permeabilitditsporen an der inneren  Membran  (MPT:  mitochondrialer
Permeabilitdtsiibergang) wichtig, damit es zur nachfolgenden Zerstérung der &ul3eren
Membran kommen kann. Durch die Permeabilisierung kommt es zur Freisetzung von
Cytochrom C und anderen pro-apoptotischen Signalmolekilen und zur Initiierung der
Apoptosekaskade. Die mitochondriale Membrandepolarisation und damit auch
Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung und Gewinnung energiereicher
Phosphate fuhrt schlie3lich zur ATP-Depletion und somit ebenfalls zum programmierten
Zelltod [74].

1.7.2 MAP-Kinasen

Die extrazellulare signal-regulierte Kinase ERK1/2 (p42/p44 MAPK) gehort zur Familie
der mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), das heildt sie werden durch
verschiedene Zytokine, Wachstumsfaktoren oder durch Zellstress - inklusive ROS -
aktiviert. Weitere Mitglieder sind die c-Jun N-terminale Kinase (JNK 1/2/3) und die p38
Kinase (p38 a, B, vy, 8). Die genannten Enzyme und deren intrazellulare Signalwege
beeinflussen und steuern sich gegenseitig und sind voneinander abhangig. Sie werden
durch eine sequentielle Phosphorylierungskaskade aktiviert, die Signale von der
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Zellmembran zum Zellkern weitertransportiert und verstéarkt. In Abhangigkeit von der
Dauer, dem Ausmald und der subzellularen Position der ERK-Aktivierung steuert ERK
verschiedene zellulare Mechanismen, u.a. Proliferation, Migration, Zelldifferenzierung
und Apoptose [75, 76]. Die Aktivierung von ERK Uber Ras und Raf fuhrt zur Inhibierung
von Bim und tber p90 RSK durch Phosphorylierung zur Inaktivierung von Bad und wirkt
somit anti-apoptotisch. Uber p90 RSK kommt es zur Translokation von CREB, STAT1
und STAT3 in den Zellkern, was eine vermehrte Expression von Bcl-2 und Bcl-xL zur
Folge hat. Gleichzeitig wird das Protein FoxO01 gehemmt. Es ist im Zellkern fur die

Expressionsregulation von Fas und Bim verantwortlich.

1.7.3 Akt - das Survivalprotein

Die Proteinkinase B (PKB) - oder auch Akt - ist eine Serin/Threoninkinase und spielt
eine wichtige Rolle bei der Kontrolle von Zelliberleben und Apoptose. Akt wird Uber den
PI13-Kinaseweg durch Insulin, verschiedene Wachstums- und Survivalfaktoren und
oxidativen Stress aktiviert. Die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) phosphoryliert
membrangebundenes Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2), dabei entsteht
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3). Akt wird an PIP3 gebunden und kann nun
durch PDK-1 (3-Phosphoinositide-dependent protein kinase-1) phosphoryliert und
aktiviert werden [77, 78]. Die Funktion als Survivalprotein tbt Akt aus, indem die
Apoptoseinitierung durch  Phosphorylierung und Inaktivierung verschiedener
Zielproteine, u.a. Bad, Forkhead Transkriptionsfaktoren, c-Raf und Caspase-9 gehemmt
wird. Auflerdem hemmt Akt Gber MDM2 den Tumorsuppressor p53, wodurch dieses

Protein keine Hemmung von Bcl-2 induzieren kann [79, 80].

1.7.4 Hamoxygenase-1

Die Hamoxygenase-Familie, bestehend aus den drei Isoformen induzierbare
Hamoxygenase-1 (HO-1, auch Hsp 32 genannt) und den konstitutiv exprimierten
Hamoxygenasen -2 und -3, oxidieren Hamoglobin zu Biliverdin, Kohlenmonoxid und
freiem Eisen. In einem zweiten Schritt wird Biliverdin zu Bilirubin reduziert. Sowohl
Bilirubin als auch Biliverdin sind potente Antioxidantien, die ROS binden und
neutralisieren konnen [81].

Zwischen dem Akt-Signalweg und dem Aktivierungsweg der Hamoxygenase-1 besteht
eine Verbindung [82]. Akt ist in der Lage, die Aktivitdt von Hsp 32 zu regulieren [83, 84].

AulRerdem sind Hamoxygenase-1 und die Biliverdinreduktase in der Lage, direkt die

10
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Akt-Aktivitat durch eine Phosphorylierung von p85 und/oder Akt selbst zu erhéhen,
wodurch nachfolgend proapoptotische Proteine wie Bad und GSK-38 gehemmt werden
und die mitochondriale Funktion aufrechterhalten werden kann. Somit wird durch eine
Aktivierung der Hamoxygenase-1 die Aktivierung des mitochondrial vermittelten

Apoptoseweges gehemmt [85].
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Abbildung 1 : Vereinfachte Darstellung der mitochondrial vermittelten Apoptose als Reaktion
auf oxidativen Stress. Oxidativer Stress fuhrt intrazellular zur Aktivierung zytotoxischer und
zytoprotektiver Signalkaskasen. AIF = Apoptose-induzierender Faktor, ROS = reaktive
Sauerstoffspezies, Apaf-1 = Apoptose-aktivierender Faktor 1.
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1.8 Zielsetzung

Die Anwendung der therapeutischen Hypothermie ist eine etablierte Standardmethode
zur Zell- und Organprotektion wahrend kardiochirurgischer Eingriffe im Neonatal- und
Sauglingsalter unter Verwendung der Herz-Lungen-Maschine. Hypothermie reduziert
den Zellmetabolismus und erhoht die Ischamietoleranz. Der Einfluss der Hypothermie
auf funktionelle, immunhistochemische und biochemische Charakteristika der Zelle ist
bis dato nicht vollstandig verstanden und wichtiger Bestandteil aktueller in vitro und in
vivo Forschung. Um ein besseres Verstandnis der intrazellularen Mechanismen zu
erhalten und mdgliche Optimierungen der Strategien zur Organprotektion zu entwickeln,
ist die Ubertragung der klinischen Gegebenheiten auf ein vereinfachtes in vitro
Modellsystem ein anerkanntes Mittel. Deshalb war es das Ziel der vorliegenden Arbeit,
den Einfluss von tiefer Hypothermie auf die Funktion und das durch oxidativen Stress
induzierte Apoptoseverhalten von H9c2-Kardiomyozyten zu untersuchen. Zusatzlich
sollte untersucht werden, welche Effekte die im Deutschen Herzzentrum Berlin
verwendete Kardioplegieldsung unter Kiihlungsbedingungen auf Kardiomyozyten hat.
Zu diesem Zweck wurde ein in vitro Zellkulturmodell mit einem speziellen Kihlungs-
und Wiedererwdrmungsprotokoll entwickelt, das den realen Bedingungen in der
Kinderherzchirurgie nachempfunden ist.

Mit Hilfe des Zellkulturmodells sollten folgende Fragen beantwortet werden:
1. Sind tiefe Hypothermie und Wiedererwarmung kardioprotektiv?

1.1 Kommt es zu Verdnderungen morphologischer, immunhistochemischer und
funktioneller Charakteristika von H9c2-Kardiomyozyten durch oxidativen

Stress und Hypothermie?

1.2  Welche intrazellularen Signalwege werden durch oxidativen Stress und tiefe

Hypothermie aktiviert?

2.  Welchen Einfluss hat tiefe Hypothermie wéahrend oxidativem Stress auf das
Apoptose-Verhalten der H9c2-Zellen?

3. Welche Verédnderungen induziert die zuséatzliche Gabe von kardioplegischer

Losung auf Kardiomyozyten wahrend oxidativem Stress?

12
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2 Materialien

2.1 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Bio-Fuge (Zentrifuge)
Blotting-Kammer

Brutschrank (37C)
Elektrophorese-Kammer
ELISA-Platten-Reader
Entwicklungsmaschine
Fluoreszenz/Absorbtions-Reader
Fluoreszenz-Mikroskop
Kahlbrutschrank (20C - 37C)
Kihlzentrifuge

Magnetrihrer
Stromversorgungsgerat
Schuttler

sterile Werkbank
Thermoblock

Vortex Genie®2

Wasserbad
Zellkulturmikroskop

Zellkulturmikroskop-Kamera

2.2 Chemikalien

Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland
Bio-Rad, Minchen, Deutschland

Thermo Scientific, Karlsruhe, De utschland
Bio-Rad, Munchen, Deutschland

Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland
Protec, Oberstenfeld, Deutschland

BMG Labtech GmbH, Offenburg, Germany
Zeiss/Axio, Gottingen, Deutschland
Mytron, Heilbad Heili genstadt, Deutschland
Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Bio-Rad, Munchen, Deutschland

Heidolph, Schwabach, Deutschland
Heraeus Instruments, Berlin, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland
NeolLab, Heidelberg, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland

Motic, Neolab, Heidelberg, Deutschland
uEye, IDS, Obersulm, Deutschland

Bezeichnung

Hersteller

2-Mercapto-Ethanol
Acrylamid

Alexa Fluor 568 Phalloidin
APS-Lésung
BCA-Reagenz

Bromphenol-Blau

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Pierce, Rockford, USA

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
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BSA

Cardioplegicum-L6sung® 100 ml
CellTiter-Glo Cell Viability Assay
CM-H,DCFDA, Acetyl-Ester
Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
DAPI

ECL-Detektionskit

EDTA

EGTA

Ethanol

Glycin

Guaiacol

H,02 30 %

HCI

Isopropanol

Magermilchpulver

Methanol

MTT-Reagenz, 5 mg/ml
Natriumdihydrogenphosphat
Paraformaldehyd

PMSF

Ponceau S 0,1 %, 5 % Essigsaure

Probenpuffer, reduzierend
Protease Inhibitor Cocktail
SDS

Stripping Puffer

TEMED

TRIS-Acetat

Triton X-100

Trypanblau 0,5 %

Tween 20

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Charité, Berlin, Deutschland
Promega, Madison, USA

Invitrogen, Oregon, USA

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Pierce, Rockford, USA

Pierce, Rockford, USA

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Thermo Scientific, Rockford, USA
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
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2.3 Zellkulturmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

24-Well Mikrotiter-Platten

96-Well Mikrotiter-Platten

96-Well Mikrotiter-Platten, black-walled
96-Well Mikrotiter-Platten, opaque
Combitips®

DMEM Flissigmedium

DMEM Flassigmedium ohne Phenolrot
Eppendorf-Reaktionsgefale

FCS

Gelatine

Gentamycin

Gewebekulturflaschen 75 cmz?, 150 cm?
Hepes

L-Glutamin

Multipipetten
Natriumhydrogencarbonat
Natriumpyruvat
Neubauer-Zahlkammer
Pasteurpipetten

PBS

Penicillin/Streptomycin

Petrischalen

Pipettierhilfe mit Akku

Serologische Pipetten, 5-50 ml
Trypsin /EDTA-LOsung
Vakuumfiltration

Zellkultur-R6hrchen, 15 ml, 50 ml

TPP, Trasadingen, Schweiz

Nunc, Langenselbold, Deutschland
Nunc, Langenselbold, Deutschland
Nunc, Langenselbold, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Integra Bioscience, Baar, Deutschland
Sarstedt, Nuimbrecht, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
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2.4 Antikorper

Bezeichnung

Hersteller

Anti-AlF Antikorper

Anti-Akt Antikorper

Anti-Bax Antikorper

Anti-Bcl-2 Antikorper
Anti-Caspase-3 Antikorper
Anti-Caspase-9 Antikorper
Anti-Hamoxygenase-1 Antikdrper
Anti-p53 Antikorper

Anti-pAkt Antikorper
Anti-PARP Antikorper
Anti-pHiston H2AX Antikdrper
Anti-pp53 Antikorper
Anti-Rabbit IgG Antikorper
Anti-B-Aktin Antikrper

M30 CytoDEATH, Fluorescein

2.5 Sonstige Materialien

Cell Signaling, Boston, USA

Cell Signaling, Boston, USA

Cell Signaling, Boston, USA

Cell Signaling, Boston, USA

Cell Signaling, Boston, USA

Cell Signaling, Boston, USA

Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland
Abcam, Cambridge, UK

Cell Signaling, Boston, USA

Cell Signaling, Boston, USA

Cell Signaling, Boston, USA

Cell Signaling, Boston, USA

Jackson Laboratory, Maine, USA
Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

Bezeichnung

Hersteller

Blotting-Filterpapier

Deckglaser fur Immunhistochemie
Deckglaser fur Westernblot
Gel-Kamme

Hyperfilme
Nitrozellulosemembran
(Plus-)Marker, vorgefarbt
Spacer-Platten

Zellschaber

Bio-Rad, Munchen, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

Biostep GmbH, Jahnsdorf, Deutschland
Bio-Rad, Minchen, Deutschland
Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Biostep Gmbh, Jahnsdorf, Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz

16



METHODEN

3 Methoden
3.1 Zellkultur

Fur die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden Zellen der kardiomyozytaren
Zelllinie H9c2 von der American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA)
verwendet. Die Zelllinie H9c2 wurde urspringlich 1976 aus embryonalem Gewebe des
Ventrikelmyokards von BD1X-Ratten isoliert [86, 87]. In Untersuchungen der H9c2-
Zellen konnten typische Charakteristika von Herzmuskelzellen nachgewiesen werden,
u.a. kardiale L-Typ-Calciumkanéle und eine Art kardiale Zellmembran und -oberflache
[88, 89]. So haben sich H9c2-Zellen trotz einiger geringer Unterschiede in der
kardiologischen Forschung als Standardzellmodell durchgesetzt, da sie zuverlassig
kultivierbar und in ihrem Expressionsprofil und den Signaltransduktionswegen mit
denen frisch extrahierter neonataler Rattenkardiomyozyten vergleichbar sind.

Die Kryokultur wurde schonend aufgetaut. 24 Stunden nach der Ausplattierung wurde
das Kryo-Medium, welches DMSO enthalt, gegen normales Nahrmedium ausgetauscht.
In der Erhaltungskultur wurde das Zellkulturmedium regelmaRig alle zwei bis drei Tage
gewechselt. Das Kulturmedium bestand aus DMEM mit 10 % FCS, 2 % L-Glutamin,
2 % Hepes, 2 % Natriumpyruvat, 2 % Natriumhydrogencarbonat, je 1 %
Penicillin/Streptomycin und Gentamycin (10 mg/ml).

Bei Erreichen eines 80 % konfluenten Zellrasens wurde die Kultur im Verhaltnis 1:3/1:4
passagiert. Fir die einzelnen Experimente wurden Zellen aus mindestens drei

unterschiedlichen Kryostocks bis maximal zur 20. Zellpassage verwendet.

3.2 Zelldifferenzierung

Um die Vergleichbarkeit des Zellkulturmodells mit den Gegebenheiten in der Klinik noch
weiter zu verbessern, wurden die Zellen synchronisiert. Dies wird typischerweise durch
ein Mangelmedium (2 % fetales Kalberserum statt 10 %) erreicht, mit dem die Zellen 24
Stunden vor Versuchsbeginn inkubiert wurden [90-93]. Das 2 %ige Mangelmedium

wurde fir alle Versuche verwendet.

3.3 Das dynamisches Zeit-Temperatur-Protokoll

Das dynamische Zeit-Temperatur-Protokoll wurde an die Situation in der Klinik wahrend

offener Herzoperationen bei Neugeborenen und S&uglingen unter Einsatz der Herz-
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Lungen-Maschine angelehnt. Die ausdifferenzierten H9c2-Zellen wurden mithilfe eines
Kuhlbrutschrankes innerhalb von 35 Minuten auf 20C gekuhlt (Induktion der
Hypothermie), fir 20 Minuten bei 20T belassen (Erhaltung der Hypothermie) und
anschlieend wiedererwarmt (innerhalb von 20 Minuten von 20C auf 37<C). Es folgte
eine Nachbeobachtungszeit von 24 Stunden. Die Luftfeuchtigkeit wahrend der
Experimente war 100 %, der CO,-Gehalt lag bei 5 %. Beim Erreichen der 20<C-
Temperaturmarke wurden die Zellen mit Wasserstoffperoxid (H,O, 2 mM) und/oder
Kardioplegielésung (sterile und endotoxinfreie Infusionslésung, 1000 ml enthalten:
Magnesiumaspartat x 2 H,O 2,575 g; ProcainHCI 0,3 g; Xylitol 4,5 g; Wasser fiur
Injektionszwecke) im Verhéltnis 3:1 in 2 % Medium behandelt. Nach 20 Minuten erfolgte
ein Mediumwechsel. Die Kardiomyozyten wurden zu sieben festgelegten Zeitpunkten
untersucht: 1) Start, 2) direkt vor der Wiedererwarmung = nach 20 Minuten bei 20T,
3) eine Stunde nach Erreichen 20C, 4) zwei Stunden nach Erreichen 20C, 5) sechs
Stunden nach Erreichen 20<C, 6) acht Stunden nach E rreichen 20C, 7) 24 Stunden
nach Erreichen 20C. Gleichzeitig wurden mit H,O0, und/oder mit Kardioplegielésung
stimulierte und unstimulierte H9c2-Zellen kontinuierlich als Kontrolle bei 37<C belassen
(siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2 : Das Zeit-Temperatur-Protokoll mit Methoden

Temp = Temperatur, ROS = Bestimmung Reaktiver Sauerstoffradikale, IH = Immunhistologische
Farbung, ATP = Messung des ATP-Gehalts der Zelle, MTT = Vitalitats-/Aktivitdtsassay, cpg =
Kardioplegieldésung. 1) Start, 2) direkt vor der Wiedererwarmung = nach 20 min bei 20C, 3) eine
Stunde nach Erreichen 20C, 4) zwei Stunden nach Erreichen 20C, 5) sechs Stunden nach
Erreichen 20<C, 6) acht Stunden nach Erreichen 20C , 7) 24 Stunden nach Erreichen 20C
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Tabelle 3: Versuchsgruppen

1. 37T Kontrolle, ungeschéadigt 2. Dynamisch Kontro lle, ungeschadigt
3. 37T, geschadigt mit 2 mM H ,0, 4. Dynamisch, geschadigt mit 2 mM H,O,
5. 37T, stimuliert mit Kardioplegieldsung 6. Dynam isch, stimuliert mit Kardioplegiel6sung

7. 37T, geschadigt mit 2 mM H ,0,, zuséatzlich 8. Dynamisch, geschadigt mit 2 mM H,0,,

Kardioplegieadministration zusatzlich Kardioplegieadministration

3.4 Trypanblau-Farbung zur Zellzahlung

Als Methode zur Zellzahleinstellung und Vitalitaitsmessung wurde die Trypanblau-
Farbung genutzt. Trypanblau ist ein saurer Farbstoffkomplex, der in anionischer Form
an intrazellulare Proteine bindet. Der Farbstoff Trypanblau dringt durch defekte
Zellmembranen toter Zellen in das Zytosol und farbt diese Zellen tiefblau. Vitale Zellen
mit intakter Zellmembran stellen sich unter dem Mikroskop leuchtend hell dar.
H9c2-Zellen wurden in einer Konzentration von 3 x 10° Zellen auf Petrischalen (22 cm?)
ausgesat. 24 Stunden nach Kuhlung (Erreichen 20C) wurden die Zellen mit Trypanblau
(0,25 %) in einer 96-Well Rundbodenplatte gefarbt und anschlielend in einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Da die Zellen aus dem Uberstand mitgezahit
wurden, wurden sowohl die adharenten vitalen als auch die vitalen, jedoch nicht mehr
zur Adhéasion fahigen Zellen erfasst. Des Weiteren wurden bereits im Uberstand

vorhandene tote Zellen gezahlt.

3.5 Zytotoxizitdtsmessung: LDH-Ausschuttung

Zur Bestimmung der Zytotoxizitat wurde ein Zytotoxizitats-Kit, der auf dem
kolorimetrischen Nachweis der Laktatdehydrogenase (LDH) im Uberstand basiert,
verwendet [94]. Das Enzym LDH liegt fast in jeder Zelle im Zytosol vor und katalysiert
die Oxidation von Laktat zu Pyruvat mit der gleichzeitigen Reduktion von NAD" zu
NADH/H" bzw. dessen Riickreaktion. Die Aktivitit des Enzyms lasst sich in einer
zweiten Enzymreaktion nachweisen, bei der das Enzym Diaphorase die Reduktion von
einem farblosen Tetrazoliumsalz zu einem roten Formazansalz katalysiert, was
fotometrisch detektiert werden kann. Die Menge des gebildeten Formazans ist direkt
proportional zur LDH-Aktivitdt und korreliert mit der Anzahl toter Zellen [95]. In
Doppelbestimmung wurden jeweils 100 ul des Uberstandes aus dem Versuchsansatz

(2 x 10* Zellen/Well) entnommen und zur Messung der LDH-Konzentration auf eine
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neue 96-Well Mikrotiterplatte gegeben. Zum Uberstand wurden jeweils 100 pl der
Reaktionslésung hinzugegeben. Die Reaktionslésung setzt sich aus einem Katalysator
(Diaphorase/NAD") und dem INT-Farbstoff in einem Mischungsverhéltnis von 1:45
zusammen. Die Mikrotiterplatte wurde nachfolgend lichtgeschitzt bei Raumtemperatur
30 Minuten inkubiert. Die Abstoppung der Reaktion erfolgte mit 1 N HCI. Nachfolgend
wurden die Proben innerhalb von 15 Minuten bei 485 nm photometrisch gemessen. Als
Kontrollen dienten die maximale LDH-Ausschittung (100 %), die durch die Lysierung
der Zellen eines Wells mit 2 % Triton X-100 ermittelt wurde und die minimale
Ausschiittung von LDH (basale Freisetzung), d. h. der Uberstand unbehandelter Zellen
zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns. Aus den gemessenen Werten konnte mit Hilfe der

vom Hersteller mitgelieferten Formel die Zytotoxizitat in Prozent berechnet werden.

L Messwert - minimale LDH-Ausschittung
Zytotoxizitat (%) = . — x 100
Maximale LDH-Ausschuttung - minimale LDH-Ausschuittung

3.6 MTT: Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenas e

Der verwendete MTT-Assay basiert auf der Umwandlung des gelblichen,
wasserloslichen 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) durch
die Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenasen lebender Zellen zum blau-violetten
wasserunléslichen Formazan. Somit eignet sich der Test sowohl zum Nachweis vitaler
Zellen als auch zur Beurteilung der mitochondrialen Aktivitdt. Des Weiteren lasst sich
eine Aussage Uber das Proliferationsverhalten der untersuchten Zellen treffen [96, 97].

Die H9c2-Zellen wurden auf eine mit 0,2% Gelatine beschichtete 96-Well
Mikrotiterplatte in einer Konzentration von 2 x 10* Zellen/Well ausgesat und fir 24
Stunden in 2 % Mangelmedium bei 37C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die zu
testenden Substanzen (H,O,, Kardioplegielésung) entsprechend des in Abbildung 2
dargestellten Protokolls in 2 % Mangelmedium angesetzt und je 200 ul/Well auf die
Zellen in der Mikrotiterplatte pipettiert. Eine, sechs und 24 Stunden nach Stimulation
wurde MTT-Reagenz (0,5 mg/ml) in 2 % Mangelmedium a 200 pl/Well auf die Zellen
gegeben und fir zwei Stunden bei 37T inkubiert. Na chdem die Zellen 20 Minuten mit
Isopropanol + 0,04 % HCI lysiert wurden, erfolgte die Messung des Farbumschlages bei

Aem = 570 nm im Platten-Reader.
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3.7 Bestimmung des ATP-Gehaltes mittels CellTiter G 10®

Fir die intrazellulare ATP-Messung wurde der CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability
Test verwendet. Die Zellen wurden in Mangelmedium mit 2 % hitzeinaktiviertem FCS
mit einer Zellzahl von 4000 Zellen/Well in weiRen, fur Absorbtionsmessungen
geeigneten 96-Well Zellkulturplatten ausplattiert. Nach Adharenz der Zellen Uber Nacht
und einem Mediumwechsel (2 % Mangelmedium, hitzeinaktiviertes FCS) fanden die
Hypothermie-versuche statt. Die ATP-Messung erfolgte eine, sechs und 24 Stunden
nach Schadigung (Abbildung 2). Das Medium wurde zu diesen Zeiten abpipettiert und
durch 100 pl neues Medium plus 100 pl CellTiter-Glo® Reagenz pro Well ersetzt. Nach
Lysieren der Zellen und einer Inkubation bei Raumtemperatur fir 10 Minuten wurde die
Lumineszenzintensitat der Proben in einem Absorbtionsreader gemessen und anhand

der mitgefuihrten Standardreihe quantitativ ausgewertet.

3.8 Bestimmung freier Sauerstoffradikale mittels CM -H,DCFDA

Um die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu analysieren, wurde CM-
H.DCFDA als Detektionsreagenz verwendet. CM-H,DCFDA st ein nicht
fluoreszierendes Chloromethyl-Derivat des H,DCFDA, welches durch passive Diffusion
in lebenden Zellen angereichert wird. In der Zelle werden die Acetat-Gruppen durch
intrazellulare Esterasen abgespalten. Eine intrazellulare Oxidation des Farbstoffes fuhrt
dann zu einem fluoreszierendem CMDCF, das aufgrund seiner Polaritat in der Zelle
verbleibt. Die Oxidation des nicht-fluoreszierenden 2',7'-Dichlorodihydrofluorescein-
Diacetat (H,DCFDA) zu dem stark fluoreszierenden 2',7'-Dichlorofluorescein (DCF)
geschieht durch in der Zelle entstandene ROS, wobei die Fluoreszenzintensitat mit der
Menge der ROS-Bildung korreliert [98, 99].

Fur die ROS-Messung wurden die Zellen in Mangelmedium in schwarzen 96-Well-
Platten ausplattiert (1,5 x 10*Well) und 24 Stunden bei 37C inkubiert. Zum
Ausplattieren und auch wahrend der Dauer der Versuche wurde Phenolrot-freies
Medium mit 2 % FCS verwendet, um eine Interaktion des Farbstoffes mit dem Reagenz
zu verhindern. Um eine verminderte Aufnahme oder verringerte Spaltung der Ester
durch die Hypothermiebehandlung auszuschlieRen, wurden die Zellen nach einem
Mediumwechsel 30 Minuten mit 10 uM CM-H,DCFDA angesetzt und in sterilem PBS
inkubiert. Anschlieend wurden die H9c2-Zellen entsprechend des Zeit-Temperatur-
Protokolls (Abbildung 2) behandelt. Zu den gewéhlten Zeitpunkten (nach 20 Minuten
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Schadigung bei 37C bzw. 20T, sowie eine Stunde na ch Schéadigung) wurden die
Zellen einmalig mit PBS gewaschen und 30 Minuten in Phenolrot-freiem Medium
inkubiert. Im Anschluss wurde das Medium abpipettiert, die Platten noch einmal mit
sterilem PBS gewaschen und die Zellen wurden fir eine Minute mit steril filtriertem
Trypanblau (0,025 %) gefarbt, um die intrazellulare Autofluoreszenz zu vermindern
[100]. AbschlieBend wurde der Uberstand entfernt und die Extinktion der Zellen bei

Aex = 485 nm und Aemy = 520 Nnm in einem Fluoreszenzplattenreader gemessen.

3.9 Phasenkontrastmikroskopie

Zur morphologischen Analyse und Dokumentation der Veranderungen der H9c2-
Kardiomyozyten nach H,O,-Schadigung und/oder Kardioplegieldsung unter Kihlung
und Wiedererwarmung wurden die Zellen konfluent in Petrischalen ausgesét (1,5 x 10°
Zellen/60 cm?) und 24 Stunden nach Stimulation mit einem Phasenkontrastmikroskop
bei 40-facher Vergrél3erung dargestellt und aufgenommen. Es wurden pro Versuch und
Petrischale drei verschiedene Ausschnitte ausgewahlt und fotografiert.

3.10 Immunhistochemische Farbungen mit anti-H2AX/DA  Pl, M30 CytoDEATH,
F-Actin/Phalloidin

Zur Darstellung friher und andauernder apoptotischer Vorgdnge wurden H9c2-Zellen
mit Hilfe des M30 CytoDEATH-Kits eine bzw. sechs Stunden nach Stimulation gefarbt.
Der Antikorper M30 CytoDEATH erkennt eine durch Caspasen induzierte Spaltung von
Cytokeratin 18 [101]. Eine positive Farbung mit M30 CytoDEATH findet nur im
Zytoplasma von apoptotischen Zellen statt. Zur besseren Beurteilung der
Zellmorphologie wurden die Zellen zusatzlich mit Phalloidin gefarbt. Die Markierung der
Zellkerne erfolgte mit DAPI. Anschliel3end wurden die Praparate mit Immunfluoreszenz-
Mikroskopie ausgewertet.

4 x10* H9c2-Kardiomyozyten wurden auf mit 0,2% Gelatine beschichtete
Deckglaschen in Mangelmedium in einer 24-Well Platte ausgesat und 24 Stunden bei
37T inkubiert. Nach einem Mediumwechsel wurde das Versuchsprotokoll (Abbildung 2)
durchgeflihrt und eine, sechs und 24 Stunden nach Stimulation wurden die Zellen nach
einmaligem Waschen mit sterilem PBS mit 4 % Paraformaldehyd (pH 7,4; 15 Minuten)
fixiert. Vor Beginn der Farbung wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und zum
Permeabilisieren mit 0,1 % Triton X-100 in PBS fur funf Minuten inkubiert. Nach
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erneutem Waschen (PBS, 3x) erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
mit 1 % BSA in PBS fur 30 Minuten. Danach wurden die Zellen 45 Minuten im Dunkeln
mit M30 CytoDEATH Fluorescein 1:200 in PBS + 1 % BSA inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS erfolgte die Farbung mit Alexa Fluor 568 (Phalloidin), 1:40 in PBS +
1 % BSA, fur 30 Minuten ebenfalls im Dunkeln. Anschlie3end wurden die Deckglaschen
dreimal mit PBS gewaschen und die Kerne der H9c2-Zellen mit DAPI (1 mg/ml, 1:1000
in PBS) gefarbt. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Zellen auf Objekttragern
mit Immunomount eingedeckt, und nach ausreichender Trocknung mikroskopiert und

fotodokumentiert.

3.11 Untersuchung der intrazellularen Signalwege mi  ttels Western Blot Technik
3.11.1 Gewinnung der Proteine

Zur Proteingewinnung wurden die H9c2-Zellen (1,5 x 10° Zellen/60 cm?) auf
Petrischalen ausgesat. Die 24-stiindige Inkubation mit Mangelmedium erfolgte nach
Erreichen der Konfluenz. Nach einem Mediumwechsel wurde das Experiment
begonnen. Direkt nach Schadigung, 10, 20, 30, 45 Minuten, und eine, zwei, sechs, acht
und 24 Stunden nach der Stimulation wurden die Stoffwechselprozesse und
intrazellulare Signalkaskaden durch eiskaltes PBS abgestoppt. Um auch bereits
apoptotische Zellen im Proteinpellet zu erhalten, wurden die Zellen im Medium
abgeschabt, die Zellsuspension in ein Zellkulturrohrchen Gberfihrt und fanf Minuten bei
1200 U/min zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 1 ml kaltem PBS resuspendiert,
in ein Eppendorf-Reaktionsgefald uberfihrt und bei 2000 U/min funf Minuten
zentrifugiert. Nach erneutem Waschen mit kaltem PBS und funf Minuten Zentrifugation
wurde das Pellet in 60 ul Proteinlysis-Puffer, bestehend aus 20 mM Tris (pH 7,5), 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 % Triton X-100, 1 mM PMSF und einem

Protease Inhibitor Cocktail, resuspendiert und bei -80C gelagert.

3.11.2 Aufreinigung der Proteine

Die gewonnenen Proben wurden bei 4T aufgetaut und anschlieBend mit einer
ausgezogenen Pipettenspitze funf Mal luftblasenfrei resuspendiert. Nachfolgend wurden
die Proben bei 12000 U/min fir 10 Minuten in einer Kuhlzentrifuge zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal? tberfihrt und bis zur
weiteren Verwendung bei -80C gelagert.
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3.11.3 Bestimmung der Proteinkonzentrationen mitde  r BCA-Methode

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein BCA-Protein Assay gemald der
Gebrauchsanweisung verwendet, wobei die 1:10 mit Aqua bidest verdinnten Proben
auf eine 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert und fir 30 Minuten bei 37C mit der BCA-
Losung (50:1) inkubiert wurden. AnschlieRend konnten die Proteinkonzentrationen im
ELISA-Plattenreader bei 550 nm gemessen und anhand einer mitgefiihrten

Standardreihe berechnet werden.

3.11.4 Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die gemessenen Proteinproben wurden mit reduzierendem Proben-Puffer (5-fach
konzentriert) 1:4 verdtinnt und fur finf Minuten bei 95C gekocht. Das im Probenpuffer
enthaltene SDS bewirkt die Denaturierung der Proteine, und das enthaltene
Dithiothreitol (DTT) reduziert die vorhandenen Disulfid-Bricken. Beim Anlegen einer
elektrischen Spannung werden so die zu untersuchenden Proteine entsprechend ihrer
GroRRe aufgetrennt. Nach dem Kochen wurden die Proben zur Kondensation kurzzeitig
in Eis gelagert und anschlieBend zentrifugiert (30 Sekunden, 2000 U/min). In
Abhangigkeit der Molekulargewichte der nachzuweisenden Proteine wurden Trenngele
mit 12-20 % Acrylamid zur Gelelektrophorese (Bio-Rad System; 1,5 mm Spacer-
Platten) verwendet. FlUr grol3e Proteine wurden 12 %ige Gele verwendet, fur kleinere
Proteine wurden Gele mit 15-20 % Acrylamid genutzt. Durch die Zugabe von APS und
TEMED, die die gebildeten Radikale stabilisieren und so eine gleichmaRige
Polymerisation bewirken, kommt es zur Radikalketten-Polymerisation von Acrylamid
und dem vernetzenden Bisacrylamid, wodurch eine porose Gelmatrix erzeugt wird. Das
auspolymerisierte Trenngel wurde mit einem Sammelgel mit 4 % Acrylamid
Uberschichtet, das in Anwesenheit eines zehnzinkigen Kammes verfestigte.
Anschlielend wurden die Proben und die vorgefarbten Markerproteine aufgetragen.
Zum Auftrennen der Proteine wurden eine Spannung von 80 V und eine Stromstarke

von 400 mA Uber 1,5-3 Stunden verwendet.

3.11.5 Transfer der Proteine mit der Tankblotting-M  ethode

Fur den anschlieRenden Transfer auf eine Nitrocellulosemembran wurde die
Tankblotting-Methode gemé&lR Herstellerangaben (Bio-Rad) verwendet. Bei einer
Spannung von 100 V und einer Stromstarke von 400 mA wurden die Proteine auf die

Nitrozellulosemembran transferiert. Der Blottingpuffer wurde wahrend dieser Zeit mit
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einem Eisakku und einem Magnetrihrer gekihlt, um eine Hitzeschadigung der Proteine
zu verhindern. Nach 60 Minuten wurde der Blottingvorgang beendet und die Membran
als Transferkontrolle mit dem Farbstoff Ponceau S (0,1 % + 5 % Essigséure) gefarbt.

Bis zur Verwendung wurden die Blots trocken und dunkel gelagert.

Tabelle 4: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Elektrophorese-Puffer: Blotting-Puffer:

TRIS-Base, 25 mM Glycin, 192 mM

Glycin, 250 mM Tris-Base, 25 mM

SDS 0,1 % Methanol 20 %
Sammelgelpuffer: Trenngelpuffer:

0,5 M TRIS-HCI (pH 6,8) 1,5 M TRIS-HCI (pH 8,8)

30,28 g TRIS ad 350 ml Aqua bidest 90,84 g TRIS ad 350 ml Aqua bidest
pH einstellen mit 1 N HCI pH einstellen mit 1 N HCI

ad 500 ml ad 500 ml

Sammelgel: Trenngel:

Sammelgelpuffer, 0,5 M (pH 6,8) Trenngelpuffer, 1,5 M (pH 8,8)
SDS-Losung 10 % SDS-Losung 10 %

APS-LOsung 10 % APS-LOsung 10 %

Acrylamid 5 % Acrylamid 12-20 %

TEMED (nach Gel-Prozentigkeit) TEMED (nach Gel-Prozentigkeit)
H,O (nach Gel-Prozentigkeit) H,O (nach Gel-Prozentigkeit)

3.11.6 Detektion der Proteine

Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen wurden die Nitrozellulosemembranen mit
den transferierten Proteinen eine Stunde mit 5 % Magermilchpulver in PBS und 0,05 %
Tween fir eine Stunde blockiert. Der Primarantikérper wurde anschlielend gemaf
Herstellerangaben in PBS-Tween angesetzt und bei 4°C Uber Nacht unter leichtem
Schitteln inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Membranen dreimal fur 10 Minuten
mit PBS-Tween gewaschen, dann wurde fir 1,5 Stunden ein enzymgekoppelter
Sekundarantikdrper (Donkey anti Rabbit, Donkey anti Mouse; 1:10000 in PBS-Tween)
auf die Membranen gegeben. Zur Entwicklung mit Rontgenfilmen wurde als Substrat fur
das Enzym des Sekundarantikérpers die Reagenzien 1 und 2 des Enhanced
Chemiluminescence (ECL)-Kits 1:2 angesetzt (ca. 2 ml pro Blot) und fir eine Minute bei
Raumtemperatur auf den Membranen belassen. AnschlieRend wurden die Membranen

zwischen zwei Folien als Schutz vor Austrocknung in Filmkassetten tberfthrt. In einer
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Dunkelkammer wurden Roéntgenfilme aufgelegt (je nach Starke der Chemilumineszenz
30 Sekunden bis 40 Minuten), wobei das vom Enzym umgewandelte Substrat mit seiner
Lumineszenz den Film belichtete. Anschlie@end wurden die Filme durch eine
Entwicklungsmaschine entwickelt. Nach Detektion der gewiinschten Proteine wurde 3-

Actin 1:15000 als Ladekontrolle nachgewiesen.

3.11.7 Densitometrische Analyse

Zur photodensitometrischen Analyse und statistischen Auswertung wurden die
Rontgenfilme mit 600 dpi eingescannt. Die Analyse der detektierten Banden erfolgte mit
dem Java-basierten Programm ImageJ (National Institute of Health, freie Software). Die
Zu- oder Abnahme der Bandendicke wurde in Relation zum Startwert (Start = 1)
untersucht. Die gleichmaRige Auftragung wurde mittels R-Actin-Ladekontrolle Gberprift.
In den Grafiken wurde die relative Erhéhung (ein Vielfaches vom Startwert) der
Bandendicke dargestellt, miteinander verglichen und statistisch auf Signifikanzen
geprift.

3.12 Statistische Analyse

Alle Auswertungs- und Statistikprogramme wurden mit dem Betriebssystem Microsoft
Windows XP ausgefiuihrt. Als Basis zur statistischen Analyse wurden alle Versuche
mindestens dreimal durchgefiihrt und es wurden unterschiedliche Stocks und/oder
Passagen verwendet. Die Daten wurden als Mittelwert £+ Standardfehler angegeben.
Zur statistischen Auswertung und zur Diagrammgestaltung wurde das Programm
,GraphPad Prism, Version 4.0“ benutzt. Die Uberpriifung der statistischen Signifikanz
erfolgte fUr nicht gepaarte Stichproben mit dem einseitigen Student-t-Test. Zum
Vergleich von mehr als zwei Gruppen zu einem Zeitwert wurde der One-Way ANOVA
und zum Vergleich mehrerer Gruppen Uber die Zeit wurde der Two-Way ANOVA jeweils
mit post-hoc Testung verwendet. p-Werte kleiner 0,05 *, kleiner 0,01 ** und kleiner
0,001 *** wurden als statistisch signifikant gewertet. Die Erstellung der Abbildungen

erfolgte mit Adobe lllustrator CS3.
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4  Ergebnisse
4.1 Zellvitalitat
4.1.1 Einfluss unterschiedlicher H ,0>-Konzentrationen auf die Zellvitalitat

In Vorversuchen wurde die Abhangigkeit der Zellschadigung bzw. Vitalitdt von der
eingesetzten H,0,-Konzentration ermittelt. Dafur wurden die Kardiomyozyten 20
Minuten bei 37T mit unterschiedlichen H ,0,-Konzentrationen von 0,5 bis 10 mM
inkubiert, danach erfolgte ein Mediumwechsel. 24 Stunden nach der Inkubation wurde
der Uberstand auf seine LDH-Konzentration untersucht und die Vitalitat der Zellen
mittels MTT Assay gemessen. H,Oz-induzierte konzentrationsabhéangig eine Abnahme
der Zellvitalitat und parallel eine Zunahme der LDH-Ausschittung. Ab einer H,0,-
Konzentration von 3 mM waren uUber die Halfte der Zellen tot. Diese Konzentration
resultierte in einer Zellvitalitdt von 44,5 % (Abbildung 3 A) und einer LDH-Ausschttung
von 55,4 % (Abbildung 3 B). Bei einer Konzentration von 10 mM waren weniger als 5 %
der Zellen vital. Fur alle folgenden Versuche wurde eine H,O,-Konzentration von 2 mM
(in der Abbildung 3 jeweils schwarz hervorgehoben) fur 20 Minuten gewahlt, da bei
dieser Konzentration nach 24 Stunden Uber 50 % Zellvitalitat (Abbildung 3 A) und
weniger als 50 % LDH-Ausschittung (Abbildung 3 B) vorhanden waren.
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Abbildung 3 : Konzentrationsabhéngige Zytotoxizitdt von H,O,: Zellvitalitatstest (A) und LDH-
Ausschittung (B) von H9c2-Zellen nach Gabe unterschiedlicher Konzentrationen von H,0, (0,5
mM bis 10 mM); * p<0,05.
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4.1.2 Einfluss der Kardioplegieldsung auf die Zellv italitat

In Vorversuchen wurde der Einfluss unverdiinnter Kardioplegieldsung auf die
Zellvitalitat getestet. Zusatzlich wurde untersucht, ob das Mischungsverhaltnis von
Kardioplegielésung zu 2 % Mangelmedium einen Einfluss auf die Zellvitalitat hat. Die
Kardiomyozyten wurden dafur 20 Minuten bei 37C mit Kardioplegielésung mit und
ohne Mediumzusatz (Abbildung 4) inkubiert. Anschlie3end erfolgte ein Mediumwechsel.

g)
< 7 .
g 120 1. Kontrolle Mangelmedium
co
o} 2. Kardioplegielésung pur
Sghoq o e |
< 3. Kardioplegieldsung / Mangelmedium 1:2
- & 100 4
Cf 4. Kardioplegieldsung / Mangelmedium 1:4
TE o0 — = — )
T 5 - 5. Kardioplegiel6sung / Mangelmedium 3:1
S s d
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Abbildung 4 : Zellvitalitdt von H9c2-Zellen 24 h nach Administration von Kardioplegielésung in
unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen. Gewahltes Mischungsverhéltnis schwarz hervor-
gehoben. *** p<0,001.

24 Stunden nach der Inkubation wurde die Vitalitat der Zellen mittels MTT Assay
gemessen. Unabhangig davon, ob die Kardioplegielésung unverdinnt auf die Zellen
gegeben oder mit Mangelmedium verdinnt wurde, fihrte die Inkubation der H9c2-
Zellen mit den verschiedenen Mischungsansatzen durchschnittlich zu einer
signifikanten Reduktion der Zellvitalitat auf 90 % (Abbildung 4). Um im Zellkulturmodell
eine annahernd physiologische Situation mit keiner absoluten Mangelversorgung
abzubilden, wurde fir alle folgenden Versuche ein Mischungsverhaltnis von drei Teilen

Kardioplegieldsung zu einem Teil Mangelmedium gewabhlt.
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4.1.3 Einfluss der Hypothermie auf die Zellvitalitd  t

Weiterhin wurde der Einfluss der Hypothermie auf die Zellvitalitait ohne und mit H,O,-
Schadigung und/oder Kardioplegieldsung mittels Trypanblau-Farbung untersucht
(Abbildung 5). Hypothermie hatte keinen Einfluss auf die Zellvitalitdt unstimulierter
H9c2-Zellen. Es zeigte sich, dass Hypothermie bei gleichzeitiger Schadigung mit 2 mM
H,O, die Zellvitalitat signifikant auf 88,7 % erhdhte im Vergleich zu 54,2 % in der 37T
Kontrollgruppe. Auf die Kombination aus Kardioplegielésung und 2 mM H,O, reagierten
die normothermen Zellen mit einem ausgepragten, signifikanten Vitalitatsverlust auf

17,3 %. Die gekihlten und wiedererwarmten Zellen waren signifikant vitaler (67,9 %).
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Abbildung 5 : Einfluss der Hypothermie auf die Zellvitalitdt 24 h nach Kithlung und Stimulation.
dyn = gekihlte und wiedererwarmte Zellen, +H,0, = 2 mM H,0,, +cpg = Kardioplegieldsung;
*** n<0,001.
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4.2 ROS-Konzentration nach H ,0,-Stimulation und der Einfluss der Hypothermie

Die Bildung von lbermalig vielen reaktiven Sauerstoffspezies fuhrt in der Zelle zu
oxidativem Stress. Diese Stoffwechsellage kann einerseits zur Schadigung des
Myokards fuihren, z.B. im Rahmen eines Ischamie-Reperfusionsschadens [102],
andererseits kdnnen ROS auch in niedriger Konzentration eine zellprotektive Wirkung
entfalten [103].
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Abbildung 6 : Intrazellulare ROS-Konzentration 20 min, 1 h, 6 h und 24 h nach H,O,-
Schadigung (A) und 20 min und 1 h nach Kiihlung in Bezug auf die unstimulierten Kontrollzellen
(B). 1 = unstimulierte Kontrollzellen bei 37<C. dyn = gekihlte und wiedererwarmte Zellen, 37C =
normotherme Zellgruppe. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Hypothermie fiihrte zu einer signifikant héheren Konzentration von ROS direkt nach der
Schadigung mit H,O, (Abbildung 6 A). Nach einer Stunde war zwischen beiden
Temperaturgruppen kein Unterschied mehr festzustellen. Hypothermie ohne H;0,-
Schadigung fuhrte ebenfalls zu einer signifikant starkeren intrazellularen ROS-
Konzentration direkt nach Kuhlung (20 min 20C) bis eine Stunde nach Beginn der
Wiedererwarmung im Vergleich zu den Zellen, die unstimuliert bei 37C belassen
wurden (Abbildung 6 B).
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4.3 Morphologische Veranderungen 24 Stunden nach H  ,0,-Stimulation

Um morphologische Veranderungen der H9c2-Zellen zu untersuchen, wurden die
Zellen nach 24 Stunden mittels Phasenkontrastmikroskop nativ fotodokumentiert und
ausgewertet (Abbildung 7). Unstimulierte, bei Normothermie belassene H9c2-
Kardiomyozyten waren spindelformig. Hypothermie provozierte keine wesentliche
Veranderung dieser Zellmorphologie. H,O»-Schadigung bei Normothermie fuhrte zu
einer flachen Zellmorphologie mit Zeichen der Membranzerstérung (Auflockerung der
Zellmembran, Apoptosekorperchen) und zu einer deutlichen Zellzahlminderung
(vergleiche Abbildung 4). Diese Effekte konnten durch Hypothermie verhindert werden.
Kardioplegieldsung fiihrte sowohl unter Normo- als auch unter Hypothermie zu einer
etwas rundlicheren Zellform, wobei die physiologische Zellform erhalten blieb.
Kardioplegielosung und H,O, fuhrten unter Normothermie zu einer massiven
Zellzahlreduktion und die Zellen zeigten sich grof3flachig und platt. Die Kombination aus
Hypothermie, Kardioplegieldsung und H,O, fuhrte zu deutlich mehr vitalen Zellen und
einer aktivierten, langgezogenen Zellmorphologie.

Kontrolle +H,0, +Kardioplegielésung +H,0,
+Kardioplegielésung

37°C

dynamisch

Abbildung 7 : Phasenkontrast-Mikroskopie der H9c2-Zellen 24 h nach Inkubation ohne/mit 2 mM H,0,
und ohne/mit Kardioplegieldsung bei 40-facher Vergréf3erung.
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4.4 Einfluss der Hypothermie auf die mitochondriale Funktion

Die Verringerung zellularer Energiereserven tragt maf3geblich zur Schadigung der Zelle
durch oxidativen Stress bei. Deshalb wurden die Effekte der Hypothermie und der
Kardioplegielésung auf die Energiebereitstellung der Zelle nach oxidativem Stress
untersucht. Als Parameter dienten sowohl die Aktivitdt der mitochondrialen Reduktase
als auch der intrazellulare ATP-Gehalt.

4.4.1 Einfluss der Hypothermie auf die Aktivitat de  r mitochondrialen Reduktase

nach oxidativem Stress

Eine Stunde nach Schadigung mit 2 mM H,O, war sowohl in der normothermen als
auch in der hypothermen Gruppe eine Verringerung der Aktivitat der mitochondrialen
Reduktase festzustellen. Die wahrend der Schadigung gekihlten Zellen zeigten eine
signifikant starkere Erhéhung sechs und 24 Stunden nach Schadigung (Abbildung 8).
Unter normothermen Bedingungen wurde nach H,O,-Stimulation nur eine transiente
Erhbhung der Reduktaseaktivitat beobachtet, wahrend nach 24 Stunden die Aktivitat

vergleichbar mit einer maximalen Schadigung nach einer Stunde war.
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Abbildung 8 : Mitochondriale Aktivitat 1 h, 6 h und 24 h nach Kihlung und H,0,-Schadigung.
1,0 = geschadigte normotherme Zellen 1 h nach Schadigung. dyn = gekihlte und
wiedererwarmte Zellen. *** p<0,001.
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4.4.2 Einfluss von Hypothermie und Kardioplegieldsu ng auf den ATP-Gehalt
nach oxidativem Stress
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Abbildung 9 : Einfluss von Hypothermie (A) und Kardioplegieldsung (+cpg) (B) auf den ATP-
Gehalt (nmol ATP / 4 x 103 Zellen) 1 h, 6 h und 24 h nach H,0,-Schadigung (+H,0,). 37T =
normotherme Zellen, dyn = gekuhlte und wiedererwarmte Zellen. * p< 0,05; *** p<0,001.

Eine Stunde nach Schadigung der Zellen mit 2 mM H,0O, sank der ATP-Gehalt sowohl
in den Zellen der normothermen Gruppe als auch bei den gekihlten Zellen stark ab.
Analog zu der gesteigerten Aktivitdt der mitochondrialen Reduktase (Abbildung 8) war
sechs bis 24 Stunden nach Schadigung in den gekuhlten und wiedererwarmten Zellen
signifikant mehr ATP vorhanden im Vergleich zu den Zellen, die bei 37C belassen
wurden. Hypothermie allein fihrte nach 24 Stunden zu einem signifikant hoheren ATP-
Gehalt in den Zellen (Abbildung 9 A). Die Kardioplegieldsung bewirkte eine Reduktion
des ATP-Gehalts, wobei die zusatzlich gekihlten Zellen bereits nach sechs Stunden
signifikant mehr ATP produzieren konnten. Dieser Effekt hielt ebenfalls bis 24 Stunden
nach Inkubation an. Die Kombination von 2 mM H,O, und Kardioplegiel6sung flhrte zu
einer signifikanten Reduktion des ATP-Gehaltes nach einer Stunde. Nach sechs und 24
Stunden waren in den gekihlten und wiedererwarmten Zellen erneut signifikant héhere

ATP-Konzentration als in den normothermen Zellen (Abbildung 9 B) zu finden.
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4.5 Einfluss der Hypothermie auf das Apoptose-Verha  Iten von H9c2-Zellen
4.5.1 Veranderung der Expression von Bcl-2 und Bax durch Hypothermie

Hypothermie fihrte in dem von uns verwendeten Zellkulturmodell zu einer erhéhten
Zellvitalitat und einer besser erhaltenen mitochondrialen Funktion nach H;0,-
Schadigung. In einem nachsten Schritt wurden mitochondriale Signalmolekiile genauer
untersucht. In der Signaltransduktion der Apoptose nehmen die Proteine der Bcl-2
Familie eine zentrale Rolle ein. Die Wirkung von Bcl-2 als Apoptose-Inhibitor ist vom
Verhaltnis zwischen den Bcl-2/Bcl-2-Homodimeren und den Bcl-2/Bax-Heterodimeren

abhangig [104].
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Abbildung 10 : Western Blot (A, B) und densitometrische Analysen (C, D) anti- (Bcl-2) und pro-
(Bax) apoptotischer Signalmolekile nach H,O,-Schadigung (A, C) und Kardioplegielésung (B, D).
dyn +H,0, = gekuhlte und wiedererwarmte Zellen, 37C +H ,0, = normotherme Zellgruppe, +cpg
= plus Kardioplegieldsung, * p<0,05, ** p<0,01.

Die Expression des anti-apoptotischen Molekils Bcl-2 war bis 24 Stunden nach H,0»-

Schadigung und Hypothermie erhdht, wahrend Bax erniedrigt war. In der hypothermen
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Gruppe war das Verhéaltnis von Bcl-2/Bax deutlich grof3er eins und somit im anti-
apoptotischen Bereich, wahrend bei normothermen, H,O,-geschadigten Zellen das
Verhéltnis kleiner eins war und somit charakteristisch fiir den pro-apoptotischen Bereich
(Abbildung 10 C). Kardioplegieldsung und Hypothermie fihrten zu einer leicht
gesteigerten Bcl-2 Expression im Vergleich zur alleinigen Hypothermie, wohingegen die
Expression von Bax reduziert war. Bei normothermen Zellen konnte nach der
Stimulation mit H,O, und Kardioplegieldsung ein signifikant pro-apoptotisches

Verhéltnis (< 1) nachgewiesen werden (Abbildung 10 D).

4.5.2 Einfluss der Hypothermie auf die Aktivierung der Caspase-9
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Abbildung 11 : Western Blot (A, B) und densitometrische Analysen (C, D) der Caspase-9 nach
H,0,-Schéadigung (A, C) und Kardioplegielésung (B, D). dyn = gekihlte und wiedererwarmte
Zellen, 37C = normotherme Zellgruppe, cpg = Kardio plegielésung, * p<0,05, ** p<0,01,
*** n<0,001.

Um den weiteren intrazellularen Signalweg der Apoptose zu untersuchen, wurde die

Aktivitat der Caspase-9 bestimmt.
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Normotherme mit H,O, geschadigte Zellen zeigten bereits nach zwei Stunden eine
signifikant starkere Spaltung der Caspase-9 im Vergleich zur Hypothermiegruppe
(Abbildung 11 A, C). Nach der zusatzlichen Gabe von Kardioplegieldsung konnte in den
normothermen Zellen nach sechs bis 24 Stunden eine etwas starkere Aktivierung der

Caspase-9 (Abbildung 11 B, D) festgestellt werden.

4.5.3 Einfluss der Hypothermie auf die Aktivierung der Caspase-3

Um die Endstrecke der Apoptose-Signalkaskade und den Einfluss der Caspase-3 zu
untersuchen, wurden die H9c2-Zellen direkt (20 min nach der H,O,-Stimulation) und
sechs Stunden nach H,0,-Schadigung mit dem M30 CytoDEATH-Kit gefarbt. Dieser
Antikdrper weist Neoepitope des Cytokeratins 18 nach Spaltung durch Caspase-3 nach.
Zur Darstellung des Zytoskeletts wurden die Zellen mit F-Actin geféarbt, die Kerne

wurden mit DAPI sichtbar gemacht.

Abbildung 12 : M30 CytoDEATH-Farbung von H9c2-Zellen 20 min und 6 h nach 2 mM H,O,-
Schadigung. Zellen, die bei 37C belassen wurden, direkt nach Schadigung (A); Zellen, die bei 37C
belassen wurden, 6 h nach Schadigung mit H,0, (B). Gekuhlte Zellen direkt nach Schéadigung (C);
gekuhlte Zellen 6 h nach Schadigung (D). dyn = gekihlte und wiedererwdrmte Zellen, 37C =
normotherme Zellgruppe. Grin = M30 CytoDEATH, Cytokeratin 18; rot = F-Actin, Zytoskelett; blau =
DAPI, Zellkerne.

Direkt nach der Schadigung waren bei den gekthlten Zellen wesentlich weniger M30-
positive Zellen nachzuweisen als in der normothermen geschadigten Gruppe. Nach
sechs Stunden waren in beiden Gruppen M30-positive Zellen zu finden, in der
Hypothermiegruppe waren jedoch signifikant weniger angefarbte Zellen sichtbar
(Abbildung 12).

Zur Quantifizierung der Aktivierung der Caspase-3 wurde die Western Blot Technik
verwendet. Die H9c2-Zellen, die wahrend der Stimulation mit 2 mM H,O, gekihlt
wurden, zeigten nach acht und 24 Stunden signifikant weniger Spaltprodukte als die

Zellen der normothermen Gruppe (Abbildung 13 A, C), wobei die Werte der
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hypothermen Zellen Uber den gesamten Beobachtungszeitraum niedriger waren als die
der bei 37T belassenen Zellen.

Die Gabe von Kardioplegieldsung (Abbildung 13 B, D) wahrend der H,O,-Schadigung
fuhrte nach sechs Stunden in der Hypothermiegruppe zu einer signifikant geringeren
Caspase-3-Spaltung im Vergleich zur Normothermiegruppe. Sowohl in der
normothermen als auch in der hypothermen Gruppe war nach Gabe von
Kardioplegieldsung eine geringere Enzymspaltung nachzuweisen, als nach der
alleinigen Stimulation mit H,O».
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Abbildung 13 : Western Blot (A, B) und densitometrische Analysen (C, D) der Caspase-3 nach
H,0,-Schadigung (A, C) und Kardioplegielésung (B, D). dyn = gekihlte und wiedererwarmte
Zellen, 37C = normotherme Zellgruppe, cpg = Kardio plegielésung. * p<0,05, ** p<0,01,
*** n<0,001.
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4.5.4 Einfluss von Hypothermie und Kardioplegieldsu ng auf die AlF-Freisetzung

Um festzustellen, ob auch der Caspase-unabhangige Apoptoseweg aktiviert wird und
ob Hypothermie und Kardioplegielésung einen Einfluss darauf haben, wurde die

Expression des Apoptose-induzierender Faktor (AlF) untersucht.
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Abbildung 14 : Western Blot (A, B) und densitometrische Analysen (C, D) der AlIF-Expression
nach H,0,-Schéadigung (A, C) und Kardioplegieldsung (B, D). dyn = gekuhlte und wiedererwarmte
Zellen, 37°C = normotherme Zellgruppe, cpg = Kardio plegielésung. * p<0,05, ** p<0,01.

Hypothermie reduzierte signifikant die Freisetzung von AIF in den ersten sechs Stunden
nach H,O,-Schadigung (Abbildung 14 A, C) im Vergleich zu Normothermie, wobei sich
nach acht Stunden die Expression in beiden Gruppen annéaherte und nach 24 Stunden
das Ausgangsniveau erreichte. Die Administration von Kardioplegieldsung unter
Hypothermie fiihrte eine, sechs und acht Stunden nach Schéadigung zu einer signifikant
niedrigeren Expression von AIF (Abbildung 14 B, D). Auch normotherme Zellen zeigten
nach Inkubation mit Kardioplegielosung wahrend H,0O,-Schadigung eine signifikant
niedrigere Expression von AIF im Vergleich zu den ausschlieRlich mit H,O,

geschadigten Zellen.
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4.6 Einfluss von Hypothermie auf DNA-Schaden nach o  xidativem Stress
4.6.1 Veranderung der H2AX-Phosphorylierung nach ox  idativem Stress

Da die Phosphorylierung des Histons H2AX ein Zeichen flr eine friihe und anhaltende
DNA-Schadigung ist, wurde diese als Marker fir die Effekte der Hypothermie und
Kardioplegiel6sung auf ROS-induzierte DNA-Doppelstrangbriiche untersucht.
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Abbildung 15 : Western Blot (A, B) und densitometrische Analysen (C, D) der H2AX-
Phosphorylierung direkt nach H,O,-Schadigung (A, C) und Kardioplegielésung (B, D). dyn =
gekunhlte und wiedererwarmte Zellen, 37<C = normothe rme Zellgruppe, cpg = Kardioplegieldsung.
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Es konnte gezeigt werden, dass normotherme Zellen, die oxidativem Stress ausgesetzt
wurden, direkt nach Ende der Schadigung eine beginnende H2AX-Phosphorylierung
zeigten. Der Unterschied war signifikant zur hypothermen Vergleichsgruppe (Abbildung
15 A, C). Bei gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit Kardioplegieldsung zeigte vor
allem die normotherme Gruppe eine deutliche Reduktion der frihen H2AX-

Phosphorylierung. Die gekihlten und wiedererwarmten Zellen, die oxidativem Stress
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und Kardioplegieldsung ausgesetzt waren, zeigten eine unverdndert geringe
Phosphorylierung des Histons H2AX (Abbildung 15 B, D).

Da die Gabe der Kardioplegieldsung die frihe H2AX-Phosphorylierung sowohl unter
Normothermie als auch unter Hypothermie verhinderte, wurde sich auf den
Zusammenhang zwischen der anhaltenden H2AX-Phosphorylierung und der
Hypothermie auf die H,O,-vermittelten (2 mM H,0,) Doppelstrangbriiche konzentriert.
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Abbildung 16: Western Blot (A) und densitometrische Analysen (B) der Phosphorylierung von
H2AX. dyn = gekihlte und wiedererwdrmte Zellen, 37°C = normotherme Zellgruppe. ** p<0,01,
*** n<0,001.

Normotherme Zellen zeigten bis 24 Stunden nach H,O,-Schadigung eine signifikant
starkere H2AX-Phosphorylierung als gekihlte, H,O,-geschadigte Zellen (Abbildung 16
A, B). Der maximale Anstieg der Phosphorylierung war unter beiden Bedingungen
sechs Stunden nach Schadigung zu finden, weswegen dieser Zeitpunkt fur den
immunhistochemischen Nachweis der H2AX-Phosphorylierung gewahlt wurde
(Abbildung 17).

Abbildung 17 : Immunhistochemische Farbung von yH2AX nach  H,0,-Schadigung
Normotherme unstimulierte Zellen ohne H2AX-Phosphorylierung (A). Normotherme H,0,-geschadigte
Zellen mit signifikant hdherer H2AX-Phosphorylierung (B). Gekihlte und wiedererwarmte unstimulierte
Zellen ohne H2AX-Phosphorylierung (C). Gekihlte und wiedererwarmte H,O,-geschadigte Zellen mit
geringerer H2AX-Phosphorylierung (D). Rot = yH2AX, DNA-Schéaden; blau = DAPI, Zellkern.
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4.6.2 Einfluss der Hypothermie auf die Phosphorylie  rung von p53 und PARP-1

Zur Bestimmung des Einflusses der Hypothermie auf H,O»-vermittelte DNA-Schaden
wurden die Phosphorylierung des Tumorsuppresors p53 und die Spaltung des

Reparaturenzyms PARP-1 untersucht.

A Kontrolle  37°C +H,0, dynamisch +H,0,
ppS3 e — — e R A—
p53 - @ -—aaTws | e Sl
Zeit (h) Start 1 2 6 8 24 1 2 6 8 24
B Kontrolle  37°C +H,0, dynamisch +H,0,
Cleaved PARP-1 == R il '
B-Actin o o ot , — ‘
Zeit (h) Start 1 2 6 8 24 1 2 6 8 24
C D
167 =8=37°C+H202 N 169 =8=37°C +H,0,
o o 15 ==dyn +H202 o % 1,5 =&—dyn+H,0,
— i - *%
:'g o 4 ** ?g - ' kk iy
£ 3131 *% £ 4 1317 -
Ll L8_ w *kk
o ~12" * o< 1,29 —-I
&2 = 5a
@811+ o111
% a — %0
1,0 ® 1,0
k9]
09 ] ] L] ] : : 1 00,9 L] L] L] L] : : L]
0 1 2 6 8 24 0 1 2 6 8 24
Zeit nach Schadigung (h) Zeit nach Schadigung (h)

Abbildung 18 : Western Blot (A, B) und densitometrische Analysen (C, D) der Phosphorylierung
von p53 (A, C) und der Spaltung von PARP-1 (B, D) nach H,0,-Schadigung. dyn = gekiihlte und
wiedererwarmte Zellen, 37C = normotherme Zellgrupp e. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.

Zellen, die bei Normothermie mit H,O, inkubiert wurden, zeigten eine erhohte
Phosphorylierung von p53 nach sechs und acht Stunden, mit einem Maximum nach
acht Stunden. Die Phosphorylierung von p53 war nach oxidativem Stress unter
Hypothermie auf einem niedrigeren nahezu konstanten Phosphorylierungsniveau
(Abbildung 18 A, C).

Bereits zwei Stunden nach H,0O,-Schéadigung war in der Gruppe der normothermen
Zellen eine signifikant héhere PARP-1 Aktivierung zu finden als bei den gekihlten
Zellen. In beiden Gruppen war eine vergleichbare PARP-1 Aktivitatssteigerung tber den
gesamten Beobachtungszeitraum zu verzeichnen, wahrend unter Hypothermie die
PARP-1 Spaltung signifikant reduziert war (Abbildung 18 B, D).
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4.7 Regulationsmechanismen der H9c2-Zellen nach oxi  dativem Stress

4.7.1 Einfluss der Hypothermie auf die ERK-Aktivier ~ ung nach oxidativem Stress

und Gabe von Kardioplegielésung
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Abbildung 19 : Western Blot (A), densitometrische Analysen (B) der ERK 1/2 Expression direkt
nach H,0O,-Schadigung und Zugabe der Kardioplegieldsung und Effekte des spezifischen ERK-
Inhibitors PD 98059 auf die Zellvitalitat (C). dyn = gekihite und wiedererwarmte Zellen, 37C =
normotherme Zellgruppe, cpg = Kardioplegielésung. ** p<0,01, *** p<0,001. Zu C: dargestellt ist
die Veranderung der Zellvitalitdt im Verhaltnis zu den normothermen H,O,-geschadigte Zellen
nach 24 h (= 1,0).

In unserem Zellkulturmodell konnten wir eine Reduktion der ERK-Aktivitat in der Phase
der Wiedererwarmung nachweisen (Abbildung 19 A, B). Im Vergleich zur normothermen
Gruppe zeigten die gekihlten und wiedererwarmten Zellen vor allem in der friihen
Phase der Wiedererwarmung eine signifikant geringere ERK-Aktivitdt. Nach 45 min
naherte sich das Aktivitatsniveau beider Temperaturgruppen an.

Die spezifische Blockade der ERK-Enzyme mit 10 pM PD 98059 fihrte

interessanterweise sowohl nach alleiniger Stimulation mit H,O, als auch in der
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Kombination mit Kardioplegielosung gerade in den gekuhlten und wiedererwarmten
Zellen zu einer signifikanten Reduktion der Zellvitalitat (Abbildung 19 C).

4.7.2 Einfluss von Hypothermie und Kardioplegielosu ng auf die Akt-
Phosphorylierung

Da Akt, oder Phosphokinase-B eine entscheidende Rolle in der Kontrolle des

Zelliberlebens und der Apoptose spielt, wurde die Aktivierung von Akt untersucht.
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Abbildung 20 : Western Blot (A) und densitometrische Analysen (B) der Phosphorylierung von
Akt nach H,0,-Schadigung und Administration der Kardioplegielésung. dyn/dynamisch = gekuhlte
und wiedererwarmte Zellen, 37C = normotherme Zellgruppe, cpg = Kardioplegielésung.
*** n<0,001.

Hypothermie in Kombination mit Kardioplegieldsung fuhrte sechs und acht Stunden
nach H,O,-Schadigung im Vergleich zu den Zellen der normothermen Gruppe zu einer
signifikant héheren Phosphorylierung und somit zur Aktivierung von Akt (Abbildung 20
A, B).
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4.7.3 Einfluss der Hypothermie auf die H ,0,-induzierte Aktivierung der
Hamoxygenase-1

Die Hamoxygenase-1 (HO-1, Hsp 32) wird bei oxidativem Stress aktiviert und gilt als
zellprotektiv [105]. Deshalb wurde untersucht, ob Hypothermie einen Einfluss auf die

Expression hatte.
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Abbildung 21 : Western Blot (A) und densitometrische Analysen (B) der Hsp 32-Expression nach
H,0,-Schadigung. dyn / dynamisch = gekihlte und wiedererwarmte Zellen, 37C = normotherme
Zellgruppe. ** p<0,01.

Sechs Stunden nach H,0O,-Schéadigung flhrte Hypothermie zu einer hoheren
Expression von Hsp 32 im Vergleich zur normothermen Gruppe. Acht und 24 Stunden
nach H,O,-Schadigung zeigten die gekuhlten und wiedererwarmten Zellen eine
signifikant héhere Expression von Hsp 32 als unter Normothermie (Abbildung 21 A, B).

44



DISKUSSION

5 Diskussion

Milde und tiefe Hypothermie werden zum Schutz der Organsysteme in vielen
verschiedenen Klinischen Indikationsbereichen genutzt [3-11, 106]. In der
Kinderherzchirurgie ist es das alteste Verfahren zur Organprotektion wahrend
Herzoperationen im Neonatal- und Sauglingsalter. Der Zellmetabolismus wird
verlangsamt und die verfigbare Operationszeit am stillstehenden Herzen wird
verlangert [30-32]. Hypothermie bzw. Kardioplegie sind die am haufigsten angewandten
Methoden, um die Toleranz des Herzens gegeniuber Ischdmie zu erhtéhen. Eine
Vielzahl von Methoden werden derzeitig eingesetzt und gleichzeitig optimiert beztiglich
Zufuhr, Druck, Zeit und Temperatur der Kardioplegielésung [35]. Die Temperatur der
Kardioplegielésung hat einen signifikanten Effekt auf die metabolische Aktivitdt des
Herzens und ist somit nicht zu vernachlassigen. Bislang gibt es jedoch sehr kontroverse
Diskussionen Uber die optimale Temperatur der Kardioplegieléosung [34, 107]. Trotz
intensiver Forschung und vieler Studienergebnisse, die additive Effekte wvon
Kardioplegie und Hypothermie nachweisen konnten, sind die zugrunde liegenden
zellularen Mechanismen immer noch weitestgehend unklar und Bestandteil aktueller
Forschung [108]. Zum Verstandnis der beteiligten intrazellularen Signalwege und deren
Auswirkungen wurde in unserer Arbeitsgruppe (im Forschungslabor der Abteilung fir
Padiatrie mit Schwerpunkt Kardiologie) ein spezielles Zellkulturmodell entwickelt [25,
109-111]. Dies diente dazu, die an Hypothermie und kardioplegischer Ischamie
beteiligten Stoffwechselwege zu untersuchen und zu charakterisieren. Angelehnt an
Bedingungen in der Kinderherzchirurgie wurden in der vorliegenden Arbeit H9c2-
Kardiomyozyten dynamischen Temperaturverdnderungen ausgesetzt. Anschlie3end
wurden morphologische, immunhistochemische und funktionelle Veranderungen nach
oxidativem Stress wahrend und nach Kihlung und/oder Kardioplegieadministration

untersucht.

5.1 Etablierung und Anwendung des Zellkulturmodells mit oxidativem Stress

Der durch H;O,-induzierte oxidative Stress ist ein gut dokumentiertes Modell um die
zellularen Auswirkungen von oxidativem Stress in vitro zu untersuchen [112]. In der
vorliegenden Arbeit wurde H;O, modellhaft als Induktor fir oxidativen Stress, der
wahrend Phasen der Ischamie und Reperfusion auf die Zelle einwirkt, genutzt. Die von

uns initiierte Hypothermie lag bei 20C und wurde fur 20 Minuten bei gleichzeitiger
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Simulation des oxidativen Stresses aufrecht erhalten. Ziel war es, im Zellkulturmodell
die intraoperative Absenkung der Kérpertemperatur wahrend des kardiopulmonalen
Bypasses vor der Phase der Reperfusion zu simulieren.

Unter den von uns gewahlten experimentellen Bedingungen (20 Minuten Hypothermie
bei 20C) wurde eine extrem kurze Exposition der Ze llen mit oxidativem Stress gewahlt.
Um einen aussagekréftigen Effekt zu erzielen, wurde deshalb eine H,O,-Konzentration
von 2 mM verwendet. Bei dieser Konzentration konnte nach 24 Stunden unter
normothermen Kontrollbedingungen eine Reduktion der Zellvitalitdit auf 50 % bei
gleichzeitigem Anstieg der LDH-Freisetzung nachgewiesen werden. Diese Anderungen
weisen darauf hin, dass der H,O.-induzierte oxidative Stress reproduzierbar eine
spezifische Zellschadigung bewirkte. Sowohl Zhao et al. als auch Pechtelidou et al.
konnten ebenfalls einen zeit- und dosisabhéngigen Anstieg des Zelltodes 24 Stunden

nach der H,O,-Schadigung nachweisen [113, 114].

5.2 Einfluss der Hypothermie auf die Zellvitalitat

In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass eine kurze Hypothermie-Phase bei
20T - in Analogie zu der in der klinischen Routine zur Anwendung kommenden
Temperatur wahrend komplexer padiatrischer herzchirugischer Eingriffe - in vitro zu
einer signifikanten Reduktion der Anzahl von apoptotischen Kardiomyozyten fihrt. Der
Zelltod war in den gekiuhlten und wiedererwarmten H9c2-Zellen (12 %) nach 24
Stunden im Vergleich zur 37C Vergleichsgruppe (45, 8 %) signifikant reduziert. Huang
et al. konnten ebenfalls eine durch Hypothermie herbeigefihrte Reduktion der Apoptose
nach oxidativem Stress aufzeigen. Im Unterschied zu unserer Studie wurde hier eine
moderate Hypothermie (31C) eingesetzt, die fur 24 Stunden aufrechterhalten wurde.
Wahrenddessen waren die H9c2-Zellen kontinuierlich einer H,O,-Konzentration von
100 uM ausgesetzt [115].

In Ubereinstimmung mit publizierten Daten [115] konnten wir zeigen, dass Hypothermie
im Vergleich zu normothermen Bedingungen die Vitalitdit von Kardiomyozyten nach
Exposition mit oxidativem Stress erhtht. Somit ist induzierte Hypothermie sowohl in
vitro als auch in vivo eine der wirkungsvollsten Strategien zur Zytoprotektion wahrend

Ischamie bzw. Reperfusionsperioden.
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5.3 Einfluss der Hypothermie auf den Apoptoseprozes s von H9c2-Zellen

Wir konnten zeigen, dass die unter hypothermen Bedingungen verringerte Zytotoxizitat
24 Stunden nach der Exposition mit H,O, erwartungsgemal mit einer reduzierten LDH-
Ausschittung und einer geringeren Caspase-3- und PARP-1-Spaltung einhergeht. Dies
spricht fur eine Reduktion der Aktivierung apoptotischer Stoffwechselwege. Diese
Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass Hypothermie einen direkten Effekt auf die
Initierung der Apoptose hat und dadurch Kardiomyozyten vor oxidativem Stress
schiitzt.

Unsere Ergebnisse und SchluRfolgerungen sind in guter Ubereinstimmung zu
publizierten Daten von Shao et al.,, die zeigen konnten, dass das Kihlen von
Kardiomyozyten auf 25 in der Ischamiephase die Ap optoserate verringert, indem die
Aktivitat der proapoptotischen Caspase-3 vermindert wurde und die Fragmentierung der
DNA geringer ausfiel [116]. Auch Shuja et al. konnten im Ratten-Tiermodell des
hamorrhagischen Schocks eine Hypothermie-assoziierte Reduktion der Caspase-3
nachweisen [117], was darauf hinweist, dass sowohl in vitro als auch in vivo prinzipiell
vergleichbare zellulare Mechanismen an der zytoprotektiven Wirkung der Hypothermie
beteiligt sind.

Im klinischen Kontext wahrend kardiochirurgischer Eingriffe konnen apoptotische
Prozesse auf unterschiedliche Weise und durch eine Anzahl verschiedener Faktoren
aktiviert werden. Neben mechanischen Faktoren wie einem zu hohen Perfusionsdruck
und mechanischem Stress kommen zellularen Mechanismen wie reaktiven
Sauerstoffspezies, zu hohen Calciumkonzentrationen, der Entstehung von Nitritoxid,
und der Freisetzung von Entzindungsmediatoren wie TNF-a und Angiotensin Il eine
bedeutende Rolle zu [118]. Apoptotische Prozesse tragen maf3geblich zur Pathogenese
verschiedener Arten der kardialen Dysfunktion nach Ischdmie und Reperfusion bei
[119].

Im Fokus des klinischen Interesses steht daher die Hemmung der Apoptose von
Kardiomyozyten. Es ist wichtig, zellulare Mechanismen bzw. Signalwege zu
identifizieren, die das Zelliberleben und/oder Apoptose vermitteln, um zukinftig

gezielte Inhibitoren und damit zellprotektive Prinzipien entwickeln zu kénnen.
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5.3.1 Regulationsmechanismen der H9c2-Zellen nach o  xidativem Stress

H,O, tragt erwiesenermalien massiv zum oxidativen Stress bei, wobei der Schaden,
der durch H,O, ausgeldst wird, sehr heterogen ist [37, 120]. Es konnte gezeigt werden,
dass oxidativer Stress direkt zu kardialen Pathologien zum Beispiel Herzversagen fuhrt
[121]. Oxidativer Stress entsteht, wenn das Gleichgewicht zwischen Produktion und
Abbau von ROS wie z.B. Superoxidanionen, Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikalen
gestort ist [121].

In unserer Studie war die sekundare Produktion von intrazellularen ROS direkt nach der
H,0,-Schéadigung sowohl in gekihlten und wiedererwarmten Zellen als auch in den
Zellen der normothermen Gruppe erhéht. Trotzdem konnten wir in den gekthlten Zellen
eine Reduktion der Apoptosevorgange nachweisen, die bis 24 Stunden nach der
Schadigung anhielt. Interessanterweise konnte ROS in den gekuhlten Zellen bereits
nach der Wiedererwarmung besser abgebaut werden als in den normothermen Zellen.
Dies konnte ein zellprotektiver Mechanismus sein, da nichtletale Konzentrationen von
ROS mitochondriale Biogenese-verwandte Gene regulieren, die fur Zelliberleben,
Schadensreparatur und die Synthese neuer Proteine kodieren [122]. Es konnte gezeigt
werden, dass Hypothermie die Expression von Stressproteinen (NF-kB, iINOS) nach
oxidativem Stress verringert und die Entzindungsreaktion nach Ischamie und

Reperfusion minimiert [123].

Wir konnten nachweisen, dass die Induktion von oxidativem Stress mittels 2 mM H,0O,
unter hypothermen Bedingungen zu einer hoheren zellularen Reduktaseaktivitat sechs
Stunden nach H,O,-Exposition fiihrte. Diese Ergebnisse weisen auf eine verbesserte
mitochondriale Funktion in gekuhlten und wiedererwarmten Zellen im Vergleich zu
normothermen Kardiomyozyten nach H,0,-Schadigung hin. Somit wird die oben
erwahnte Arbeitshypothese gestiitzt, dass die zytoprotektive Wirkung der Hypothermie
zu einem wesentlichen Teil Uber die Starkung der mitochondrialen Funktion, der

zellularen Energiebereitstellung und -bilanzierung vermittelt wird.

Zusatzlich konnten wir zeigen, dass Hypothermie zu einer Reaktivierung der ATP-
Produktion in der Zelle fiihrte. Bereits in der frihen Phase nach oxidativem Stress
konnten gekihlte und wiedererwdrmte H9c2-Zellen eine signifikant hohere
Wiederherstellung der ATP-Produktion zeigen. Wir fanden signifikant héhere ATP-
Konzentrationen in den gekuhlten und wiedererwarmten Zellen sechs Stunden und 24

Stunden nach der oxidativen Schadigung. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass der
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Schutz der Mitochondrienfunktion einhergeht mit einer erhdhten Produktion
energiereicher Phosphate. Dies konnte einer der wesentlichen und bedeutenden
Mechanismen sein, die der zytoprotektiven Wirkung der Hypothermie auf
Kardiomyozyten zugrunde liegen.

Ahnliches konnte durch Ning et al. belegt werden: nach Reperfusion waren die ATP-
Konzentrationen in Kaninchenherzen, die milder Hypothermie ausgesetzt waren, héher
als in den Herzen unter Kontrollbedingungen. Auf der Transkriptionsebene geht dieses
einher mit einer erhéhten Expression von nuklearen und mitochondrialen Genen, die fur
die Integritat der mitochondrialen Membran essentielle Proteine kodieren [124]. Dieses
Ergebnis steht in guter Ubereinstimmung mit Untersuchungen von Zachariassen et al.
in denen ein durch Hypothermie induzierter, fast vollstandiger Stillstand der Na'/K*-
ATPase mit nachfolgender ATP-Konservierung gefunden wurde [125]. Zusétzlich fihrte
die hypotherme Vorbehandlung von isolierten Rattenherzen zu einer Erh6hung der
ATP- und NAD® Konzentrationen und wahrend der Reperfusion zu einer starkeren
Hemmung der mitochondrialen ,Permeability Transition Pore“. Diese Mechanismen
fuhrten vermutlich zur beobachteten Kardioprotektion [126].

Uberdies kann eine Beschadigung des Herzgewebes und des Koronarendothels
wahrend der Entnahme und des Transports nach der Herztransplantation das Ergebnis
beeinflussen. Hypothermie in Kombination mit neuartig zusammengesetzten Losungen
(Somah-L6sung) konnte eine gesteigerte Zellvitalitdt des Myokards mit einer Erhaltung
der Mitochondrien und hohen Konzentrationen energiereicher Phosphate erzielen [127].
Bes et al. konnten an isolierten Kardiomyozyten zeigen, dass tiefe Hypothermie (4<C),
wie sie nach Organentnahme zur Konservierung genutzt wird, frih zu einem Stillstand
der elektromechanischen Aktivitat fuhrte. Nach der Wiedererwarmung kam es zu einer
vollstdndigen und stabilen Wiederherstellung der Erregungsfahigkeit und Kontraktilitat
[128].

Energiekonsumierende Prozesse in der Zelle, wie z.B. Reparaturvorgdnge sowie die
Aufrechterhaltung der Atmungskette, kdnnen erhalten werden und die Integritat und
Funktionalitat der einzelnen Zelle wird gewahrt. Ubertragen auf einen Zellverband mit
gerichteter Reizleitung lassen sich positive Effekte hinsichtlich Herzrhythmusstérungen

vermuten.

Auch zytoprotektive Signalwege konnen durch eine vermehrte ATP-Bereitstellung

aktiviert werden. So fuihrt die Aktivierung des Survival-Proteins Akt zu einer erhdhten
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Zellvitalitat und Uberlebensrate. In dem von uns verwendeten Modell kommt es u.a. zu
einer gesteigerten Phosphorylierung von Akt. Matsui et al. konnten zeigen, dass
Kardiomyozyten mit konstitutiv aktiven Akt-Gen in vitro deutlich niedrigere
Apoptoseparameter aufwiesen [129]. Darlber hinaus konnte durch Matsui et al.
nachgewiesen werden, dass eine uUbermaRige Akt-Aktiverung nach Ischamie und
Reperfusion in vivo zu einer Reduktion der Infarktgré3e und einer gesteigerten
Kontraktilitat fuhrte [130].

Diese Befunde bilden eine sehr wichtige Stltze unserer Arbeitshypothese: Tiefe
Hypothermie fuhrte zu einer Aktivierung und damit zu einer Erhdhung der zellularen
pAkt-Konzentration. Akt kann den Caspase-vermittelten Zelltod durch die
Phosphorylierung und somit Inaktivierung des proapoptotischen Proteins BAD und der
Caspase-9 hemmen und fuihrt somit funktionell zu einer erhéhten Zellvitalitat [77, 78].
Shuja et al. konnten in einem Modell des hdmorrhagischen Schocks an der Ratte
nachweisen, dass eine tiefe Hypothermie (15C) Kard iomyozyten tber die Aktivierung
des Akt-Survival-Stoffwechselweges schitzte und dies erwartungsgemafl auch zur
Verminderung von apoptotischen Prozessen fuhrte [117].

Brunt et al. konnten zeigen, dass nach H,O,-Stimulation die Aktivierung der
Hamoxygenase zum Teil vom Akt-Stoffwechselweg stimuliert wird und dass beide
Signalwege - einmal aktiviert - sich gegenseitig verstarken und somit synergistisch
positiv auf die Zellvitalitat wirken [84].

Wir konnten nachweisen, dass die von uns verwendete tiefe Hypothermie wahrend der
H,0O,-Schéadigung zu einem Anstieg der Hamoxygenase-1 fiihrte. Czibik et al. konnten
sowohl in einem Zellkulturmodell mit immortalisierten Mausherzzellen als auch im
Mausmodell zeigen, dass eine erhdohte Hamoxygenase-1-Aktivitdt H,O,-induzierten
Zelltod reduzieren kann [131]. Attuwaybi et al. konnten in einem Rattenmodell der
Darmischamie zeigen, dass Ischdmie und Reperfusion zu einer verstarkten
Hamoxygenase-1-Expression 12 Stunden und 24 Stunden nach Reperfusion fuhrte und
dass tiefe Hypothermie (15C) die Expression zusatzlich steigerte [123]. Das Akt-
Survivalprotein und die Hamoxygenase-1 wirken intrazellular dem oxidativen Stress
entgegen. In Kombination wirken sich beide Signalmolekule positiv auf die Stabilitat des
mitochondrialen Membranpotentials und damit auf den Erhalt der funktionellen Integritat
der Mitochondrien als essentielle Zellorganelle fur eine ausgeglichene

Energieversorgung [84] aus.

50



DISKUSSION

In Ubereinstimmung mit bereits publizierten Ergebnissen konnten wir zeigen, dass die
ATP-Bereitstellung ein sehr wichtiger Mechanismus fur die Aktivierung von essentiellen
Proteinen des Akt-Stoffwechselweges und dartber hinaus fur weitere regulatorische
Proteine wie zum Beispiel die Familie der MAP-Kinasen ist. Fur die Integritdt von
komplexen Herzkreislauffunktionen nach herzchirurgischen Operationen spielen die
MAP-Kinasen ebenfalls eine bedeutende Rolle. So konnte gezeigt werden, dass der
CPB zu einer erhtéhten Vasokonstriktion fuhrt, vermutlich durch eine sehr schnelle
Induktion und Aktivierung der ERK1/2. Dies bedingt eine gesteigerte Produktion von
Entzindungsmediatoren (Interleukin-6, Cyclooxygenase-2) und somit die Stimulation
von Entziindungsprozessen [132].

Aus unseren in vitro Daten und publizierten Ergebnissen aus in vivo Studien lasst sich
schlussfolgern, dass spezifische Fehlfunktionen nach dem kardiopulmonalen Bypass im
ERK-Stoffwechselweg ihr zellulares Korrelat finden. So ist bekannt, dass eine frihe
Erhbhung der ERK-Aktivitdt mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit des Auftretens
koronarer Spasmen einhergehen kann [133-135].

In unserem Zellkulturmodell konnten wir nach Hypothermie eine Reduktion der ERK-
Aktivitdt in der Phase der Wiedererwarmung nachweisen. Im Vergleich zur
normothermen Gruppe zeigten die gekihlten und wiedererwdrmten Zellen vor allem in
der fruihen Phase der Wiedererwarmung eine signifikant geringere ERK-Aktivitat. Die
spezifische Blockade der ERK-Enzyme mit dem Inhibitor PD 98059 fihrte
interessanterweise gerade in den gekihlten und wiedererwarmten Zellen zu einer
signifikanten Reduktion der Zellvitalitat. Somit kdnnte insbesondere die verzigerte
ERK-Aktivierung einen positiven Effekt auf die Zellvitalitat nach 24 Stunden haben, da
je nach Dauer und Ausmall der ERK-Aktivierung unterschiedliche Signalwege
(Inflammation vs. Zelliberleben) aktiviert werden. So konnte in einem in vitro Modell zur
postoperativen systemischen Entzindungsreaktion mit humanen umbilikal-vendsen
Endothelzellen gezeigt werden, dass tiefe Hypothermie (17<C) und die Stimulation der
Zellen mit TNF-a im Vergleich zu den normothermen, stimulierten Zellen zu einer
verstarkten Aktivierung der ERK-Enzyme in der Phase der Wiedererwdrmung fihrte
[109].

In Ubereinstimmung mit unserer Arbeitshypothese, dass der hauptséchliche
Schutzmechanismus der Hypothermie auf mitochondrialer Ebene vermittelt wird, fanden

wir eine Hochregulation des anti-apoptotischen mitochondrialen Proteins Bcl-2 als Folge
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der Hypothermie in Kombination mit oxidativem Stress. Bcl-2 ist wichtig fur den
Zellschutz und die Reduktion bzw. Verhinderung der Apoptose [136]. Sowohl eine
Hemmung des Bax-Proteins, die eine Permeabilisierung der Mitochondrienmembran
verhindert, als auch die Vermeidung eines Ubermafligen ATP-Verbrauchs werden durch
Bcl-2 vermittelt [137]. Imahashi et al. fanden heraus, dass eine Uberexpression von
Bcl-2 im Herzen eine Reduktion des ATP-Verbrauchs und weniger Azidose wahrend
Ischamie zur Folge hat [138]. Daruber hinaus konnte in einem Rattenmodell gezeigt
werden, dass unter tiefer Hypothermie (15C) Bcl-2 hochreguliert wurde, wodurch
nachfolgende pro-apoptotische Signalwege gehemmt wurden [117]. Des Weiteren
konnten Diestel et al. in einem Modell mit humanen umbilikal-venésen Endothelzellen
zeigen, dass kontinuierliche moderate Hypothermie (33€C) nach TNF- a-Stimulation
ebenfalls zu einem Anstieg der Bcl-2-Expression fuhrte. Auch TNF-a ist in der Lage,
intrazellulare pro-apoptotische Signalkaskaden zu aktivieren [139].

In einem Ischamie/Reperfusionsmodell mit humanen umbilikal-venésen Endothelzellen
konnte ebenfalls unter milder Hypothermie (33C) ei ne Erhéhung der Bcl-2-Expression
mit der hdchsten Expression nach sechs Stunden aufgezeigt werden. Dies ging einher
mit einer Reduktion der Caspase-3- und PARP-Aktivitat [136].

Aus diesen publizierten Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass die Hypothermie-
induzierte Hochregulation von Bcl-2 zur ATP-Konservierung und Neusynthese von
energiereichen Phosphaten beitragt und somit eine positive Wirkung auf den Ausgleich
zwischen anabolen und katabolen Stoffwechselprozessen besitzt. Die Hochregulation
des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 stellt also eine wichtige Regelgrofie fur die zyto-

bzw. kardioprotektive Wirkung der Hypothermie dar.

5.4 Einfluss von Hypothermie auf die DNA-Schadigung

p53 ist ein wichtiger Apoptose-Regulator und wird durch Phosphorylierung aktiviert
[140]. Es ist bekannt, dass sich zu Beginn der Apoptose eine kleine Menge von p53
zum Mitochondrium verlagert und dort mit Bax interagiert. Es kommt zur Bildung von
MOMP, womit konzentrationsabhéngig die Freisetzung von Cytochrom C,
Endonuklease G und AIF getriggert und Caspase-3 aktiviert wird [141]. Wir fanden
heraus, dass tiefe Hypothermie zu einer verringerten p53-Phosphorylierung fuhrte, was
die nuklearen p53-Konzentrationen verringern oder die Transkriptionsaktivitat von p53
hemmen konnte. Dies resuliert in einer geringeren Produktion und Aktivierung des

proapoptotischen Proteins Bax und einer verringerten Freisetzung weiterer Apoptose-
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induzierenden Faktoren. Dadurch stellt die unter Hypothermie beobachtete reduzierte
Phosphorylierung von p53 einen potenten Schutzmechanismus vor Apoptose dar.
Deshalb vermuten wir, dass eine gesteigerte Phosphorylierung von p53 eine wichtige
Rolle in der Forderung der H,O.-vermittelten Apoptose in normothermen

Kardiomyozyten spielt.

Die Phosphorylierung von H2AX am Serin 139 ist ein sensitiver Marker fur eine DNA-
Schadigung [142]. Die yH2AX-Phosphorylierung bei DNA-Schaden dient unter anderem
dem Reparaturenzym PARP-1 zur ldentifikation dieser Schéaden. Eine geringe DNA-
Schéadigung kann durch die Reparaturenzyme bewaltigt werden. Bei einer massiven
Schadigung der DNA durch oxidativen Stress kommt es jedoch zu einer Gbermaliigen,
unphysiologischen PARP-1-Aktivierung. Es kommt zum Energieverlust durch einen
PARP-assoziierten gesteigerten ATP-Verbrauch [143]. Wir konnten zeigen, dass
normotherme geschadigte Kardiomyozyten signifikant friher hohere Konzentrationen
von phosphoryliertem H2AX im Zellkern aufwiesen als die Kardiomyozyten, die
wahrend der H,0,-Schadigung gekuhlt wurden. Auch konnten wir in den gekihlten und
wiedererwarmten Zellen eine geringere Spaltung und somit vermutlich eine geringere
Aktivitat der PARP-1 nachweisen. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern,
dass Hypothermie bei 20T nicht nur die Mitochondri en schitzt, sondern ebenfalls zum

Schutz der DNA vor oxidativem Stress und Apoptose beitragt.

5.5 Einfluss der Kardioplegielésung auf die Zellvit  alitat

Seit mehr als 50 Jahren wird die Zusammensetzung und Temperatur der
Kardioplegieldsung kontinuierlich Gberarbeitet und weiterentwickelt. Trotz permanenter
Forschung und zunehmendem Wissen ist die optimale Zusammensetzung der
Kardioplegielésung nicht eindeutig geklart. Ziel der Applikation von Kardioplegieldsung
ist es, einen sofortigen Herzstillstand ohne Verlust der energiereichen Phosphate aus
der Zelle zu erreichen. Dadurch soll das Myokard intra- und nachfolgend auch
postoperativ geschuitzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Kardioplegielésung, die im
Deutschen Herzzentrum Berlin unter anderem verwendet wird, interessanterweise
sowohl positive als auch negative Einflisse auf die Zellvitalitit hat. Die im
Zellkulturmodell eingesetzte Verdinnung von drei Teilen Kardioplegieldsung und einem

Teil Mangelmedium verstarkte in beiden Temperaturgruppen die Bcl-2-Expression nach
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oxidativem Stress. Ebenso konnte in Kombination mit Hypothermie eine Reduktion der
Bax-Expression gesehen werden. Direkt nach Schadigung konnten Hypothermie und
Kardioplegie in Kombination eine Reduktion und einen verspateten Anstieg der ERK-
Aktivierung bewirken, was auch zur gesteigerten Akt-Aktivierung beigetragen haben

kdnnte.

Nach der Gabe von Kardioplegielosung war der ATP-Gehalt der Zellen beider
Temperaturgruppen signifikant vermindert. Das ATP-Angebot war nach 24 Stunden in
den gekihlten und wiedererwarmten Zellen signifikant héher als in den normothermen
Zellen. Somit konnte Hypothermie die Erholung der Zelle nach der intraoperativ
notwendigen Gabe von Kardioplegieldsung unterstttzen.

Interessanterweise zeigte sich jedoch nach der Gabe von Kardioplegieldsung eine
Erh6éhung der Caspase-9, was aber nicht in einer erhéhten Aktivitdt der Caspase-3
resultierte. Auch konnte ein positiver Effekt der Kardioplegielésung in beiden
Temperaturgruppen auf die frithe DNA-Schadigung nach oxidativem Stress
nachgewiesen werden. In unseren Experimenten konnte allerdings auch eine stark
reduzierte Zellvitalitat mit morphologisch veranderten Zellen in der normothermen
Gruppe nach Gabe der Kardioplegieldsung gezeigt werden. Die Untersuchung des
Caspase-unabhangigen Apoptoseweges Uber AIF erbrachte keine signifikant héhere
Expression derselben. Klare Schlussfolgerungen lassen sich mit den vorliegenden
Ergebnissen noch nicht ziehen. Somit sind weitere Untersuchungen zur Erklarung der

beobachteten Phdnomene notwendig.

Bis zum heutigen Zeitpunkt gibt es keine eindeutigen mechanistischen Erklarungen fur
die zytoprotektiven oder auch pro-apoptotischen Wirkungen der Kardioplegie. Am
Modell mit isolierten neonatalen Rattenherzen konnte gezeigt werden, dass warme
kristalloide Kardioplegielosung zur Offnung mitochondrialer Membranporen fiihrte.
Nachfolgend kam es zur Bax-Translokation ins Zytosol und somit wurde die Apoptose
eingeleitet [144]. Dem entgegen stehen Ergebnisse aus einem Kaninchenmodell mit
verschiedenen Kardioplegielésungen. Es wurde gezeigt, dass kalte kristalloide
Kardioplegielésung zu einer verstarkten Phosphorylierung von Bad und somit einer
verringerten Caspase-3-Aktivierung fiihrte [145]. In einer klinischen Studie an Biopsien
des rechten Vorhofs von Patienten, die mithilfe des kardiopulmonalen Bypasses unter
kalter Kardioplegielésung operiert wurden, konnten wiederum sowohl signifikant erhéhte

Expressionen von Bcl-2 und phosphorylierten Bad festgestellt werden. Im Gegensatz
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dazu stand eine hohe Aktivitdt der Caspase-3. Zusatzlich wurden noch erhohte
Aktivitaten von AIF mit einer Translokation in den Nukleus beobachtet. Aul3erdem
wurde eine signifikante Genhochregulation von c-Fos und c-Jun nachgewiesen, welche
beide frihe Mediatoren fur Zellstress und der Apoptoseinduktion sind [146]. Somit
induziert die kristalloide Kardioplegieldsung tber bisher noch nicht genau geklarte
Mechanismen sowohl pro- als auch anti-apoptotische Signalwege.

6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe eines in vitro Zellkulturmodells mit H9c2-
Zellen der Einfluss von tiefer Hypothermie und der Administration von
Kardioplegieldsung auf das durch HO.-induzierte Apoptoseverhalten der Zellen
untersucht. Es lasst sich sagen, dass die Veranderungen durch tiefe Hypothermie und
Kardioplegie sehr komplex und vielschichtig sind. In der vorliegenden Arbeit
konzentrierten wir uns hauptsachlich auf die mitochondrialen Stoffwechselwege. Die
Ergebnisse der Experimente lieferten wichtige Informationen tber die Signalmolekile,
die unter Hypothermie und oxidativem Stress fir Kardioprotektion sorgen. Dartber
hinaus konnten Signalwege, die durch Kardioplegie und Hypothermie aktiviert werden,
naher charakterisiert werden. Bei unserem Modell handelt es sich um ein
Zellkulturmodell an dem z.B. klinisch relevante Parameter wie Temperatur unter
chirurgischen Bedingungen an Kardiomyozyten in vitro nachgestellt wurden. Als
schadigende Noxe wurde von uns H,O, verwendet und die nachgeschalteten zellularen
Mechanismen kdnnten sich durchaus von Ischamie-Reperfusionsschaden in vivo
unterscheiden. Dariber hinaus sind die Konditionen rund um kardiochirurgische
Korrekturoperationen mit der Herz-Lungen-Maschine wesentlich komplexer und die
Ursachen flr postoperatives Herzversagen haben verschiedenste Hintergrinde.
Dennoch liefert das Zellkulturmodell wichtige Erkenntnisse Uber die zugrundeliegenden
Effekte tiefer Hypothermie und der Administration von Kardioplegiel6sung wahrend
oxidativem Stress. Die vorliegenden Ergebnisse dienen als Basis fur weitere
Untersuchungen und kdénnen dazu beitragen, die kardioprotektiven Strategien wahrend
oxidativem Stress besser zu verstehen und zu optimieren. Aus diesen Erkenntnissen
konnten neue Ansatze entwickelt werden, auch wenn die Konsequenzen fur die Klinik
sehr vorsichtig formuliert werden sollten. Die Komplexitdt des menschlichen

Organismus und die Wechselwirkungen der einzelnen Faktoren wie Alter und Schwere
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der Grunderkrankung des Patienten, die Dauer der Operation und weitere
Vorerkrankungen des Patienten beeinflussen stark den postoperativen Verlauf und die

zellularen Effekte sowohl lokal und als auch global im Korper.

7 Ausblick

Die Daten der vorliegenden Arbeit bieten eine gute Ausgangsposition flr weitere
Untersuchungen. Zunachst sollten die noch nicht verstandenen Signalwege
weitergehend erforscht werden. Dies kdnnte unter anderem mittels Kernisolierung und
Real-Time PCR erfolgen. Aufbauend auf weiteren Erkenntnissen konnte dazu
Ubergangen werden, die Ergebnisse, die die mitochondriale Aktivitat anbelangen, an
einer schlagenden Zelllinie, an isolierten neonatalen Kardiomyozyten oder an isolierten
Organen (Langendorff-Herz) zu verifizieren. In einem nachsten Schritt kénnte ein
Tiermodell zur Evaluierung der im Organismus stattfindenden Prozesse etabliert
werden. Aul3erdem konnten antioxidativ wirksame Substanzen wie Vitamin C auf ihre
additiven Effekte auf die Hypothermie-induzierten Schutzmechanismen untersucht
werden. Interessant ware es auch, den Effekt spezifischer Inhibitoren der
Apoptosekaskasen, z. B. PARP-Inhibitoren, zu untersuchen. Es konnte in einem Modell
mit isolierten Rattenherzzellen und Kardioplegielésung gezeigt werden, dass der PARP-
Inhibitor 3-Aminobenzamid den Reperfusionsschaden signifikant vermindern konnte
[147]. Weiterhin ware eine Testung von Medikamenten, die regelhaft intraoperativ
eingesetzt werden und zusatzlich antioxidative und zytoprotektive Eigenschaften

aufweisen (z.B. Propofol), auf ihre additiven oder supportiven Effekte interessant.
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8 Zusammenfassung

Hypothermie und Kardioplegie sind seit den 1950er Jahren bedeutende Methoden in
der Herzchirurgie. Die genauen zellularen Mechanismen der Kardioprotektion sind
jedoch nach wie vor weitgehend ungeklart und Bestandteil aktueller Forschung.

Das Ziel der hier vorgelegten Arbeit war es, die zugrunde liegenden Mechanismen der
Hypothermie-induzierten Kardioprotektion wéahrend Phasen des oxidativen Stresses in
einem Kardiomyozyten-Zellkulturmodell zu untersuchen. Zellen der Ratten-
Kardiomyozytenzelllinie H9c2 wurden in Analogie zu dem klinischen Prozedere gekinhlt
und wiedererwarmt: von 37T auf 20C, belassen der Zellen bei 20C fur 20 Minuten
(wadhrenddessen  Schadigung mit 2 mM H;O, und Administration der
Kardioplegielésung), anschlieRende Wiedererwarmung auf 37C. Daraufhin
analysierten wir die Ausschittung der Laktatdehydrogenase, die Konzentrationen
reaktiver Sauerstoffspezies, die intrazellulare ATP-Produktion und die Aktivitat der
mitochondrialen Reduktase, die Expression apoptoseassoziierter Signalmolekile (Bax,
Caspase-9, Caspase-3, AlF), DNA-Schadigungsmarker (H2AX, PARP-1, p53, M30
CytoDeath-Farbung) und die Expression zytoprotektiver Molekile (ERK, Bcl-2, Akt, Hsp
32).

Hypothermie verringerte die H,O,-induzierte Apoptose in Kardiomyoyzten, was sich in
einer geringeren LDH-Ausschittung, einer geringeren Caspase-9 und Caspase-3
Spaltung und einer verminderten Farbung der Cytokeratine zeigte. Zusatzlich konnte
Hypothermie eine Verringerung der AlIF- und p53-Expression bewirken. Nach der
Wiedererwarmung waren gekuhlte und wiedererwarmte Zellen besser in der Lage, ROS
zu eliminieren. Zusatzlich waren die Aktivitdt der mitochondrialen Dehydrogenase und
der ATP-Gehalt nach Kuhlung wéhrend des oxidativen Stresses signifikant hoher als in
den normothermen Zellen. Hypothermie erhéhte signifikant die Expression
zytoprotektiver Signalmolekile wie Bcl-2, Akt und Hsp-32. Ebenso konnte Hypothermie
die DNA-Schadigung, dargestellt in der Expression von H2AX, p53 und PARP-1,
signifikant verringern.

Die Effekte der Kardioplegielésung allein oder in Kombination mit Hypothermie nach
H.O»-induziertem oxidativen Stress erbrachten unterschiedliche Ergebnisse. Wir
konnten zeigen, dass Hypothermie und kalte Kardioplegielésung in Kombination im
Vergleich zur normothermen Gruppe positive Effekte auf das Zelliberleben zeigten. Die

Reduktion der frihen ERK-Aktivitat mit nachfolgender Phophorylierung des Akt-
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Survivalproteins sprechen wie die Hochregulation der Bcl-2-Expression und die
Reduktion der Bax-Expression, einhergehend mit einer verringerten Caspase-3-
Aktivitat, fur eine kardioprotektive Wirkung kalter Kardioplegieldsung. Auch konnte eine
geringere Phosphorylierung von H2AX nachgewiesen werden. Kalte kristalloide
Kardioplegielosung fuhrte in den Zellen, die bei 37C mit H,0, geschadigt wurden, zu
einem signifikanten Anstieg des Zelltodes, einem Verlust der Mitochondrienfunktion
(ATP-Produktion und Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenase), typischen
morphologischen  Apoptosemerkmalen und der Erhéhung proapoptotischer
Signalmolekuile (Bax, Caspase-9).

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass Hypothermie Kardiomyozyten wéahrend
H.O,-vermitteltem oxidativen Stress durch eine Hemmung mitochondrialer
Dysfunktionen und die Hemmung friher DNA-Schadigung vor Apoptose schitzt. Die
Kombination von Hypothermie und Kardioplegie wéhrend oxidativem Stress erbrachte
keine signifikante Verbesserung der Zellvitalitat und Aktivitdt. Die Gabe von kalter
Kardioplegielésung wahrend der Stimulation der Zellen mit H,O, bei 37<C fihrte zu

einem gesteigerten Verlust der Zellvitalitat.
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9 Abstract

Hypothermia and cardioplegia are both standard methods for organ protection during
heart surgery but the underlying basic mechanisms still remain mostly unclear and
represent objects of current research activities. The purpose of our study was to
investigate the mechanisms of hypothermia-induced cardioprotection during oxidative
stress in a cardiomyocyte cell culture model. For hypothermic treatment we cooled
H9c2 cardiomyocytes to 20C, maintained 20 min at 20C during which short-term
oxidative damage was inflicted with 2 mM H,0, followed by rewarming to 37<C. Later
on, we analyzed lactate dehydrogenase (LDH), caspase-9 and -3 cleavage, reactive
oxygen species (ROS), mitochondrial activity, intracellular ATP production,
cytoprotective signaling molecules (Bcl-2, Akt protein, Hsp-32) as well as DNA damage
(H2AX, p53 and PARP-1 activity). Hypothermia significantly decreased H,O, damage in
cardiomyocytes as demonstrated in a lower LDH release, less caspase-3 cleavage and
less M30 CytoDeath staining. After rewarming, H,O, damaged cells demonstrated a
significantly higher reduction rate of intracellular ROS compared to normothermic H,O,
damaged cardiomyocytes. This was in line with a significantly greater mitochondrial
dehydrogenase activity and higher intracellular ATP content in cooled and rewarmed
cells. Moreover, hypothermia preserved cell viability by up-regulation of the anti-
apoptotic protein Bcl-2 and a reduction of p53 phosphorylation. DNA damage, proven
by PARP-1 cleavage and H2AX phosphorylation, was significantly reduced by
hypothermia.

The effects of cardioplegic solution during simulation of ischemia were different
depending on the temperature. We could demonstrate that hypothermia and
cardioplegic solution showed positive effects on cell viability during oxidative stress in
comparison to normothermic cells although cell vitality was decreased compared to
cells treated with hypothermia during oxidative stress. Early reduction of ERK activity
with subsequent increased phosphorylation of Akt protein together with increased
expression of Bcl-2 and reduced Bax expression with reduced Caspase-3 activity
represent anti-apoptotic signaling pathways induced by hypothermia and cold
cardioplegic solution. These results are in line with a reduction in the phophorylation
rate of H2AX. In contrast, cold cardioplegic solution during oxidative stress led to
increased cell death in normothermic cells with loss of mitochondrial function and typical

morphological apoptotic features and an increase in proapoptotic signalling molecules.
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