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1. Einleitung

1.1 Epidemiologie des akuten Myokardinfarkts

Jéhrlich erleiden etwa 250 000 Patienten in der Bundesrepublik Deutschland einen
Myokardinfarkt '. Die Hilfte aller betroffenen Patienten verstirbt an diesem Ereignis 2.
Damit ist der akute Myokardinfarkt eine der hiufigsten Einzeltodesursachen in der
Bundesrepublik iiberhaupt™.

Auch weltweit ist die ischdmische Herzkrankheit, zu der der akute Myokardinfarkt
gehort, die fiihrende Todesursache * und ihr Anteil wird sich laut Hochrechnungen in
den nichsten Jahrzehnten weiter vergroBern °.

Zwar ist die Mortalitidt der Infarktpatienten seit 1960 kontinuierlich gesunken, jedoch
hat sich dieser Trend verlangsamt °, und bei der Zunahme der Lebenserwartung und der
Umkehr der Alterspyramide in vielen Industrienationen ist eine Zunahme von Inzidenz

und Priivalenz zu erwarten .

1.2  Definition, Atiologie und Pathogenese

Ein Myokardinfarkt ist eine ischdmische Myokardnekrose, der meist eine vorbestehende
koronare Herzkrankheit zugrunde liegt ®. Das Aufbrechen eines arteriosklerotischen
Atheroms fiihrt zur lokalen Thrombozytenadhision und -aggregation sowie zur
Freisetzung vasokonstriktiver und mitogener Substanzen wie Thromboxan A,,
Serotonin, Thrombin oder platelet-derived growth factor (PDGF). Bei gleichzeitigem
relativen Mangel an Prostacyclin (PGL), tissue plasminogen activator (t-PA), and
endothelium-derived relaxing factor (EDRF, NO) entsteht dadurch ein persistierender
GefaBverschluss als Ursache fiir die Ischdmie im von diesem Gefal3 versorgten Gewebe
I Nur in etwa einem Zehntel der Fille ist ein Myokardinfarkt nicht mit einer
arteriosklerotischen Plaque assoziiert und auf =zahlreiche andere Erkrankungen
zuriickzufiihren 2.

Man unterscheidet nach dem Auftreten von typischen Q-Wellen im EKG zwischen so

genannten Q-wave-Infarkten und non-Q-wave-Infarkten. Erstere sind dabei haufiger



transmurale, alle Wandschichten durchsetzende Infarkte ''. Hierbei treten die Q-Wellen
als Folge der Nekrose von elektromotorischem Gewebe auf '*. Non-Q-wave-Infarkte
sind eher nicht transmurale Infarkte “, in deren subendokardialen Bereich die
Koronarreserve am frithesten ausgeschopft ist. Dieser Bereich ist daher bei Ischdmie
besonders nekrosegefdhrdet und bildet auch bei transmuralen Infarkten den
Ausgangspunkt einer von subendokardial nach epikardial fortschreitenden Nekrose '*'°.
Ferner unterscheidet man zwischen Infarkten, die mit einer deutlichen ST-Hebung im
EKG einhergehen (ST-elevation-Infarkte, STEMI) und solchen, bei der dieses
Charakteristikum fehlt (NSTEMI). Letztere werden von einer instabilen Angina pectoris
durch das Auftreten von biochemischen Infarktmarkern im Blut unterschieden. In
diesem Zusammenhang wurde der Begriff des akuten Koronarsyndroms geprigt '°,
dessen Konzept einen Rahmen fiir die Unterscheidung zwischen instabiler Angina
pectoris und akutem Myokardinfarkt und die entsprechende Therapie bictet '"'®.

Die Ischdmietoleranz ist variabel, beginnend nach flinfzehn Minuten und fortschreitend
tiber drei bis sechs Stunden bildet sich aber bei komplettem GefaBBverschluss eine
transmurale Nekrose aus (Abb. 1) '°, in deren Bereich sich im Verlauf von zwei
Wochen bis drei Monaten eine griuliche, schrumpfende Narbe entwickelt ™.

Ein kompletter GefdBBverschluss betrifft die KoronargefiBe in unterschiedlicher
Haufigkeit : Ramus interventricularis anterior in 40-50%, Arteria coronaria dextra in
30-40% und Ramus circumflexus sinister in 15-20% *°. Bei drei Vierteln der Patienten,

die an einem akuten Myokardinfarkt verstarben, finden sich in der Obduktion jedoch

mehr als ein KoronargefiB mit einer kritischen Stenose *'.

Die Symptome eines akuten Myokardinfarktes sind retrosternaler Schmerz ** (bis zu
25% der Infarkte verlaufen jedoch stumm >*), Schwichegefiihl, Angst sowie vegetative
Reaktionen wie Schwitzen, Ubelkeit und Erbrechen **. Hinzu kénnen die Symptome
von Herzrhythmusstérungen *° und einer akuten Linksherzinsuffizienz *° bis hin zum

kardiogenen Schock treten 2.



Ramus circumflexus sinister
Arteria
coronaria
dextra

— Ramus interventricularis anterior

GefliBokklusion durch
Thrombus

Versorgungsgebiet der
verschlossenen Arterie

Abb. 1: Schematische Darstellung des Fortschreitens der myokardialen Nekrose nach
koronararteriellem Verschluss. Die Nekrose beginnt in einer Zone unterhalb des
Endokards im Zentrum des ischdmischen Areals. Die Grof3e dieses Areals (gestrichelte
Linie) hdngt vom jeweils versorgenden Gefall ab. Eine schmale Zone direkt unter dem
Endokard ist von der Nekrose ausgespart, da diese per Diffusion vom Ventrikel aus
versorgt wird 2.



Auf zelluldrer Ebene kommt es nach Unterbrechung der Koronardurchblutung im
Rahmen eines Myokardinfarktes zur Erschopfung der Bestinde an energiereichen
Phosphaten, da der Energiestoffwechsel von Glukose- und Fettsdureoxidation auf die
anaerobe Glykolyse umgestellt wird **. Es folgt ein Anstieg der lokalen
Kohlenstoffdioxidkonzentration, eine Anreicherung von Lipiden, Laktat- und
Phosphationen und eine zunehmende intrazellulire Azidose ***°. Das Gleichgewicht der
zytosolischen Ionen ist gestort, Mitochondrien und sarkoplasmatisches Retikulum
werden durch die entstehenden Stoffwechselprodukte geschidigt *'**. Aufgrund der
gestorten lonenaustausch- und transportmechanismen, die zu einer intrazelluldren
Anreicherung von H'-, Ca**- und Na'-Tonen fithren, kommt es infolge osmotischer
Schwellung zum Zellhydrops . Das Zusammenbrechen des Elektrolytgradienten ist im
EKG als ST-Hebung zu sehen ». Ischimie und intrazellulire Azidose fiihren zur
Aktivierung von zellschddigenden Phospholipasen und Proteasen, deren Aktivitit durch
die niedrigen pH-Werte jedoch initial noch gehemmt ist (,,pH-Paradoxon®) ***.

Insbesondere den Ca**-Ionen kommt bei den Schidigungsmechanismen eine
entscheidende Bedeutung zu. Ca®"-Ionen spielen unter physiologischen Bedingungen
eine zentrale Rolle als so genannte second messenger in zahlreichen zelluldren

34,35

mechanischen, metabolischen und regulatorischen Prozessen . Stoérungen der

intrazelluldren Ca®’-Konzentration fithren zur Dysregulation der Zellfunktionen und
beeintrichtigen die Lebensfihigkeit der Zellen. Der Anstieg der intrazelluldren Ca”'-

Konzentration im Rahmen eines Myokardinfarktes *°

ist auf die beeintrichtigte
Wiederaufnahme von Ca**-lonen in das sarkoplasmatische Retikulum durch die
sarkoplasmatische Ca®"-ATPase einerseits °' und auf die herabgesetzte Aktivitit der
Na™-K'-ATPase ' sowie die gesteigerte Aktivitit des Na'-H'-Austauschers

. . 38
zurickzufihren °°.

Die beiden letztgenannten Mechanismen fithren zu einem
intrazelluldren Uberschuss an Na'-Ionen, die durch einen Na'-Ca®"-Antiporter gegen
Ca”"-Tonen ausgetauscht werden *°. Die daraus resultierende Uberladung der Myozyten
mit Ca’"-Ionen kann zur Aktivierung von Ca’"-abhiingigen Proteasen wie Calpain
fiihren, mit der Folge der Schidigung von myokardialen Proteinen *°.

Bei der nach Infarkt zunehmenden Fragilitit von Plasmalemm und Zellorganellen, der
Ruptur von Zytoskelett und der Fragmentierung von Sarkomeren und Myofibrillen ***!
spielen jedoch auch Entziindungsvorginge eine Rolle. Entziindungsmetabolite wie

Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1) und Transforming-Groth-
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Factor-pl (TGF- B1) werden freigesetzt **, anfallende freie Sauerstoffradikale * und
eine Infiltration und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten ** tragen zu den
genannten Zellschidden bei.

All diese Mechanismen haben die von Reimer & Jennings beobachtete Zellnekrose und

den Verlust von myokardialer Struktur und Funktion zur Konsequenz **.

Umgeben wird die Nekrosezone von einem perinekrotischen Bereich (area at risk) mit
reversibel ~ geschadigten Myozyten >, die sich zum Teil in einem
Dauerkontraktionszustand befinden *. Insbesondere in dieser Randzone aber auch in
Infarkt-fernen Bezirken finden in erheblichem MaBle apoptotische Prozesse statt, durch
die es zu einem persistierenden Verlust von Myozyten kommt *"**. Daher werden die
Apoptoseprozesse, in die auch die Protease Calpain involviert ist *°, mit kardialen
Umbauvorgingen und ventrikuldrer Dysfunktion in Verbindung gebracht .

Nekrose- und Apoptosevorgiange ziehen unmittelbar funktionelle Folgen nach sich. So
kommt es im Infarktareal zu pathologischen Kontraktionsmustern wie Hypo- oder

Dyskinesie '

. Sind ausreichend groBle Areale betroffen, beeintrichtigt dies die
linksventrikuldre Pumpfunktion *'. Dariiber hinaus kann es auch im nicht-infarzierten
Myokard zu prolongierten Funktionsstorungen kommen, die als ,,stunning® bezeichnet
werden . Bleibt die koronare Durchblutung auch nach Infarktereignis reduziert, kann
sich das Myokard nicht wieder erholen und verharrt in einem Zustand der ,,hibernation
genannt wird und der die ventrikuldre Dysfunktion beschreibt **.

Eine unmittelbar nach akutem Myokardinfarkt gestorte kardiale Pumpfunktion dufert
sich in einer reduzierten Ejektionsfraktion, erniedrigtem Blutdruck und einem
herabgesetzten Gipfel im Druck-Zeit-Diagramm bei gleichzeitig erhohtem

endsystolischen ~ Blutvolumen "

Letzteres  bedingt  einen  erhdhten
Ventrikeldurchmesser, gleichzeitig diinnt sich die Ventrikelwand durch ein seitliches
Verschieben der Myozyten sowie durch Nekrose und Apoptose aus >°. Diese
Kombination fiihrt in Ubereinstimmung mit dem LaPlace’schen Gesetz zu einer
achtfach erh6hten Wandspannung, die wiederum zu einer ventrikuldren Dilatation fiihrt
® Daraus entwickelt sich bei manchen Patienten ein Teufelskreis, der in akuter
Herzinsuffizienz, kardiogenem Schock und Herzrhythmusstérungen enden kann °7~°.

Arrhythmien sind im Rahmen eines Myokardinfarktes eine haufige Todesursache > und
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konnen auch durch Substanzen wie Kalium, cyclisches Adenosinmonophosphat,

Calcium oder Laktat ausgeldst werden, die sich bei Ischimie anreichern ®.

Nachdem ischdmisches Myokard Sekunden nach dem Infarktereignis zundchst an
Festigkeit einbiift, nimmt diese in der Folge aufgrund von myokardialem Odem und
myofibrillirer Kontraktion wieder zu ®'. Von diesen akuten Mechanismen werden die
im weiteren Verlauf eintretenden Prozesse unterschieden und in ihrer Gesamtheit als
»Remodeling* bezeichnet.

Remodeling stellt einen komplexen Prozess im Herzen dar, der Veridnderungen in
Struktur, Konfiguration und Topographie auf globaler Ebene und Veridnderungen in
Myozyten und anderen Zellen auf zelluldrer und subzellulirer Ebene beinhaltet ©.

In einer frithen Phase nach akutem Myokardinfarkts verformt und vergrofert sich das

63,64

Ventrikellumen durch Ausdiinnung und Dehnung des infarzierten Areals aufgrund

von funktionellen und strukturellen Verinderungen der kardialen Muskelfasern ®.
Gleichzeitig beginnen die narbigen Heilungsprozesse durch die Proliferation von
Bindegewebszellen wie Fibroblasten und der Produktion von Kollagenfasern *, die die

ReiBfestigkeit des Gewebes erhohen ©

. Neben den reparativen Vorgingen im
infarzierten Myokard erfasst die Fibrose jedoch auch nicht-infarzierte Areale, in denen
ebenfalls erhebliche Mengen an Kollagen abgelagert werden ®*.

Zunehmend tragen auch die spiten Verdnderungen im nicht-infarzierten Myokard zur
Dilatation des Herzens bei ®: Die kontraktilen Elemente nehmen an Linge zu und die
Ventrikelgeometrie wird zunehmend kugelférmig "°. Die Myozyten beider Ventrikel
hypertrophieren aufgrund einer gesteigerten Druck- und Volumenbelastung .
Mitursédchlich fiir kardiales Remodeling nach akutem Myokardinfarkt sind vermehrt
freigesetzte Hormone: Gesteigerte Aktivitdt von Angiotensin-Converting-Enzyme in
Myozyten und Entziindungszellen nach Myokardinfarkt fithrt zu erhohten Werten von
Angiotensin II, das iiber AT-1- und AT-2-Rezeptoren unter anderem kardiale
Hypertrophie, Fibrose und Apoptose induziert " sowie eine Heraufregulierung kardialer

75

Calpaine vermittelt . Aldosteron ’*, Endothelin "> und Katecholamine ’° wirken

ebenfalls profibrotisch und tragen zum Remodeling bei.
Apoptosevorgédnge spielen in der Pathogenese des kardialen Remodelings ebenfalls eine

7

wesentliche Rolle ”’. So kommt es zum Beispiel in einer Initialphase kardialer

Hypertrophie zu einer Welle von Apoptose unter Myozyten .
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Obschon die Mechanismen des Remodelings als Adaptationsreaktion des Herzen der
Aufrechterhaltung der Pumpfunktion dienen "%, fithren die strukturellen
Verdanderungen langfristig zu gegenteiligen Effekten wie Herzinsuffizienz und

Arrhythmien *® und sind mit einer herabgesetzten Lebenserwartung assoziiert '

1.3 Diagnose und aktuelle Therapie des akuten Myokardinfarktes

Die Diagnose und Therapie des typischen akuten Myokardinfarkts erfolgt anhand von
Richtlinien wie sie von der European Society of Cardiology ® oder der American Heart
Association / American College of Cardiology ** herausgegeben werden und
kontinuierlich aktualisiert werden.
Die Diagnose fult danach auf drei Sdulen:
1. Klinisch typischer retrosternaler Schmerz, der durch die Gabe von Nitroglycerin
nicht zu kupieren ist.
2. Pathologische Zeichen im EKG wie ST-Hebungen, neu aufgetretener
linksfaszikuldrer Block oder Q-Wellen.
3. Typischer Anstieg von biochemischen Markern wie der Troponine i und t oder

der kardialen Creatinkinase (CK-MB).

Da der akute Myokardinfarkt hédufig atypisch verlduft, wurden entsprechende
Algorithmen entwickelt, nach denen eine Infarktwahrscheinlichkeit eingeschitzt, eine
Risikostratifikation vorgenommen und eine entsprechende Therapie zugeordnet wird
178 Hierbei kommen in einer initialen Phase auch andere diagnostische Methoden wie
die Echokardiographie oder die myokardiale Perfusionsszintigraphie zum Einsatz.

Die in den Richtlinien der europdischen und amerikanischen Fachgesellschaften
empfohlenen therapeutischen MaBlnahmen sind durch zahlreiche randomisierte Studien

und Meta-Analysen auf Wirksamkeit getestet und hinsichtlich Mortalitét als vorteilhaft

angesehen worden. Etwaige Einschrankungen sind in den Richtlinien aufgefiihrt.

Die Therapie des akuten Myokardinfarktes wird in eine préhospitale beziehungsweise
friilhe Phase und eine hospitale Phase eingeteilt. In erstere fallen Mallnahmen wie die
Anwendung von Nitraten, die iiber eine Venodilatation zu einer Reduktion von rechts-

und linksventrikuldrer Vorlast und damit zu einem verminderten Sauerstoffbedarf
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83,84

fiihren . Zusétzlich wirken Nitrate vasodilatatorisch auf Koronargefifle, fordern die

Durchblutung iiber kollaterale Gefdle und inhibieren Thrombozytenaggregation und
Vasospasmen 8385

Eine suffiziente Schmerzbekdmpfung durch Opioide hilft ebenfalls den myokardialen
Sauerstoftbedarf zu senken, indem die Aktivierung des sympathischen Nervensystems
gedimpft wird **™. Sauerstoff, nasal oder per Maske verabreicht, kann einen Beitrag
leisten die InfarktgroBe zu limitieren *’. Unter Umstinden ist auch die Gabe von Beta-
Blockern, Antiemetika und Sedativa indiziert 8,88

Eine Antikoagulationstherapie mit Acetylsalicylséure, die innerhalb der ersten 24
Stunden nach Infarkt begonnen wird, trdgt {iiber eine antithrombotische und
inhibitorische Wirkung auf Thromboxan A; zu einer erheblichen Mortalitdtssenkung bei

82,89

Eine Thrombolyse als Reperfusionstherapie kann bei entsprechenden Voraussetzungen

8290 oder wird schnellstmdglich im Krankenhaus

bereits prahospital begonnen werden
eingeleitet °. Durch die Verabreichung von thrombolytischen Substanzen wie Reteplase
oder Tenecteplase wird Plasminogen aktiviert, was iiber die Auflosung des Thrombus
und  Aufrechterhaltung  der  Rekanalisierung  °'**  zu  einer  deutlichen
Prognoseverbesserung fiihrt *°. Diese Therapie kann mit Heparin kombiniert werden,
das in Verbindung mit Antithrombin III den aktivierten Gerinnungsfaktor Xa und
Thrombin hemmt **2.

In der hospitalen Phase werden die bereits eingeleiteten Maflnahmen fortgesetzt und
ergdnzt. Pharmakotherapeutisch spielen dabei noch Thrombozytenaggregationshemmer
wie ADP-Rezeptor-Antagonisten und Glykoproteinrezeptor Ila/IlIb-Inhibitoren eine
Rolle, sowie die bereits in einer akuten Phase mortalitidtssenkenden ACE-Hemmer 8294
In kardiologischen Zentren besteht die Moglichkeit einer perkutanen koronaren
Intervention (PCI), die als primére Koronarintervention vor oder begleitend zu einer
Thrombolysetherapie durchgefiihrt wird und die mit dem Einbringen von Stents in ein
Koronargefil kombiniert werden kann ®. Sie stellt durch die erhebliche Senkung der

895 o
. Eine

Mortalitidt die bevorzugte Therapieform des akuten Myokardinfarkts dar
sekundire Koronarintervention nach erfolgloser Thrombolysetherapie kann ebenfalls
noch vorteilhaft sein *°.

Nicht durchfiihrbare oder fehlgeschlagener Koronarintervention, plotzliche Okklusion

einer Koronararterie bei Katheterisierung und kardiogener Schock bei ausgewihlten
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Patienten sind Indikationen zur koronararteriellen Bypass-Anlage, die auch im
Zusammenhang mit anderen kardiochirurgischen MaBnahmen bei mechanischen
Defekten nach Infarkt durchgefiihrt wird ®.

Dariiber hinaus beinhalten die Richtlinien der Fachgesellschaften Strategien zur
Beherrschung von Komplikationen des akuten Myokardinfarkts wie Arrhythmien, Herz-

Kreislauf-Stillstand, Rupturen des Herzens oder Pumpversagen und kardiogener Schock
8,82

1.4 Calpain

Calpain, abgeleitet vom urspriinglichen Namen Calcium-activated, neutral and
intracellular cysteine proteinase °/, wurde 1964 von Guroff zum ersten Mal in

Rinderhirn beschrieben **. 1975 folgte die erste Dokumentation im Herzmuskel *°. Nach

ersten Versuchen der Isolierung und Charakterisierung '**'"'

erstmals eine zweite Form des Enzyms entdeckt ',

wurde durch Mellgren

Inzwischen sind 14 Mitglieder der Calpain-Familie in Sdugern bekannt, davon alle auch
im Menschen ',

Die Calpaine sind Cysteinproteasen und gehoren strukturell in dieselbe Subgruppe
(Clan) wie Papain 104,

Am besten charakterisiert sind das von Guroff entdeckte Calpain I und das von
Mellgren beschriebene Calpain II, die ubiquitir in menschlichen Zellen vorkommen '
und sich in ithrem Bedarf an Calcium zur Aktivierung unterscheiden: Calpain I bendtigt
mikromolare Konzentrationen von Ca*"-Ionen und wird deswegen auch p-Calpain
genannt, wihrend Calpain II oder m-Calpain millimolare Konzentrationen zur vollen
proteolytischen Aktivitit braucht '®. Obschon sich Calpain I und II auch in ihrem
Aminoséureaufbau ', in ihrer Aminosiuresequenz '*’ und in ihren immunologischen
Eigenschaften '® unterscheiden, weisen beide groBe strukturelle Ahnlichkeiten auf:
Beide Enzyme sind Heterodimere mit einer groflen katalytischen 80 kDa- und einer

kleinen regulatorischen 28 (30) kDa-Einheit '®.
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o NIV

Abb. 2: Dreidimensionale Struktur von humanem Calpain II in Abwesenheit von
Calcium. Gezeigt sind die verschiedenen Doménen I-VI, die Unterdoménen Ila und IIb,
sowie die Verbindungsregion zwischen Domine I1T und IV ',

| I 11 v Aminoséduren
12 345
Capain 1 [ [ T 714
C HN
Capainil [ [N N 700
C HN

kleine Untereinheit |:_ 268

Abb. 3: Schematische Strukturen von Calpain I und II sowie der homologen kleinen
Untereinheit. C, N und H bezeichnen die katalytischen Cystein-, Histidin- und
Asparaginreste. In Doméne IV sowie in Doméne VI der kleinen Untereinheit sind die

fiinf EF-hand-Strukturen nummeriert ',
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Erstere ist aus 714 (Calpain I) beziehungsweise 700 (Calpain II) Aminosduren
aufgebaut und ist spezifisch fiir jede Calpainform ''*''?. Die 80 kDa-Einheit besteht aus
vier Doménen: Doméne I stellt ein NH,-terminales Propeptid dar, Domine II beinhaltet
die aktive, proteolytische Stelle und Domine III ist eine Ca*"-regulierte Phospholipid
bindende Doméne. Doméne IV weist fiinf Calcium bindende so genannte EF-hand
Strukturen auf wie sie auch in Calmodulin vorkommen '%'"?,

Die regulatorische 28 kDa-Einheit ist aus 268 Aminosduren aufgebaut und allen
Calpainformen gemein '"*''*. Sie besteht aus zwei Dominen, einer hydrophoben

"5 und der Domine VI, die groBe

Doméne V zur Interaktion mit Zellmembranen
Homologien zur Doméne IV der 80 kDa-Einheit aufweist und ebenfalls Calcium binden
kann ''*. Doméne VI ist mit dieser Domine IV iiber eine der EF-hand Strukturen
verbunden ''°.

Die Aktivierung der Calpaine steht offenbar in engem Zusammenhang mit ihrer
Lokalisation in der Zelle. Unter physiologischen Bedingungen liegt ein GroBteil des
Calpains verteilt im Zytoplasma vor und zu einem kleineren Teil gebunden an die
Zellmembran ''*'"". Unter ischimischen Bedingungen konnten Calpaine vorwiegend an
den Zellmembranen nachgewiesen werden ''*. Nach einem Modell von Suzuki &
Sorimachi '"* kommt es bei erhohten intrazelluliren Calciumkonzentrationen zu einer
Bindung der Ionen an Calpain und in der Folge zu einer Verlagerung an die
Zellmembran (Abb. 4). Phospholipide der Zellmembranen wie Phosphatidylinositol
(PIP,) vermdgen mit Calpain zu interagieren und deren Bedarf an Ca®"-Ionen zur

120.121 " Eine Autolyse beider

Aktivierung beziehungsweise zur Autolyse zu senken
Calpainformen, ebenfalls in Gegenwart von Ca®'- Tonen, besteht in dem N-terminalen
Abbau von Aminosduren, der sich in der Reduktion der 80 kDa-Einheit zu 76-78 kDa
und der 28 kDa-Einheit zu 18 kDa ausdriickt '**'*. Die Folge ist eine erhdhte
proteolytische Aktivitit und wiederum ein erniedrigter Bedarf an Calcium '**. Die
Autolyse wird auch durch membranstindige Aktivatorproteine gefordert, die jeweils fiir
Calpain I und Calpain II spezifisch sind und ebenfalls den Ca’"-Bedarf senken '*>'%.
Ferner findet unter dem Einfluss von Ca®’-Ionen eine Dissoziation beider
Untereinheiten statt, wobei die grofe Untereinheit in eine aktivierte Form {iberfiihrt

wird und ins Zytosol freigesetzt wird "'’
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Abb. 4: Aktivierung von Calpain durch Ca®"-Ionen. Nach Ca*"-Bindung folgt eine
Translokation von Calpain zur Zellmembran, wo die weiteren Aktivierungsschritte
Dissoziation und Autolyse stattfinden ''*'?®.

Diese Mechanismen sind insbesondere deshalb wichtig, da Calpaine in ihrer Grundform
nur geringe proteolytische Aktivitit zeigen und zur Aktivierung unphysiologisch hohe
Ca’"-Konzentrationen benétigen, aber dennoch auch unter physiologischen
Bedingungen aktiv sind ''’. Weitere Aktivierungsfaktoren wie zum Beispiel DNA '*°
wurden beschrieben, sind aber bisher wenig verstanden '’

Calpaine werden ferner auch durch Calpastatin reguliert, das 1978 erstmals von

130

Waxman und Krebs beschrieben wurde . Es handelt sich dabei um einen spezifischen,

endogenen Calpaininhibitor, der in verschiedenen Formen ebenfalls ubiquitir in Zellen

112,123 131

vorkommt und in Zytosol und an den Zellmembranen lokalisiert ist

Calpastatin kommt im Herzen als 84 kDa und 110 kDa schweres Molekiil vor und kann

105,112

mehrere Ca*"-gebundene Calpainmolekiile reversibel binden . Im physiologischen

Zustand iibersteigt die Calpastatinaktivitdt die Aktivitit der beiden kardialen Calpaine

zusammen ' 2. Unter pathologischen Bedingungen dagegen konnte eine Verschiebung

123

dieses Gleichgewichts beobachtet werden =, so zum Beispiel auch bei kardialer

Ischdmie, bei der es zu gesteigerter Calpainaktivitit und reduzierter Calpastatinaktivitét

132,133

kommt . Dabei scheint ein proteolytischer Abbau von Calpastatin durch Calpaine

eine Rolle zu spielen '
Viele der Regulationsmechanismen der Calpaine sind jedoch weiterhin Gegenstand der

aktuellen Forschung und nicht endgiiltig geklart ''2.
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Ebenso ist das Wissen iiber die physiologischen Funktionen augrund der komplizierten
Zuordnung von spezifischen Substraten zu Calpain in vivo begrenzt '*. Eine Reihe von
Zielstrukturen der Calpaine sind jedoch inzwischen bekannt. Dazu gehdren Proteine des
Zytoskeletts (wie Spectrin, Dystrophin und Mikrotubulus-assoziierte Proteine),
Membranrezeptoren (wie Wachstumsfaktor-Rezeptoren, Adhésionsmolekiile und
Ionentransporter), Enzyme (wie Kinasen, Phosphatasen und Phospholipasen) sowie
Signalmolekiile (wie Transkriptionsfaktoren) ''#!**.

Teils durch Modifikation, teils durch Abbau dieser Substrate spielt Calpain bei einer
Vielzahl von physiologischen Abldufen eine Rolle, so etwa im Zellzyklus, bei der

193 Ferner ist

Thrombozytenaggregation und bei Bahnungsvorgéingen im Gehirn
Calpain beteiligt am Umbau des Zellskeletts, bei der Zelldifferenzierung, -proliferation
und —migration sowie bei der Signaltransduktion ''*"**"¥_ SchlieBlich kommt Calpain
auch eine Funktion bei Zelltod und Apoptose zu ''*!*’.

Eine groe Bedeutung hat Calpain auch in der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen

(Tab. 1).

Tab.1: Mitglieder der Calpainfamilie und Erkrankungen, in deren Pathogenese die
Calpainformen von Bedeutung sind '**''%13%139,

Calpain Erkrankung

Calpain 1 Apoplex, traumatische Hirnschiden, Morbus Alzheimer,

Katarakt, Multiple Sklerose, Myokardinfarkt

Calpain 2 Apoplex, traumatische Hirnschiden, Morbus Alzheimer, Katarakt,
rheumatoide Arthritis, Multiple Sklerose, Myokardinfarkt

Calpain 3 Hiftgiirtel-Muskeldystrophie 2A, Katarakt

Calpain 9 Magenkarzinom

Calpain 8/10 | Diabetes mellitus Typ II

Bei vielen dieser Erkrankungen kommt es auf zelluldrer Ebene zu einer Storung der

11

Calcium-Homdoostase ''2, so auch bei den ischimischen Herzkrankheiten wie dem

Myokardinfarkt. Nach einem Infarktereignis kommt es zu einem deutlichen
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intrazelluldren Anstieg der Ca®"-Konzentration *°. Die Calciumiiberladung fiihrt iiber
die Aktivierung der im Herzen vorhandenen Calpainformen I und II zu Zellschiaden und

Zelltod >0,

1.5 Ziele der Arbeit

Zahlreiche Studien belegen, dass Calpain I und II bei kardialer Ischdmie und akutem

39,112 .
**. Dartiber

Myokardinfarkt zu Gewebeschidden, Nekrose und Apoptose beitragen
hinaus scheint Calpain I eine Rolle beim kardialen Remodeling nach Myokardinfarkt zu
spielen . In den bisherigen Studien wurden jedoch weder die regionalen noch die
zeitlichen Unterschiede der Calpainaktivitdt untersucht. Wie in der Einleitung dargelegt,
finden jedoch im infarzierten Myokard, im ,area at risk“ und im Infarkt-fernen
Myokard pathophysiologisch sehr unterschiedliche Prozesse statt. Ziel dieser Arbeit war
es daher, diese regionalen und temporalen Verdnderungen der Calpainaktivitit nach

akutem Myokardinfarkt zu untersuchen.

Eine Reihe von Studien konnte zeigen, dass die Anwendung von Calpaininhibitoren
eine Proteolyse myokardialer Proteine reduzieren, InfarktgroBe begrenzen und eine
kardiale Dysfunktion nach Infarkt verhindern konnte '*'"'*.

Im Gegensatz zu etablierten Therapiemethoden sollen Calpaininhibitoren die
enzymatischen Ursachen von Gewebeschiden verhindern. Schwierigkeiten beim
Einsatz von Calpaininhibitoren sind jedoch ihre geringe Spezifitit, mangelnde
Zellpenetration, Toxizitit fiir vitale Zellen und Probleme bei der Verabreichung '**.
Daher ist die Entwicklung neuer Calpaininhibitoren Gegenstand aktueller Forschung
141,145

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte des selektiven, zellpermeablen
Calpaininhibitors CAL 9961 in vitro und in vivo im ischdmischen und nicht-

ischdmischen Herz zu untersuchen, um die Fihigkeit dieser Substanz, Calpain nach

Myokardinfarkt zu hemmen, einschitzen zu kénnen.
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2.  Materialien und Methoden

In dieser Studie wurde an Ratten durch Ligation der linken Koronararterie ein akuter
Myokardinfarkt induziert. Ein, 3, 7 und 14 Tagen nach Infarkt wurden die Herzen
entnommen und die Enzyme Calpain I und II von Homogenaten des interventrikuléren
Septums und der freien linken Ventrikelwand mittels Chromatographie auf DEAE-
Sepharose getrennt. Die Enzymaktivitdit wurde in einem Assay mit spezifischem

Substrat gemessen.

2.1 Studiendesign

Als Versuchstiere wurden in der Studie ausschlieBlich minnliche Wistar-Ratten mit
einem anfianglichen Gewicht von 230-270 g verwendet. Alle Experimente fanden im
Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz in seiner letzten Form von 1993 statt. Die
Tiere wurden in einem 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus bei kontrollierter Temperatur
und Luftfeuchtigkeit in Einzelkdfigen gehalten und hatten freien Zugang zu einer
Standardnahrung (Altromin®, Altromin GmbH, Lage-Lippe, Deutschland) und zu
Trinkwasser.

Die Versuchstiere wurden randomisiert in neun Gruppen eingeteilt, wobei die Anzahl

der Tiere pro Gruppe bei 6-8 lag (n = 6-8 pro Gruppe).

Gruppel Scheinoperation ohne Behandlung

Gruppe 2-5 Myokardinfarkt (MI) mit Placebobehandlung (0,9%
Kochsalzlosung)

Gruppe 6-9 Myokardinfarkt (MI) mit Calpaininhibitor-Behandlung (CAL

9961, 15 mgkg'd™)

CAL 9961 ist ein neuer, selektiver, zellpermeabler Calpaininhibitor, der von der Firma

BASF-Knoll AG (jetzt Abbott GmbH & Co. KG, Ludwigshafen, Deutschland) in
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Pulverform zur Verfiigung gestellt wurde. Die Inhibitorkonstante (K;) wurde von der
Firma mit 200 nM fiir Calpain I und 25 nM fiir Calpain II angegeben und die ermittelte
wirksame Dosis des Inhibitors mit 15 mg kg™ d”' beziffert.

Von CAL 9961 wurde mit 0,9%iger Kochsalzlosung (Braun, Melsungen, Deutschland)
eine Stocklosung mit der Konzentration von 10 mg mL™" angelegt und bei 4° C im
Kiihlschrank vor Licht geschiitzt gelagert.

Die Behandlung mit CAL 9961 beziehungsweise mit 0,9%iger Kochsalzlosung
(Placebo) wurde drei Tage vor der Induktion des Myokardinfarktes begonnen und bis
zur Herzentnahme weitergefiihrt. CAL 9961 wurde téglich nach dem Wiegen der Tiere
gewichtsadaptiert subkutan an verschiedenen Stellen injiziert (1,5 mL kg,
Resorptionsrate laut Knoll AG nahezu 100%). Den Tieren der Gruppen 2-5 wurde eine

entsprechende Menge an 0,9%iger Kochsalzlgsung subkutan verabreicht.

Nach einer Woche der Haltung in Einzelkédfigen wurde bei den Versuchstieren der
Gruppen 2-5 und 6-9 ein Myokardinfarkt induziert, bei den Tieren der Gruppe 1 eine
Scheinoperation durchgefiihrt. Nach 1, 3, 7 und 14 Tagen wurden die Herzen jeweils
einer Versuchsgruppe entnommen sowie zu jedem dieser Zeitpunkte zwei Herzen der

scheinoperierten Tiere.
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Indulktion des NI

-3d v+1d +3d +7d +14d

Schein-OP

(1)

FPlaceho

1 Tag nach VI

3 Tage nach IV

T Tage nach MI

14 Tage nach MI

CAL 9941

1 Tag nach VI

3 Tage nach IV

T Tage nach MI
)] 14 Tage nach MI
Beginn der Ivlessung der Aktretdt won Calpan [und Tim
Behandlung: kardialen Gewebe 1, 3,7, 14 Tage nach Iv
3 Tage wor VI

Abb. 5: Darstellung des experimentellen Protokolls (Studiendesign).
(1) = Schein-OP-Gruppe, (2 - 5) = Placebo-Gruppe, Herzentnahme nach 1, 3, 7 und 14
Tagen nach M1, (6 -9) = CAL 9961-Gruppe, Herzentnahme nach 1, 3, 7 und 14 Tagen.
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2.2 Induktion von akutem Myokardinfarkt an Ratten

Die Induktion des Myokardinfarkts erfolgte nach einer von Johns & Olson erstmals
beschriebenen und von Sandmann et al. modifizierten Technik "',

Nach einwochiger Haltung in Einzelkéfigen wurden die Tiere der Gruppen 2-5 und 6-9
mit Ether (Diethylether®, Merck, Darmstadt) betdubt und anschlieBend per
intraperitonealer Injektion mit Ketamin-Xylazin (35mg 2mg” kg™, Sigma, Steinheim,
Deutschland) narkotisiert. Nach Rasur und Desinfektion des Operationsgebietes wurden
die Tiere orotracheal intubiert und mit einem Beatmungsgerit fiir Kleintiere (Animal
Respirator®, Rhema Labortechnik, Hotheim) beatmet (Raumluft, 70 Atemziige pro
min, 200 mmH>0, 2,5 mL pro Atemzug). Wihrend des chirurgischen Eingriffes erfolgte
die kontinuierliche Ableitung eines Elektrokardiogramms (Sirecrust®, Siemens,
Erlangen) zur Kontrolle der infarktbedingten Veridnderungen.

Nach einem Hautschnitt von 2 cm Liange und Verlagerung des linken Pektoralmuskels
wurde parallel zur Rippe im vierten Interkostalraum inzidiert und ein Rippenspreizer
eingefiihrt. Nach vorderer Perikardektomie wurde die linke Koronararterie lokalisiert
und mit sterilem Nahtmaterial 6-0 (Ethibond®, Ethicon, Norderstedt) dauerhaft ligiert.
Die erfolgreiche Ligation wurde durch Verfarbung des ischimischen Myokards sowie
durch das Auftreten von Arrhythmien im EKG verifiziert. Bei den scheinoperierten
Tieren erfolgte die Ligatur im Myokard neben der Koronararterie. Der Verschluss der
Thoraxhohle erfolgte wahrend eines kurzen Beatmungsstopps zur Verminderung der
operationsbedingten intrathorakalen Restluft durch Einzelknopfndhte mit sterilem

Nahtmaterial 3-0 (Mersilene®, Ethicon, Norderstedt).

Zu den oben genannten Zeitpunkten wurden die Tiere mit Ether eingeschlifert und die
Herzen nach Thorakotomie exzidiert und anschlieBend gewogen. Interventrikulires
Septum und linke, freie Ventrikelwand wurden abgetrennt und in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Diese Prozedur wurde zur Vermeidung von iibermdfligen postmortalen
Artefakten innerhalb von 2 Minuten durchgefiihrt.

Die Gewebeproben wurden bei -80° C bis zu 7 Tagen gelagert.

Der Grad kardialer Hypertrophie wurde bestimmt durch den Quotienten aus dem

gesamten Herzgewicht (THW) und dem Korpergewicht (BW) der Tiere: THW/BW.
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2.3 Chromatographische Trennung von Calpain | und Il

Zur Homogenisierung des kardialen Gewebes wurde folgende Pufferlosung angesetzt,
die zur Verhinderung einer vorzeitigen Autolyse von Calpain frei von Ca®’- Tonen

gehalten wurde.

Homogenisierungspuffer:

25 mM Imidazol-HCI, 5 mM Cystein, 1 mM EDTA, pH 7.5

(alle Chemikalien von Sigma, Steinheim, Deutschland)

Die tiefgefrorenen Gewebeproben (Gewicht 0,6 — 1,2 g) wurden in
Homogenisierungspuffer iiberfithrt (SmL Puffer pro 1g Gewebe) und anschlieend
mittels IKA® Ultra-Turrax (T 25, Janke und Kunkel, Staufen, Deutschland) bei 20 500
Umdrehungen pro Minute iiber 60 sec homogenisiert. Alle Abldufe wurden auf Eis und
mit vorgekiihlter Pufferlosung durchgefiihrt. Bei 4° C wurden die Homogenate fiir 1 h
bei 100 000 g zentrifugiert (Beckman, Ti 70.1 Rotor, 37 000 Umdrehungen min™') und
die Uberstiinde mit Glycerin zu einer Gesamtkonzentration von 16,7 % (v v') versetzt.
Diese wurden bei -20° C bis zu 24 h gelagert.

Fiir die Sédulenchromatographie, durchgefiihrt in einem Kiihlraum bei 4° C, wurde eine
1 x 10 cm DEAE-Sepharose-Sdule (Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) mit einem Fraktionssammler (SuperFrac®, Amersham-Pharmacia Biotech,
Uppsala, Schweden) verbunden und mit Homogenisierungspuffer equilibriert. Von den
Uberstinden wurden 600 pL zuriickbehalten, das restliche Volumen vollstindig auf die
Sdule aufgetragen. Es erfolgte eine Waschung der Sédule mit 120 mL
Homogenisierungspuffer. AnschlieBend erfolgte die Elution mit 50 mL einer
Kochsalzlosung (NaCl, Sigma, Steinheim, Deutschland) mit einem linearen Gradienten
von 0 — 500 mM NaCl "® bei einer Flussrate von 1 mL min™', so dass 25 x 2 mL

Fraktionen gewonnen wurden.
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2.4 ldentifizierung von Calpain in den Fraktionen mittels Western
blot

Um Calpain I und II in den Fraktionen sicher zu bestimmen, wurde nach einer von
Laemmli '* modifizierten Methode eine SDS-Elektrophorese durchgefiihrt. Verwendet
wurde hierbei ein Elektrophorese-kit (Sigma, Steinheim, Deutschland).

Nach Herstellerangaben wurden Pufferlosungen mit folgenden Endkonzentrationen

angesetzt:

Elektrodenpuftfer:
0.025 M Tris, 0,192 M Glycin, 0.1% Natriumlaurylsulfat (SDS), pH 8.3 bei 25°C

Trenngelpuffer:
3.0 M Tris-HCI, pH 8.7-8.9 bei 25°C

Sammelgelpuffer:

0.5 M Tris-HCI, pH 6.7-6.9 bei 25°C

Probenpuffer:
0.125 M Tris-HCI (pH 6.8), 4% Natriumlaurylsulfat (SDS), 10% 2-
Mercaptoethanol, 20% Glycerin, 0.004% Bromphenol Blau

Ferner wurden vom Hersteller mitgeliefert beziehungsweise nach dessen Angaben
angesetzt:

Stocklésung far Acrylamid/Bis-Acrylamid 30%/0,8%, Ammoniumpersulfat-
Losung 1.5%, Tetramethylethylendiamin (TEMED) 0,025%, Natriumlaurylsulfat
(SDS) 10%

Nach den Anweisungen des Herstellers wurde zunidchst ein Trenngel mit 10%
Polyacrylamid, anschlieBend ein Sammelgel mit 4% Polyacrylamid hergestellt, das auf

ersteres in der Elektrophoresekammer verteilt wurde. In das Sammelgel wurde vor
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Polymerisation ein Kamm fiir die Auftragsschichte eingebracht. Fiir die Gele wurden

folgende Ansétze verwendet:

Trenngel: Sammelgel:
Volumen in Volumen in

Reagens mL Reagens mL

Acrylamid/Bis.- Acrylamid/Bis.-

Stocklésung 10 Stocklésung 2,5
Trenngelpuffer 3,75 Sammelgelpuffer 5
SDS-Stocklésung 0,3 SDS-Stocklosung 0,2
Aqua dest. 14,45 Aqua dest. 11,3
Ammoniumpersulfat- Ammoniumpersulfat-

Losung 1,5 Losung 1
TEMED 0,015 TEMED 0,015

Proben der Fraktionen wurden mit Probenpuffer verdiinnt zu einer Proteinkonzentration
von 2 pg pL! und bei 37° C fir 2 h inkubiert. Nach dem Fiillen der
Elektrophoresekammer mit dem Elektrodenpuffer wurde anschlieBend 10 pL der
Proben sowie Standard-Markerproteine (Sigma, Steinheim, Deutschland) in die
Schichte aufgetragen und die Elektrophorese bei 30 mA durchgefiihrt.

Fiir die Blot-Prozedur wurden folgende Losungen angesetzt:

Blotpuffer:
0.025 M Tris (pH 8,3), 0,192 M Glycin, 20 % Methanol

Ponceau-Rot-Losung:

Ponceau-Rot 0,1%, Essigsaure 5%, Aqua dest.

TTBS-Waschpuffer:
0,1% Tween 20, 0,1 M Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH 7,5 bei 25° C
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(alle Chemikalien von Sigma, Steinheim, Deutschland)

Anschlieffend an die Elektrophorese wurde das Gel in Blotpuffer equilibriert und bei 0,8
mA cm™ in 1,5 h auf Immobilon-P Transfer Membranen (Millipore, Bedford, MA,
U.S.A.) iibertragen.

Der Proteintransfer wurde durch das Anfarben eines Standardproteins (B-Actin,
Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) bestétigt. Hierbei wurde 5 min mit
Ponceau-Rot-Losung gefarbt und anschlieBend mit Aqua dest. gewaschen.

Das Bandenmuster der Markerproteine wurde gescannt.

Nach dreimaligem Waschen mit TTBS-Puffer wurden die Membranen in 5% fettfreier
Milch in TTBS fiir 1 h geblockt. AnschlieBend folgte die Inkubation {iber 12 h bei 4° C
mit einem der folgenden monoklonalen Maus-Antikoérper, die in Verdiinnungen von

1:1000 in TTBS verwendet wurden:

Anti-large subunit Calpain I, Anti-small subunit Calpain I, Anti-large subunit
Calpain 11, Anti-small subunit Calpain 11

(alle Antikorper von Chemicon, Hofheim, Deutschland)

Im Anschluss wurden die Membranen dreimal mit TTBS-Puffer gewaschen und mit
einem sekundéren Kaninchen-Anti-Maus-IgG (Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden) fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Antikdrper wurde
ebenfalls in einer Verdiinnung von 1:1000 in TTBS angewendet und war mit einer
Meerettichperoxidase gekoppelt. Nach ausgiebigem Waschen mit TTBS wurden die
Banden mittels des Chemilumineszenz-Detektion-Verfahrens, basierend auf dem ECL-
reagent® (Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden), sichtbar gemacht.
Hierflir wurden die Membranen in einem 1:1 Gemisch der ECL-Reagentien 1 und 2 fiir
1 min inkubiert und anschlieBend in Dunkelheit ECL-Hyperfilm (Amersham-Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden) 2 min belichtet.
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2.5 Enzymassay

Die Aktivitdt der Calpaine I und II wurde mithilfe des spezifischen, synthetischen
Substrats Suc-Leu-Tyr-AMC bestimmt (Calbiochem, Darmstadt, Deutschland und

150

Affiniti Research, Mamhead, Grof3britannien) Durch Calpain wird der

Aminosdurerest proteolytisch abgespalten, wodurch die fluoreszierende AMC-Gruppe
freigesetzt wird. Der Versuchsaufbau wurde nach den von Elce und Mitarbeitern !
beschriebenen Zusammenhingen zwischen der Ca®’-Konzentration und der Proteolyse
des Suc-Leu-Tyr-AMC-Substrats entwickelt. EDTA wurde mit verdiinnter Natronlauge

(Sigma, Steinheim, Deutschland) auf einen neutralen pH-Wert von 7,5 eingestellt.

Die Enzymaktivitit wurde in allen Fraktionen und Uberstinden mit folgenden Ansitzen

gemessen.

Fluoreszenzcao+:

Reagens Vol. in pL Endkonzentration
Probe

(Fraktion/Uberstand) 170

CaCl, 20 5 mM
AMC-Suc-Leu-Tyr 10 500 pM

Fluoreszenzgpta:

Reagens Vol. in pL Endkonzentration
Probe

(Fraktion/Uberstand) 170

EDTA (neutralisiert) 20 5 mM
AMC-Suc-Leu-Tyr 10 500 uM
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Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe des Substrats, und es wurde 60 min bei
30° C inkubiert. Anschlieend erfolgte der Abbruch der Reaktion durch die Zugabe von
200 pL Alkalipuffer.

Alkalipuffer:
0,25 M Glycin, 0,085 M Na;COs, 0,12 M NaCl, pH 10,7

(alle Chemikalien von Sigma, Steinheim, Deutschland)

Die Fluoreszenz wurde in einem Spektrofluorometer (Fluorolite 1000®, Dynatech
Laboratories, Lampenspannung 6,0 V) bei 470 nm nach Exzitation bei 385 nm in einer
96-Loch-Mikrotiterplatte  (Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)
gemessen. Als Calpain-spezifische Aktivitit wurde nur die rein Ca®"-abhingige

Aktivitat betrachtet:

Fluoreszenzcao+ - Fluoreszenzepta = Calpain-spezifische Aktivitat

Zur Bestimmung der Menge des umgesetzten Substrats wurde bei jedem Assay eine
Standardkurve mit dem reinen, fluoreszierenden AMC (Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland) mitgefiihrt. Hierfiir wurde in den Reaktionsansdtzen statt der Probe
Homogenisierungspuffer =~ verwendet und statt des  Substrats AMC in

Endkonzentrationen von 0 — 5 uM zugegeben.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Aktivitit in den Uberstinden und in den Fraktionen
der CAL 9961 behandelten Tiere wurde die Calpain-spezifische Aktivitit auf die
Proteinkonzentration bezogen. Diese wurde in den Proben durch die Methode nach

Bradford ermittelt '

. Nach 10 min Inkubation von 100 pL der Proben mit 3 mL des
Bradford-Reagens (Sigma, Steinheim, Deutschland) wurde die Absorption bei 595 nm
mit einem Spektrophotometer (Ultrospec III, Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland) gemessen. Diese wurde anschliefend mit einer Standardkurve verglichen,
die aus einer Verdiinnungsreihe von Rinderserumalbumin (Sigma, Steinheim,

Deutschland) in Homogenisierungspuffer erstellt wurde.
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2.6 Testvon CAL 9961 in vitro

Um die Effekte von CAL 9961 in vitro zu untersuchen, wurde der Calpainassay mit im
Handel erhiltlichen, reinen Calpain I und II (Calbiochem, Darmstadt, Deutschland)
durchgefiihrt. Calpain I und II wurden in Homogenisierungspuffer verdiinnt (0,5 units
ml™), diesem Ansatz CAL 9961 mit Endkonzentrationen von 0—500 nM zugefiigt und
der Enzymassay wie oben beschrieben durchgefiihrt.

In einem zweiten Schritt wurde Rohiiberstinden von Septum- und Ventrikelwandproben
ebenfalls CAL 9961 mit den Endkonzentrationen 0-500 nM zugefiigt und der Assay wie
oben beschrieben durchgefiihrt.

2.7  Statistische Analyse

Die statistische Evaluation wurde mit Systat-Software (Systat, London, GroBbritannien)
durchgefiihrt. Es erfolgte eine einseitige Varianzanalyse bei wiederholten Messungen
(ANOVA). Unterschiedliche Mittelwerte zwischen den einzelnen Gruppen wurden
durch den post hoc unpaarigen Student's t-Test oder den Bonferroni-Test verglichen.
Eine Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant erachtet. Ergebnisse sind als

Mittelwerte + Standardabweichung vom Mittelwert angegeben.
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3. Ergebnisse

In dieser Studie wurde die Aktivitit von Calpain I und II im infarzierten und nicht-
infarzierten Rattenmyokard zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Induktion eines
akuten Myokardinfarkts quantifiziert. Dariiber hinaus wurden die Effekte von CAL

9961 in vitro und in vivo getestet.

3.1 Etablierung von chromatographischer  Trennung und

Enzymassay
3.1.1 AMC-Substrat wird durch Calpain Ca**-abhangig umgesetzt

Als Voraussetzung fiir das sichere Erfassen der Calpainaktivitit musste zunichst ein
Enzymassay als zuverldssiges Verfahren mit reproduzierbaren Ergebnissen etabliert
werden.

Bei ersten Vorversuchen der Substratumsetzung durch im Handel erhéltliches, reines
Calpain konnte nur wenig Ca’-abhingige Fluoreszenz gemessen werden. Dagegen
zeigte sich in Ubereinstimmung mit Sasaki et al. '°°, dass durch hochaktive Losungen
des Calpain-dhnlichen Enzyms Papain nennenswerte Mengen des Substrats umgesetzt
werden konnten. Der Aminosédurerest an der fluoreszierenden AMC-Gruppe lief sich
durch konzentrierte Salzsdure oder starke Hitze (95° C) jedoch nicht abspalten, also eine
unspezifische, enzymunabhéngige Spaltung des Substrats nicht eintrat.

Durch eine Justierung der Lampenspannung des Spektrofluorometers von 4 Volt auf 6
Volt gelang es, eine stirkere Fluoreszenz nach Substratumsetzung zu registrieren, im
Fall von Calpain I und II mit einer deutlichen Calciumabhingigkeit. Diese Einstellung
wurde daher beibehalten.

Nach 60 min wurden die Enzymassays gestoppt. Dazu wurde zundchst EDTA
eingesetzt unter der Vorstellung, dass dem Ansatz Ca®" entzogen und somit Calpain
nicht mehr aktiv sein wiirde. Vorversuche zeigten jedoch, dass auch nach EDTA-

Zugabe Substrat weiterhin umgesetzt wurde. Alternativ wurde Trichloracetat eingesetzt,
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jedoch fiihrte die Ausfdllung der Proteine zu einer gestdrten Fluoreszenzmessung.
Daher wurde in dieser Studie Alkali-Puffer eingesetzt, der in Vorversuchen die

Reaktion zuverldssig stoppte und nicht mit der Fluoreszenzmessung interferierte.

3.1.2 AMC-Konzentration und Fluoreszenz verhalten sich linear

Mit reinem, fluoreszierenden AMC wurde eine Standardkurve erstellt, die zeigte, dass
sich Produktkonzentration und Fluoreszenz im Bereich von 0 - 30 uM linear (> = 0,998)
verhalten und erst ab hoheren AMC-Konzentrationen die Kurve flacher verlduft. Die in
dieser Studie erhobenen Werte bewegten sich jedoch alle innerhalb des linearen

Bereichs.

AMC-Standardkurve r’=0,998

1750 -
1500 -
1250
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500
250 -

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

AMC-Konzentration in uM

Fluoreszenz-Einheiten

Abb. 6: Fluoreszenz-Einheiten des Spektrofluorometers (Dynatech Laboratories)
aufgetragen gegen steigende AMC-Konzentrationen in Homogenisierungspuffer (uM).

3.1.3 Glycerin-Zusatz verhindert Proteinprazipitation

Im Vorfeld dieser Studie wurde getestet, ob sich in den Gewebeproben von infarzierten
Rattenherzen tatsichlich Ca’'-abhingige, enzymatische Aktivitit nachweisen ldsst.
Nach Homogenisierung und Zentrifugation wurden die rohen Uberstinde bei -20° C

beziehungsweise -80° C eingefroren. Nach dem Auftauen fiel jedoch eine starke



33

Aggregation der Proteine auf. Bei Versuchen mit diesen Proben zeigte sich im
Unterschied zu frischen Uberstinden, dass kaum noch proteolytische Aktivitiit
vorhanden war.

Unter der Vorstellung, dass die Uberstinde zu stark mit Proteinen gesittigt sein kénnten
und diese daher zur Aggregation neigen, wurden die Proben mit
Homogenisierungspuffer verdiinnt. Jedoch prézipitierten die Proteine auch bei
geringeren Proteinkonzentrationen. Durch Zugabe von Glycerin wurde erreicht, dass die
Fliissigkeit bei -20° C nicht mehr auskristallisierte. Dadurch konnte die Prézipitation

und Inaktivierung der Enzyme verhindert werden.

3.1.4 Niedrige pH-Werte und hohe Salzkonzentrationen hemmen die
Enzymaktivitat

Die Einfliisse von pH-Wert und Salzkonzentration in den Reaktionsansdtzen auf die
enzymatische Aktivitdt wurde in Vorversuchen zu dieser Studie untersucht. Hierbei
zeigte sich, dass ein Absinken des pH-Wertes einen Abfall der Aktivitdt verursachte. Da
den Reaktionsansitzen zur Bestimmung von Ca”"-unabhéngiger Aktivitit leicht saures
EDTA zugesetzt werden sollte, wurde dieses vorher durch verdiinnte Salzsdure
neutralisiert.

NaCl, das sich durch die Elution in den Fraktionen befand, fiihrte ebenfalls zu einer
Enzyminhibition, die bei maximal 20% lag. Diese Hemmung wurde im Versuchsaufbau
nicht ausgeglichen, jedoch nicht als relevant angesehen, da stets Proben der gleichen
Chromatogrammregion, also gleicher Salzkonzentration und damit gleicher

Hemmstérke verglichen wurden.

3.1.5 Enzymassay entspricht quantitativem Testverfahren

Durch Testen von Verdiinnungsreihen der Uberstinde und Fraktionen sowie durch
Abbrechen des Enzymassays nach definierten Zeitpunkten von 5-240 min konnte
festgestellt werden, dass sich die Substrat-Hydrolyse linear zu Zeit (Abb. 7a, r* =
0,9985) und zur Proteinmenge (Abb. 7b, r* = 0,9877) verhielt. Daher wurde der

Enzymassay als quantitatives Testverfahren angesehen.
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Abb. 7a, b: Reprisentative Ergebnisse von Enzymassays, hier mit Fraktion 15 einer
Gewebeprobe 3 Tage nach MI - die Calpain-spezifische Fluoreszenz (pmol min™)

aufgetragen gegen

a) die

Zeit (min) und b) gegen den Anteil

Ausgangskonzentration in einer Verdiinnungsreihe (%).
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3.2  Aktivitatsprofil kardialer Calpaine nach Myokardinfarkt

3.2.1 Calpain I und Il kénnen chromatographisch getrennt werden —

Identifizierung der Enzyme in den Fraktionen durch Western blot

Nach Homogenisierung und Zentrifugation der Gewebeproben wurden Calpain I und II
aus den rohen Uberstinden durch Anionenaustauscher-Chromatographie auf DEAE-
Sepharose mittels eines linearen Gradienten von 0 — 500 mM NaCl getrennt. In
Ubereinstimmung mit Ergebnissen von Spalla et al. '** konnten zwei Gipfel von Ca”'-
abhingiger Enzymaktivitit beobachtet werden. Der erste Gipfel trat bei 180-240 mM
NaCl, entsprechend den Fraktionen 8 — 12, auf, der zweite Aktivititsgipfel wurde bei
260-320 mM NaCl in den Fraktionen 13 — 16 beobachtet (Abb. 8a, b). Mithilfe des
Immunoblots lieB sich innerhalb des ersten Gipfels Calpain I als vorherrschendes
Enzym nachweisen, Calpain II war dagegen in den Fraktionen des zweiten Gipfels
vorhanden (Abb. 9). Bei beiden Calpainformen konnten jeweils die groBlen
Untereinheiten mit einer deutlichen Bande dargestellt werden, die kleineren 28 kDa-
Untereinheiten lieBen sich auch mit zahlreichen verschiedenen Antikorper-

Konzentrationen nicht nachweisen.

3.2.2 Calpainaktivitat nach Myokardinfarkt in Uberstanden von Septum und
Ventrikelwand erhoht

Die Aktivitit von Calpain I und II wurde im interventrikuldren Septum und in der freien
linken Ventrikelwand 1, 3, 7 und 14 Tage nach akutem Myokardinfarkt gemessen, um
regionale und zeitliche Verdnderungen zu erfassen. Nach Homogenisierung und
Zentrifugation der kardialen Gewebeproben enthielten die Uberstinde beide
Calpainformen, so dass aus diesen die Calpain-Gesamtaktivitit gemessen werden
konnte. Wie in Abbildung 10a gezeigt, war die Calpainaktivitit in den Uberstinden des
interventrikuldren Septums (IS) bei den Placebo-Tieren 1 Tag nach MI signifikant
erhoht gegeniiber den scheinoperierten Tieren. Im weiteren Zeitverlauf erhohte sich die
Aktivitat der Calpaine 3 und 7 Tage nach dem Infarkt und erreichte nach 14 Tagen ihr

Maximum.
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Die Calpainaktivitit in den Uberstiinden der freien linken Ventrikelwand (LVFW) war
zwar ebenfalls 1 Tag nach MI signifikant erhoht, erreichte aber im Gegensatz zu den
Septumiiberstinden ihr Maximum bereits nach 3 Tagen nach Infarktereignis und fiel
dann nach 7 und 14 Tagen deutlich ab (Abb. 10b).

Die Gruppe der scheinoperierten Tiere wies in den Uberstinden von IS und LVFW
sowie zu den verschiedenen Zeitpunkten nach MI durchgehend etwa gleich niedrige

Calpainaktivititen auf. Die verschiedenen Zeitpunkte sind daher nicht getrennt

dargestellt (Abb. 10a, b).

3.2.3 Hohere Calpain I-Aktivitat in 1S-Fraktionen mit Maximum nach 14 Tagen
und hohere Calpain Il1-Aktivitat in LVFW-Fraktionen mit Maximum nach
3 Tagen

Um quantitative Unterschiede zwischen den Aktivititen der beiden Calpainformen
innerhalb des infarzierten (LVFW) und des nicht-infarzierten Areals (IS) zu den
verschiedenen Zeitpunkten nach Infarkt bestimmen zu konnen, wurden Calpain I und II
mittels DEAE-Sepharose-Chromatographie getrennt. In den Eluaten von IS und LVFW
der Placebo-behandelten Tiere wurden innerhalb des gleichen Fraktionsbereiches zwei
Aktivitatsgipfel beobachtet. Der erste Bereich in den Fraktionen 8-12 représentiert die
Aktivitdt von Calpain I, der zweite Bereich von Fraktion 13-16 die von Calpain II.
Diese Bereiche sowie die Breite der Gipfel waren bei allen Proben nahezu identisch, so
dass die Gipfelhohe als semiquantitative Messung der Aktivitdt der einzelnen
Calpainformen angesehen werden kann.

Wie in Abbildung 8a gezeigt war in den IS-Fraktionen der Placebo-behandelten Tiere
nach Infarkt die Aktivitdt von Calpain I (erster Gipfel) dreifach hoher im Vergleich zu
Calpain II (zweiter Gipfel). Beide Gipfel nahmen allerdings im Zeitverlauf nach
Induktion des Infarktes zu, so dass die hochsten Calpainaktivititen 14 Tage nach MI in
den IS-Eluaten nachweisbar waren.

Im Gegensatz zu den Fraktionen des Septums (IS) war in den Eluaten der linken
Ventrikelwand (LVFW) signifikant mehr Aktivitit von Calpain II (zweiter Gipfel)
relativ zu Calpain I (erster Gipfel) messbar (Abb. 8b). Beide Calpainformen erreichten
hier jedoch schon nach 3 Tagen nach Infarkt ihre maximale Aktivitdt. Nach 7 und 14

Tagen blieben die Calpainaktivititen trotz eines Riickgangs weiterhin noch erhdht.
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Calpain-Aktivitatsprofil in 1S-Fraktionen von
Placebotieren
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Abb. 8a: Elutionsprofil der Calpain-spezifischen Aktivitit (Fluoreszenzca:-
Fluoreszenzgpra; pmol min'l) nach Anionenaustauscher-Chromatographie auf DEAE-
Sepharose von Uberstiinden des interventrikuliren Septums Placebo-behandelter Tiere
1, 3, 7 und 14 Tage nach Infarkt. Zwei Aktivititsgipfel waren in den Fraktionen 8-12
(180-240 mM NaCl) und 13-16 (260-320 mM NaCl) zu beobachten. Die
Aktivitdtsgipfel in den IS-Fraktionen nahmen im Zeitverlauf nach Infarkt zu und
erreichten maximale Werte 14 Tage nach Infarkt.
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NaCl-Konzentration (mM)

Abb. 8b: Elutionsprofil der Calpain-spezifischen Aktivitdt (Fluoreszenzca:-
Fluoreszenzgpra; pmol min'l) nach Anionenaustauscher-Chromatographie auf DEAE-
Sepharose von Uberstéinden der linken, freien Ventrikelwand Placebo-behandelter Tiere
1, 3, 7 und 14 Tage nach Infarkt. Zwei Aktivitédtsgipfel waren in den Fraktionen 8-12
(180-240 mM NaCl) und 13-16 (260-320 mM NaCl) zu beobachten. Die
Aktivitatsgipfel in den LVFW-Fraktionen erreichten 3 Tage nach Infarkt ihre Maxima.
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Standard Gipfel 1 Gipfel 2
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Abb. 9: Reprisentatives Ergebnis von Western blots der kardialen Calpaine I und II in
Fraktionen des infarzierten Rattenmyokards nach Anionenaustauscher-Chromatographie
auf DEAE-Sepharose. Bei beiden Calpainformen wurde die groBe 80 kDa-Einheit
identifiziert. Gipfel 1 enthielt Calpain I, Gipfel 2 dagegen Calpain II.



40

a)
Calpain-Gesamtaktivitat in 1S-Uberstanden
*
0.5 : * p<0.05 vs. Schein-OP T
S S 04 P #p<0.05vs. Placebo
> E b n=6-8; x+/-S.A.M. *
g S 03}
c = B #
o 02 F *
=5 Tl " # # ’ :
5SS o1} ﬁ ﬁ i_
0 = [ | mn i
Schein-OP 1Tag 3 Tage 7 Tage 14 Tage
nach Ml
O Schein-OP O Placebo B CAL 9961
b)
Calpain-Gesamtaktivitat in LVFW-Uberstanden
05 .
L * p<0.05 vs. Schein-OP
s~ 04 F # p<0.05 vs. Placebo .
§ ‘\ED R n=6-8; x+/-S.A.M. l .
e 03 F
£E I
g2 02}
% g_ - * # H * #
0= o1 b ﬁ #
Schein-OP 1Tag 3Tage 7 Tage 14 Tage
nach Ml
O Schein-OP O Placebo B CAL 9961

Abb. 10a, b: Calpain-Gesamtaktivitit (pmol AMC min" mg™ Protein) in Uberstéinden
von Gewebshomogenaten a) des interventrikuldren Septums (IS), b) der linken, freien
Ventrikelwand (LVFW) von scheinoperierten und Infarkt-induzierten Tieren mit
Placebo- bzw. CAL 9961-Behandlung, gemessen 1, 3, 7 und 14 Tage nach Infarkt.
*p<0,05 verglichen mit Schein-OP; #p<0,05 verglichen mit Placebo; Daten
reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichung (S.A.M.); n=6-8.
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3.3 Effekte von CAL 9961

3.3.1 CAL 9961 hemmt beide Calpainformen in vitro

Um die Wirkung des spezifischen Calpaininhibitors CAL 9961 in vitro zu untersuchen,
wurde der Enzymassay sowohl mit im Handel erhéltlichen, reinen Calpain I und 1II als
auch mit den Rohiiberstinden der kardialen Gewebeproben durchgefiihrt.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Studien zur Dosisfindung von CAL 9961
ergaben, dass eine Konzentration des Inhibitors von 226 nM L im Reaktionsansatz
eine vollstindige Hemmung der Aktivitdt von kommerziellem Calpain I und II (0,5
units mL™") bewirkte. Diese Konzentration fiihrte in den Rohiiberstinden der kardialen
Proben (IS, LVFW) ebenfalls zu einer vollstindigen Hemmung der Calpainaktivitit
(Daten nicht gezeigt).

3.3.2 CAL 9961 hemmt die Calpain-Gesamtaktivitat in vivo

Um die Effekte von CAL 9961 in vivo zu untersuchen, wurden die Versuchstiere der
Gruppen 6-9, ab 3 Tage vor Infarktinduktion bis zur Herzentnahme dauerhaft mit dem
Calpaininhibitor (15 mg kg d') behandelt.

Abb. 10a zeigt, dass die chronische Therapie mit CAL 9961, die Infarkt-induzierte
Erhdhung der Calpain-Gesamtaktivitit in Uberstinden von IS 1, 3 und 7 Tage nach
Infarkt auf Werte abschwichte, die sich von scheinoperierten Tieren nicht mehr
signifikant unterschieden. Vierzehn Tage nach Infarkt reduzierte die Behandlung mit
CAL 9961 die Calpainaktivitit im Vergleich zu Placebo-behandelten Tieren deutlich,
relativ zu scheinoperierten Tieren jedoch war sie signifikant erhoht.

Die Erhohung der Calpain-Gesamtaktivitit nach Myokardinfarkt in den LVFW-
Uberstinden wurde durch die CAL 9961-Behandlung im Vergleich zur Placebo-Gruppe
zu allen vier Zeitpunkten vollstindig aufgehoben (kein signifikanter Unterschied zu
scheinoperierten Tieren)(Abb. 10b).

Diese Ergebnisse entsprechen einer Partialinhibition der Calpain-Gesamtaktivitit durch

CAL 9961 im nicht-infarzierten Herzgewebe in der chronischen Phase nach
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Myokardinfarkt. Dagegen wurde die Calpain-Gesamtaktivitit im infarzierten Myokard

in der akuten Phase nach Infarkt auf das Level von scheinoperierten Tieren reduziert.

3.3.3 CAL 9961 hemmt beide Calpainformen in vivo

Um zu bestimmen welche Calpainform einer Enzymhemmung durch CAL 9961
unterlag, wurden Calpain I und II aus kardialen Gewebeproben von scheinoperierten
und Infarkt-induzierten Tieren mit Placebo- beziehungsweise CAL 9961-Behandlung
chromatographisch getrennt.

Die Aktivitdt von Calpain I und II in IS- und LVFW-Fraktionen wurde durch die CAL
9961-Therapie supprimiert (Abb. 1la, b). Abb. 1la zeigt die unterschiedlichen
Aktivititen in den Septumfraktionen (IS) 14 Tage nach Infarkt: Im Vergleich zur
Placebogruppe wurde durch die CAL 9961-Behandlung die Calpain I-Aktivitit um
63% reduziert und die Calpain II-Aktivitdt auf das Level scheinoperierter Tiere
abgesenkt (Reduktion um 69 %).

In den Fraktionen des linken Ventrikels (LVFW) 3 Tage nach Infarkt ergab sich
dagegen folgendes Bild: Im Vergleich mit der Placebobehandlung wurde der Anstieg
der Calpainaktivitét nach Infarkt vollkommen aufgehoben, die Aktivitit von Calpain I

wurde um 57 % und die von Calpain Il um 81 % reduziert.

3.34 CAL 9961-Behandlung reduziert kardiale Hypertrophie nach
Myokardinfarkt

Um die Auswirkungen von CAL 9961 auf die kardiale Hypertrophie nach akutem
Myokardinfarkt zu untersuchen, wurde der Quotient aus gemessenem Herzgewicht
(THW) und Korpergewicht (BW) der Tiere errechnet (THW/BW).

Vierzehn Tage nach Infarkt war dieser Quotient bei Placebo-behandelten Tieren (0,314
+ 0,01) signifikant gegeniiber den scheinoperierten Tieren (0,256 + 0,01) erhoht.
Demgegeniiber wiesen die Tiere der CAL 9961-Gruppe (0,298 + 0,01) im Vergleich mit
den Placebo-behandelten Tieren einen deutlich geringeren Quotienten auf, der relativ zu
den scheinoperierten Tieren jedoch signifikant erhoht war.

Diese Ergebnisse entsprechen einer Reduktion der kardialen Hypertrophie durch CAL
9961-Therapie.
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Effekt von CAL 9961 auf die Calpainaktivitét in 1S-Fraktionen
14 Tage nach Infarkt
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Abb. 1la, b: Effekte der chronischen CAL 9961-Behandlung auf die Aktivitdt von
Calpain I und II (pmol AMC min' mg' Protein) in Fraktionen nach
Anionenaustauscher-Chromatographie auf DEAE-Sepharose von a) interventrikularem
Septum (IS) 14 Tage nach Infarkt und b) linker, freier Ventrikelwand (LVFW) 3 Tage
nach Infarkt verglichen mit den Fraktionen von scheinoperierten Tieren und Fraktionen
infarzierter Herzen von Placebo-behandelten Tieren.

*p<0,05 verglichen mit Schein-OP; #p<0,05 verglichen mit Placebo; Daten
reprasentieren Mittelwerte +/- Standardabweichung (S.A.M.); n=6-8.
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4. Diskussion

4.1 Detektion und chromatographische Trennung von

Calpain l und 11

Zur Erfassung zeitlicher und regionaler Verdnderungen der Aktivitit kardialer Calpaine
und zur Bestimmung der Effekte des Calpaininhibitors CAL 9961 wurde fiir diese
Arbeit ein einfacher und spezifischer fluorimetrischer Assay fiir Calpaine etabliert.
Mittels Chromatographie auf DEAE-Sepharose wurden die Enzyme aus Uberstinden
kardialer Gewebeproben getrennt, und zwei Aktivititsgipfel konnten quantifiziert
werden. Durch ein Immunoblot-Verfahren konnte im ersten Gipfel die grofe
Untereinheit von Calpain I und im zweiten Gipfel die groe Untereinheit von Calpain II
identifiziert werden (Abb. 9).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die kleine 28 kDa-Untereinheit beider Enzymformen von
der grofen Untereinheit nach Chromatographie dissoziiert war.

Eine solche Dissoziation der groBen und kleinen Untereinheit bei chromatographischer

153

Trennung wurde bereits durch Elce et al. beschrieben und wird in

Gewebepriparationen hiufiger beobachtet %',
In Gegenwart von Ca’"-Ionen kann es neben der Dissoziation zu einer Autolyse der
grolen Untereinheit kommen, die zur Produktion von aktiven, aber kurzlebigen und

instabilen Fragmenten von 78 kDa bezichungsweise 75 kDa fiihrt "'

. Werden dagegen
Ca®**-freic Medien fiir die Calpainseparation verwendet, kann eine Dissoziation
vermieden werden '>. In dieser Studie lagen jedoch trotz der Zugabe von EDTA zum
Homogenierungspuffer dissoziierte Untereinheiten vor, Fragmente von 78 kDa oder 75
kDa konnten in den Fraktionen nicht nachgewiesen werden.

Als Erklarung fiir diese Beobachtung kommt neben einer moglichen Trennung oder
einer Degradierung der kleinen Untereinheit bei der Priaparation auch eine Dissoziation
der Untereinheiten in vivo nach Infarkt in Frage, wie sie im Rahmen des

Aktivierungsmechanismus von Calpain geschicht (Abb. 4) %7,
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Letztlich muss auch eine fehlgeschlagene Antikorper-Bindung in Betracht gezogen,
werden, obschon in fritheren Studien eine Darstellung auch der kleinen Untereinheit

durch die gewihlten Antikdrper gelungen ist '>°.

In dieser Studie war die Ca*"-abhingige, proteolytische Aktivitit der 80 kDa-Einheit
mittels des fluorimetrischen Enzymassays nach DEAE-Sepharose-Chromatographie in
Gegenwart von 5 mM Ca”" messbar, was darauf hinweist, dass die groBe katalytische
Untereinheit als Monomer intakt und aktiv war. Diese Beobachtungen sind konsistent

mit Ergebnissen von Yoshizawa et al. '>*

und stehen im Widerspruch zu der frither
aufgestellten These, dass Calpaine lediglich als Dimere aktiv sind >’

Die Calpainaktivitit, die durch die Methode in dieser Studie gemessen wurde, stellt die
maximale Aktivitit von Calpain I und II dar, da diese bereits durch Ca'-
Konzentrationen von mehr als 1 mM maximal aktiviert werden, wenn Suc-Leu-Tyr-

AMC als Substrat verwendet wird '*°. Bei Extrapolationen auf die Situation in vivo,

sollte jedoch die tatsichliche intrazelluldre Ca**-Konzentration beriicksichtigt werden.

Durch den Entzug von Ca®-Ionen mit EDTA konnte die Calpainaktivitit in den

138159 Dennoch war es im Vorfeld

Reaktionsansétzen fritherer Studien gehemmt werden
dieser Studie nicht moglich, die Umsetzung von Substrat durch Zugabe von EDTA
vollstindig zu unterbrechen. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass durch
Bindung von Ca** an die EF-hand-Strukturen des Calpainmolekiils strukturelle

Verinderungen innerhalb des Enzyms eintreten ''?

. Diese sind moglicherweise durch
den Einsatz von Ca*"-Chelatoren nicht mit sofortiger Wirkung reversibel. Ferner kommt
auch eine unspezifische, Ca’’-unabhingige Hydrolyse des Substrats durch andere

Proteasen wie den bei Infarkt ebenfalls aktivierten Cathepsinen in Betracht '®.

Nach Homogenisierung und Zentrifugation wurden die Uberstinde der kardialen
Gewebeproben bei -20° C beziehungsweise -80° C eingefroren. Dies hatte im Vorfeld
dieser Studie zu einer Aggregation und Prézipitation der Proteine gefiihrt. Ursdchlich
hierfiir konnte ein von Pal et al. '®' beschriebener Prozess sein, demzufolge die
Untereinheiten von Calpain zunichst in Gegenwart von Ca**-Ionen dissoziieren und
sich in weiteren Schritten Homodimere der kleinen Untereinheiten und grofere Cluster

aus groBen Untereinheiten und Ca”’-gebundenen Heterodimeren des Calpains bilden.
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Durch diesen nur anfanglich noch reversiblen Prozess entstehen unldsliche Aggregate
wie sie auch in dieser Studie zu beobachten waren. Da in dieser Studie ein Ca*'-freier
Homogenisierungspuffer verwendet worden ist, kime als Erkldrung eine Dissoziation
der Untereinheiten bereits in vivo in Betracht. Eine Aggregation nach dem von Pal et al.
beschriebenen Mechanismus spriche zudem fiir die Abwesenheit des endogenen
Calpaininhibitors Calpastatin in den kardialen Proben, da dieser eine Aggregation
verhindert '®'. Eine reduzierte Aktivitit von Calpastatin im ischimischen Herzen wurde
bereits in friiheren Studien beschrieben **'**,

Durch Zugabe von Polyethylenglycol zu Calpain-haltigen Uberstinden konnten
Yoshizawa et al. eine Aggregation verhindern und die Calpainmolekiile in Losung
halten. Zuriickgefiihrt wird dies auf die Interaktion von Polyethylenglycol mit

154 o
. Ein solcher

hydrophoben Abschnitten der dissoziierten Calpainuntereinheiten
Mechanismus konnte auch dem in dieser Studie gewéhlten Verfahren, in dem durch

Zugabe von Glycerin eine Aggregation vermieden werden konnte, zugrunde liegen.

4.2  Calpain I im nicht-infarzierten Myokard nach Infarkt

Nach der Etablierung des Enzymassays fiir Calpain I und II aus kardialen
Gewebeproben, wurde die Aktivitit beider Calpainformen im nicht-infarzierten (IS) und
infarzierten (LVFW) Rattenmyokard 1, 3, 7 und 14 Tage nach Infarkt gemessen, um
regionale und zeitliche Verdnderung zu erfassen.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen einen kontinuierlichen Anstieg der Aktivitidt von
Calpain I im nicht infarzierten Myokard (IS) mit den hochsten Werten 14 Tage nach
Infarktereignis, wahrend Calpain II in dieser kardialen Region relativ zu Calpain I
weniger Aktivitit zeigte (Abb. 8a, 10a). Der Anstieg der Calpain I-Aktivitit 14 Tage
nach Infarkt wurde begleitet durch eine kompensierte kardiale Hypertrophie, belegt
durch den angestiegenen Quotienten THW/BW. Diese Resultate stimmen mit
Ergebnissen fritherer Studien iiberein, die eine Heraufregulierung von Transkription und
Translation im nicht infarzierten, hypertrophierten Rattenherz zeigten . Ferner konnten
Studien an Ratten demonstrieren, dass assoziiert mit kardialer Hypertrophie nach
Druckiiberlastung, ein diastolischer Anstieg der Ca*"-Konzentration in ventrikuldren
Myozyten des insuffizienten Herzens auftrat *®'®2. Ein solcher Anstieg der

intrazelluliren Ca®"-Konzentration ereignete sich ebenfalls assoziiert mit kardialer
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163 Ursiichlich hierfiir kénnte

Hypertrophie im Gefolge eines akuten Myokardinfarktes
ein vermehrter Einstrom von Ca®"-Ionen in die Myozyten '** und/oder eine verminderte
Wiederaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum sein '®. Diese erhohten Ca®'-
Konzentrationen im nicht-infarzierten Myokard (IS) in der spdten Phase nach einem

Infarktereignis konnten fiir die Aktivierung von Calpain I verantwortlich sein.

Da Calpain II sehr viel hohere Konzentrationen an Ca®"-Ionen zur Aktivierung benétigt,

.. . . e1qe . . 105
die in vitro im millimolaren Bereich liegen

, ist der Anstieg des intrazelluldren
Calciums im nicht-infarzierten Myokard wahrscheinlich nicht ausreichend, um Calpain
II zu aktivieren. Dagegen konnten frithere Studien zeigen, dass Calpain I bereits durch
einen moderaten Anstieg der intrazelluliren Ca®*-Konzentration im hypertrophierenden

Myokard bei Herzinsuffizienz aktiviert wird '*

. Hierbei muss jedoch beriicksichtigt
werden, dass bei der Aktivierung von Calpainen in vivo Mechanismen wie Dissoziation
der  Untereinheiten, limitierte Autolyse und Komplexbildung mit
Calpainaktivatorproteinen eine Rolle spielen, die den Ca’’-Bedarf und die Aktivitit

beeinflussen ''*123126,

Da Proteine wie Spectrin (Fodrin) , Dystrophin, und Vinculin, die das Zytoskelett mit
der Plasmamembran verbinden '°®, Substrate fiir Calpain I sind 12 konnte ein Abbau
dieser myokardialen Strukturproteine der erste Schritt fiir eine Anderung von Gestalt
und GrofBe der Myozyten nach akutem Myokardinfarkt sein. Calpain I scheint demnach
in strukturelle Remodeling-Prozesse und in die Entwicklung kardialer Hypertrophie im
nicht-infarzierten Myokard involviert zu sein.

Weitere Studien sind jedoch nétig, um zu untersuchen, ob Calpain im Rahmen eines
kardialen Remodelings Strukturproteine auch in vivo abbaut und inwieweit dieser
Prozess in der Pathogenese des Remodelings eine Rolle spielt. Erste Ergebnisse weisen

in diese Richtung '%".
4.3 Calpain Il im infarzierten Myokard
Im Gegensatz zu Calpain I erreichte Calpain II 3 Tage nach Infarktereignis im

infarzierten Myokard (LVFW) die maximale Aktivitit (Abb. 8b, 10b). Das

experimentelle Tiermodell des akuten Myokardinfarktes, das in dieser Studie verwendet
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wurde, fiihrte zu einer Ischdmie der linken, freien Ventrikelwand. In der akuten Phase
des Infarkts ist dies assoziiert mit einem deutlichen Anstieg der intrazelluliren Ca*'-

168

Konzentration ", was als Schliisselereignis der strukturellen Degradierung des

Myokards und der kardialen Nekrose gilt '®.

Die Calcium-Uberladung der Myozyten erreicht jedoch nur mikromolare und nicht
millimolare Konzentrationen '®’, wie sie in friiheren Studien fiir eine optimale Aktivitit
fiir Calpain II in vitro angegeben wurden '*. Matsumura et al. konnten jedoch zeigen,
dass Calpain in vivo bereits bei Ca’’-Konzentrationen unterhalb von 1 pM aktiviert
wird ',

Dariiber hinaus wére es moglich, dass der initiale Anstieg des intrazelluldren Calciums
bereits eine Aktivierung von Calpain I bewirkt, was zu einem Abbau von
Membranproteinen fithren kéonnte, die in den Ca*"-Transport involviert sind '’'. Dies
hitte eine weitere ErhShung der Ca®"-Konzentration und konsekutiv eine weitere
Aktivierung von Calpain II zur Konsequenz.

In frilheren Studien konnten Sandmann und Mitarbeiter eine Heraufregulierung von
Calpain II im infarzierten Herz zeigen und Tolnai und Korecky eine Reduktion der

73132 a: "
77, Beides ldsst vermuten,

Calpastatinaktivitdt im ischdmischen Myokard nachweisen
dass das Verhiltnis zwischen Calpain und Calpastatin in Richtung einer hoheren
Calpainaktivitdt verschoben ist.

Diese Aktivierung von kardialem Calpain II fiihrt zu einer gesteigerten Proteolyse von
Calpainsubstraten, darunter Proteine des Zytoskeletts und der Plasmamembran '**, mit

der Folge von Zellschaden, kardialer Nekrose '°* und Apoptose *°.

Im Widerspruch zu den Ergebnissen in dieser Studie stellten Toyo-Oka et al. '’ in
Herzen von Hunden nach Infarktinduktion einen Abfall der Calpainaktivitéit fest. Bei
dieser Studie wurde jedoch keine Unterscheidung zwischen Calpain I und II
vorgenommen und im Gegensatz zu dieser Arbeit verwendeten Toyo-Oka et al. kein
spezifisches, fluorogenes Substrat zur Bestimmung der Calpainaktivitét. Ferner erfolgte
die Auswertung der Gewebeproben bereits 3 h nach Infarktereignis, wihrend in dieser
Studie das Aktivitdtsmaximum fiir Calpain II erst nach drei Tagen erreicht wurde. Diese
Unterschiede konnten die Diskrepanzen zwischen den Studien erkléren.

173

Atsma et al. stellten nach metabolischer Inhibition eine deutliche

Aktivitatssteigerung von Calpain fest, sahen jedoch keine Verhinderung des Zelltodes
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durch eine Inhibitor-vermittelte Unterdriickung der intrazelluldren Calpainaktivitit und
zogen die Schlussfolgerung, dass Calpain beim Zelltod keine Rolle zukommt. Diese
Studie ist durch die verwendete metabolische Inhibition mit Zyanidionen mit dieser
Studie, bei der durch Koronarligation ein akuter Myokardinfarkt induziert wurde, nur
eingeschrinkt vergleichbar. Dariiber hinaus wurde keine Differenzierung zwischen den
Calpainformen und Herzregionen vorgenommen. Im Widerspruch zu den Ergebnissen
von Atsma et al. haben andere Studien eine protektive Wirkung der eingesetzten

Calpaininhibitoren Leupeptin und Calpaininhibitor-1 zeigen kénnen "',

Weitere Studien sind notwendig, um zu untersuchen, ob die in dieser Studie gezeigte
Aktivitétssteigerung von Calpain II nach Myokardinfarkt auch in vivo zu einem
vermehrten Abbau von Proteinen des Zytoskeletts und der Plasmamembran durch
Calpain II fiihrt, und inwiefern ein solcher Abbau bei der Entwicklung der Nekrose von

Herzgewebe eine Rolle spielt.

4.4  Auswirkungen des Calpaininhibitors CAL 9961 auf kardiale
Calpaine

Eines der Hauptziele dieser Studie war die Untersuchung der Auswirkungen des
zellpermeablen Calpaininhibitors CAL 9961 auf die Aktivitit der kardialen Calpaine in
vitro und in vivo sowie die Einschidtzung der Selektivitidt des Inhibitors zu Calpain I und
I1.

Die Experimente in vitro zeigten, dass CAL 9961 die Aktivitdt beider Calpainformen
wirksam hemmen konnte, sowohl in Ansédtzen mit kommerziellem Calpain I und II als
auch in rohen Uberstinden von kardialen Gewebeproben.

Eine chronische Therapie von Versuchstieren der Infarktgruppen reduzierte die Calpain
[-Aktivitdt 14 Tage nach Infarkt im nicht-infarzierten Myokard und unterdriickte den
Anstieg der Calpain II-Aktivitit im infarzierten Herzgewebe 3 Tage nach Infarkt (Abb.
11a, b). Der Umstand, dass Calpain I und II in chromatographisch fraktionierten
Herzproben inaktiv waren, ldsst auf eine deutliche inhibitorische Wirkung von CAL

9961 auf kardiale Calpaine schlieen.
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Die Ergebnisse in Abb. 11a und b deuten auf eine hohere Affinitdt von CAL 9961 zu
Calpain II hin.

Wihrend in fritheren Studien die inhibitorische Potenz verschiedener Calpaininhibitoren
wie E-64c '’ Calpaininhibitor-1 '** und NCO-700 ' im ischimischen Myokard
gezeigt werden konnte, wurde in dieser Studie erstmals die inhibitorische Wirkung des
Calpaininhibitors CAL 9961 auf kardiale Calpaine in einem Tiermodell mit

permanenter Koronarokklusion an Ratten demonstriert.

Eine Reihe von Studien konnte eine Beteiligung aktivierter Calpaine beim Abbau von
kardialen Proteinen wie Alpha-Actinin, Desmin, Spectrin, Vinculin oder Dystrophin
unter ischdmischen Bedingungen nachweisen '*'°'7°. Dies war assoziiert mit Zelltod
der Myozyten, Verlust struktureller Integritdt und kardialer Dysfunktion. Weiterhin
konnten Studien zeigen, dass durch Einsatz der Calpaininhibitoren NCO-700, E-64c,
Leupeptin und Calpaininhibitor-1 eine Reduktion der InfarktgroBe beziehungsweise
eine Funktionsverbesserung des Arbeitsmyokards erreicht werden konnte '**!'*-17+175

was auf eine Beteiligung von Calpainen am myokardialen Abbauprozess nach Infarkt

schlieBen lasst.

Im Widerspruch hierzu konnten Atsma et al. ' bei einer Studie mit metabolisch
gehemmten Myozyten durch Leupeptin und Calpaininhibitor-1 zwar eine Reduktion der
Calpainaktivitit erreichen, jedoch keine Verhinderung des Zelltodes. Moglicherweise
sind diese Diskrepanzen auf die Unterschiede in der Pathogenese zwischen
metabolischer Inhibition an neonatalen Rattenmyozyten und Myokardinfarkt an adulten
Herzen zuriickzufiihren. Bei einer Studie mit adulten Myozyten konnten lizuka und

177

Mitarbeiter eine deutliche Reduktion der Zelltodrate nach Hypoxie durch

Calpaininhibitor-1 und E-64 demonstrieren.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie ldsst sich vermuten, dass durch CAL 9961 ein
Calpain I-vermitteltes strukturelles Remodeling des Herzens in der spédten Phase nach
Infarkt und Calpain II-induzierte kardiale Gewebeschdden in der akuten Phase nach
Infarkt verhindert werden konnen.

Es sind jedoch weitere Experimente notwendig mit permanent koronarligierten Ratten,

um die Korrelation zwischen Inhibition der kardialen Calpaine durch CAL 9961 und
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den Auswirkungen auf Infarktgrofle, myokardialem Remodeling und kardialer Funktion
zu kldren. Weitere Studien mit Calpainform-spezifischen Inhibitoren oder Knock-out-
Maiusen sind noétig, um die individuelle Rolle von Calpain I und II unter den
Bedingungen einer kardialen Ischdmie zu bestimmen. Zukiinftige Forschung konnte
dann eine Uberpriifung der klinischen Anwendbarkeit von Calpaininhibitoren zum Ziel
haben, auch im Hinblick auf die durch die physiologischen Funktionen von Calpainen

zu erwartenden Nebenwirkungen.
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5. Zusammenfassung

Als Folge eines akuten Myokardinfarktes kommt es zu einem Anstieg der
intrazelluldren Ca®’-Konzentration assoziiert mit einer Aktivierung der kardialen
Cysteinproteasen Calpain I und II. Diese scheinen in der Pathogenese von
Gewebeschdden und Nekrose nach Myokardinfarkt eine wesentliche Rolle zu spielen.
Dariiber hinaus gibt es Hinweise auf eine Beteiligung von Calpain I bei kardialen
Umbauprozessen nach Infarkt.

Calpaininhibitoren konnten daher in der Therapie des Myokardinfarkts erfolgreich
eingesetzt werden. Unter den Bedingungen einer kardialen Ischdmie konnte bei einigen

dieser Substanzen eine kardioprotektive Wirkung demonstriert werden.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde ein Aktivitdtsprofil der beiden
Calpainformen im infarzierten und nicht-infarzierten Myokard erstellt und die
Auswirkungen des Calpaininhibitors CAL 9961 in vitro und in vivo untersucht.

Hierzu wurde an Ratten durch permanente Ligation der linken Koronararterie ein akuter
Myokardinfarkt induziert. Ein, 3, 7 und 14 Tage nach Infarkt wurden Calpain I und II
aus Gewebehomogenaten von interventrikulirem Septum (IS) und linker, freier
Ventrikelwand (LVFW) mittels Chromatographie auf DEAE-Sepharose getrennt. Die
Aktivitdt wurde in scheinoperierten und Infarkt-induzierten Tieren mit chronischer
Placebo- oder CAL 9961-Therapie mithilfe eines Enzymassays mit synthetischem

Substrat gemessen. Die Therapie wurde 3 Tage vor Infarktinduktion begonnen.

Calpain I-Aktivitét erreichte 14 Tage nach Infarkt hochste Werte im nicht-infarzierten
Myokard (IS), wihrend die maximale Calpain II-Aktivitidt 3 Tage nach Infarktereignis
im infarzierten Herzgewebe (LVFW) gemessen wurde. In Experimenten in vitro
hemmte CAL 9961 beide Calpainformen vollstindig. In vivo verhinderte eine
chronische Therapie mit CAL 9961 bei Tieren mit Myokardinfarkt teilweise den
Anstieg der Calpain I-Aktivitdt im nicht-infarzierten Gewebe (IS) und reduzierte die
Calpain II-Aktivitdt im infarzierten Myokard (LVFW) auf das Level scheinoperierter

Tiere.
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Die in dieser Dissertation erbrachten Ergebnisse zeigen, dass die kardialen Calpaine I
und II nach einem akuten Myokardinfarkt aktiviert werden, sich ihre Aktivierung
jedoch innerhalb des Myokards zeitlich und regional unterscheidet. Die chronische
Inhibition dieser Enzyme konnte die Calpain-vermittelten Gewebeschidden limitieren

und zur Erhaltung der strukturellen Integritét des Myokards nach Infarkt beitragen.
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