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1. Einfiihrung

1.1Die koronare Herzkrankheit

In Deutschland ist die koronare Herzkrankheit (KHK) die haufigste zum Tode
fuhrende Organerkrankung. 5-10% der Manner und 2-5% der Frauen leiden an
einer KHK.

Laut World Health Report gehen nahezu 30% der globalen Todesfalle auf kardio-
vaskulare Krankheiten zuriick [1]. Von 16,7 Millionen Todesfallen durch Erkran-
kungen des Herz-Kreislaufsystems werden 7,2 Millionen durch einen Herzinfarkt
hervorgerufen [1]. Moens et al [2] geht sogar so weit zu behaupten, dass der
Herzinfarkt die Haupttodesursache in der Welt sei.

Definitionsgemal beruhen die klinischen Formen der koronaren Herzkrankheit
auf einer stenosierenden Erkrankung der HerzkranzgefalRe. Sie basiert in erster
Linie auf einer Atherosklerose, die zu einer mangelhaften Sauerstoffversorgung
des Myokards flihrt.

Die WHO definiert die Atherosklerose als variable Kombination von Intima-
veranderungen, bestehend aus herdférmigen Ansammlungen von Lipiden,
komplexen Kohlenhydraten, Blut und Blutbestandteilen, Bindegewebe und
Kalziumablagerungen, verbunden mit Anderungen der Arterienmedia [3].

Die resultierenden Stenosen der Herzkranzgefal’e drosseln die Sauerstoff-
versorgung des Myokards und wahrend der suffiziente Koronarkreislauf die
Durchblutung dem wechselnden Bedarf des Herzens an Sauerstoff und Blut
anzupassen vermag, gelingt dieses hier nicht mehr. Man spricht von
Koronarinsuffizienz. Oft verschlie3t auch ein Thrombus akut diese stark vereng-
ten Gefalie.

Mit mehr als 90% ist die entstehende primare Koronarinsuffizienz die Hauptur-
sache myokardialer Ischamien.

Der entstehende Herzinfarkt ist gekennzeichnet durch eine zusammenhangende
Herzmuskelnekrose. Dabei handelt es sich um eine Koagulationsnekrose in Form
eines andmischen Infarktes im Versorgungsgebiet eines der drei Koronarhaupt-
stamme [3].

Das klinische Bild des akuten Infarktes charakterisieren haufig heftigste

Herzschmerzen, die als vernichtend beschrieben werden.



Zum Teil sind die Patienten an &ahnliche Beschwerden gewoéhnt, wenn die
Erkrankung als Angina pectoris bekannt ist, andererseits kann der Infarkt auch
die Erstmanifestation der koronaren Herzkrankheit darstellen.

Beim Menschen ist die Ischamie in der Regel ein regional begrenzter Vorgang,
trotzdem ist im Verlauf eines solchen Geschehens eine deutlich herabgesetzte
Gesamtleistung des Herzens zu beobachten. Der Zustand einer Minderver-
sorgung fiihrt zu zelluldren und molekularen Anderungen. Myokardiale Ischamien
induzieren zahlreiche metabolische Ereignisse mit reversiblen und irreversiblen
funktionellen und strukturellen Veranderungen.

In der Doppelherzmethode kénnen Katecholamine den Effekt, dabei freigesetzter
negativ ionotroper wirksamer Substanzen (NIS), in Abhangigkeit von der
Ischamiedauer abschwachen [4].

Dabei finden, im Hinblick auf Durchblutung und kontraktile Funktion, Wechsel-
wirkungen zwischen ischdmischem und benachbartem nichtischamischem
Myokard statt. So wird, zum Beispiel, das ischamische Areal passiv durch die
Kontraktion des umgebenen Muskelgewebes gedehnt.

Durch verschiedenste Untersuchungen konnten zelluldre Veranderungen des
postischamischen Gewebes festgestellt und mit dem Funktionsverlust des
Ventrikel in Zusammenhang gebracht werden [5].

Ein Erkldrungsansatz postuliert die herabgesetzte Sensibilitdt kontraktiler
Proteine fir Kalzium [6], gleichzeitig wird auch die Bildung und Interaktion mit
freien Radikalen [7] diskutiert.

Zum Teil geht man von der Bildung zytotoxischer Enzyme aus, auch scheint die
veranderte Ca™-Homeostase [8] eine Rolle zu spielen. Mdglicherweise ist ferner
eine Dysfunktion des sarkoplasmatischen Retikulum [9] beteiligt. Zusatzlich wird
angenommen, dass NO [10] und Adenosin [11, 12] das postischamische Myo-
kard beeinflussen.

Proteine, deren Bildung erst durch das Ischamieereignis angeregt wird, wie die
Phospholipase A, konnen die Funktion ebenfalls modulieren [13].

Die Bildung von Sauerstoffradikalen fihrt zu einer postischamisch erhéhten
Lipidperoxidation kardialer Membranen [14]. Uberhaupt &ndern sich wahrend
einer Ischamie die Stoffwechselwege der Myozyten.

Im ischamischen Gewebe entstehen Substanzen, welche negativ ionotrop auf
den nicht ischamischen Myokardteil wirken. So finden sich in Patienten mit
akutem Myokardinfarkt gro3e Gebiete nicht-funktionalen, aber vitalen Gewebes.

Dabei ist diese Dysfunktion reversibel [15].



Kardiodepressorische Effekte kdnnen freie Radikale [16], NO [17] oder Adenosin
[18] vermitteln. Verschiedene Studien der letzten Jahre haben gezeigt, dass
Produkte koronarer und endokardialer Endothelzellen hier ebenfalls eine groRRe
Rolle spielen [19]. In dieser Gruppe von Produkten des Endothel ist insbeson-
dere das Endothelin [20] zu nennen, welches die myokardiale Kontraktilitat
beeinflussen kann.

Die Mediatoren, welche flir die hier vorgelegte Untersuchung relevant sind,
werden jedoch direkt von postischamischen Herzmuskelzellen freigesetzt und
wirken sich auf die Gesamtleistung des Herzens negativ aus [21]. Felix et al [4]
beschrieb, dass die Faktoren, die von einem isolierten Herzen infolge Ischamie
freigesetzt werden, wahrscheinlich nicht vom Endothel abstammen.

Wahrend bereits der Zustand der Ischamie ein erhebliches Gefahrdungspotential
beinhaltet, kann eine anschlielende Reperfusion des ischamischen Areals,
obwohl fiir das Uberleben unabdingbar eine weitere Herabsetzung der Myokard-
leistung bewirken. Das entspricht dem Begriff des Ischamie-Reperfusions-
Schaden [22]. Die verschiedenen klinischen Manifestationen beinhalten unter
anderem Muskelnekrosen, Arrhythmien, Stunning und endotheliale Dysfunktion
[2]. Auf Zellebene resultiert ein Nebeneinander von nekrotischen, apoptotischen
und normalen Myozyten.

So treten bereits kurz nach Beginn der Reperfusion schadigende Effekte auf,
wahrscheinlich schon innerhalb der ersten Minuten.

Es erfolgt eine Anderung der Struktur und Aktivitdt von Myofilamenten [6], sowie
eine Assoziation verschiedener Proteine mit den Myofibrillen [23], mdglicher-
weise auch vermittelt Gber die MPTP (mitochondrial permeability transition pore)
[24, 25] oder eine Interaktion der Mitochondrien mit radikalen Sauerstoffspezies
[24].

Weiterhin setzt der ischamische Zellverband Mediatoren frei, welche die
Gesamtleistung des Herzens mindern, die also kardiodepressiv wirken. Fur
diese Substanzen ist die Inhibition der Zellverkiirzung und des Kalziumeinstroms
beschrieben. So geht Zucchi et al [26] von einer Anderung des Ryanodin-
rezeptors und der Ca**-freisetzenden Kanale des sarkoplasmatischen Retikulum
aus. Trotz allem gibt es bis heute keine zufriedenstellende Erklarung fur diese

Mechanismen.



Die bisher beschriebene negativ inotrope Wirkung der untersuchten Mediatoren
erfolgt groBtenteils durch die Reduktion des intrazellularen Kalziumgehaltes [4,
21, 27]. Eine Reihe von Kontrollmechanismen interferieren mit dem jeweiligen
Freisetzungssystem.

In den Herzmuskelzellen zeichnet vor allem der L-Typ-Ca**-Kanal fiir den
Kalziumeinstrom wahrend der Depolarisation verantwortlich. Durch verschiedene
Phospkokinasen kann hier eine Modulation erfolgen. Hier ist die Signal-
transduktionskaskade von besonderem Interesse, da die Phosphorylierung
regulatorischer Proteine durch z.B. die cAMP abhangige Phosphokinase A zur
schnellen Regulation der Kontraktilitat beitragt. Bekanntermalien wird die
Aktivitat des L-Typ-Ca**-Kanals durch cAMP auf- [28] und durch cGMP herunter-
reguliert [29]. Auch die ATP regulierten Kaliumkanale beeinflussen den intrazellu-
ldren Kalziumgehalt. Dabei bedingt ihre Offnung einen Abfall der Konzentration.
Felix et al [27] zeigte, dass die NIS, ihren supprimierenden Effekte nicht Uber die
cAMP-abhangige Phosphorylierung des Kanals austiben.

Um den Effekt des postischamischen Effluates auf den intrazellularen Kalzium-
haushalt naher zu bestimmen, wurden die Messungen mit einem UV-
Lichtmikroskop durchgefiihrt. Dadurch konnten Anderungen der Ca**-Konzen-

tration detektiert werden.

1.2 Folgen der Ischamie
Die unterschiedlichen Auswirkungen, welche die koronare Herzkrankheit flr den
Organismus und vor allem flr da Organ selbst haben kann, werden im folgenden

Kapitel behandelt.

1.2.1 Ischamische Prakonditionierung

Der Begriff beschreibt den beobachtbaren Schutz des Herzens wahrend einer
Ischadmie vor dem Auftreten des Stunning und eine Minderung der Infarktgréf3e
nachdem kirzere Ischamie-Intervalle aufgetreten sind [30, 31]. Es wird im
allgemeinen angenommen, dass die Prakonditionierung (IPC) intrazellulare
Mechanismen des Zellschutzes aktiviert, welche die Toleranz gegenlber
ischamischen Ereignissen verbessern [32]. Zahlreiche Versuche an Tiermodellen
belegen die Komplexitat der endogenen Kardioprotektion, die mitochondriale,
cytosolische, endotheliale und elektrische Vorgange involviert [33, 34].

Ahnliche Ablaufe sind auch fiir die Skelettmuskulatur [35], Gehirn [36], Niere [37]
und Leber [38] beschrieben.



Es ist davon auszugehen, dass auch im menschlichen Herzen entsprechende
Mechanismen greifen [32, 39, 40]. Im allgemeinen vermutet man zwei Phasen
der Prakonditionierung, spricht dabei von einem ersten und zweiten Fenster [40]
mit multiplen Kaskaden.

Ein méglicher Mechanismus ist eine Anderung an den Kanalen des sarkoplasma-
tischen Retikulum, jedoch bleibt die Kalzium-getriggerte-Kalzium-Freisetzung
durch kurze ischamische Episoden unbeeinflusst [26]. Andererseits wird eine
Beteiligung von Adenosin vermutet, da dieses unter hypoxischen Bedingungen in
den Zellen akkumuliert [11, 12] und in der Lage ist, Uber die Phospholipase C
oder einen G-Protein gekoppelten Mechanismus in den Prozess der Prakonditio-
nierung einzugreifen [41]. Die Proteinkinase A [42] bzw. C [43] und auch MAP-
Kinasen [44] (mitogen activated protein) sind vermutlich an der Signaltransduk-
tion beteiligt und kénnen von verschiedensten Substanzen beeinflusst werden.
Eine paradoxe protektive Rolle von Sauerstoffradikalen wird diskutiert [30, 31,
45]. Wahrend der Ischamie kommt es zu einer Anhaufung reaktiver Sauerstoff-
spezies (ROS) [46], die in der Phase der Reperfusion zu massiver kardialer
Schadigung fuhren kann [47], aber essentiell fir die Vermittlung des IPC zu sein
scheint [46]. Moglicherweise wird der schitzende Einfluss der ROS Uber eine
Blockade der MPTP vermittelt [24, 48]. Zahlreiche Medikamente beeinflussen die
Ausbildung eines Schutzes, wahrscheinlich ebenfalls Uber die Interaktion der
Bildung von ROS. Dazu gehoéren die Inhalationsanasthetika [49], Kaliumkanal-
offner wie Diazoxide [50], Opioide, Phenylephrin und Bradykinin [51].

Der Einfluss ATP-abhangiger Kaliumkanale [52, 53] ist belegt, auch wenn
weiterhin Uber den Einfluss mitochondrialer (mKatp) und oberflachlicher (sKatp)
keine abschlieRende Aussage betroffen werden kann. Diese kénnten durch die
Reduktion der Kalziumiiberladung einen Schutzmechanismus ausiiben [54]. So
spricht die Reduktion des Kalziumeinstromes wahrend der Ischamie und Reper-
fusion durch die Offnung von sKarp-Kanalen [55, 56] fir eine Rolle der sarkolem-
malen Kanale, andererseits bewirkt die (")ffnung des mitochondrialen ATP-sensi-
tiven Kaliumkanals eine erhdohte Produktion von Sauerstoffradikalen [57] und
kénnte Uber den oben beschriebenen Weg zur Kardioprotektion beitragen.
Weiterhin gibt zahlreiche Hinweise, dass das Vorhandensein der Cyclooxy-
genase (COX) fur die Entstehung einer Prakonditionierung essentiell ist [58, 59].
Moglicherweise besteht auch eine Verbindung zwischen der Aktivierung von

Kaliumkanalen und der Aktivitat der Cyclooxygenase [58].



Indessen existieren auch Anhaltspunkte, die fir eine eher abtragliche Rolle des
Enzyms sprechen [60]. Der Schutzfaktor, der von diesem Enzym metabolisiert
wird, ist weiterhin unbekannt. Es konnte sich dabei mdglicherweise um
Fettsduren handeln, da wahrend der Ischamie und Reperfusion unveresterte
Arachidonsaure in den Zellen akkumuliert [61]. Daraus entstehen Uber die
Cyclooxygenase und Lipoxygenase kardioprotektive Metaboliten wie Prostacyclin
[62] und 12-HETE, aber auch durch die Verstoffwechselung mittels Cytochrom P
450 Derivate der 20-HETE, die als potente Vasokonstriktoren schadlich fir das
ischamische Areal wirken. So wird eine Minderung der schadlichen Ischamie-
Reperfusions-Effekte durch die Inhibition von Cytochrom P 450 Effekten berichtet
[62]. Andererseits werden durch Epoxidation Regioisomere gebildet, die in der
Lage sind die Schadigung durch Ischamie und Reperfusion fir Myokard und
vaskulares System zu senken. Li et al und weitere Autoren [63, 64] beschreiben
die induzierbare NO-Synthase als Mediator der spaten Phase der
Prakonditionierung und sehen dabei ebenfalls eine obligatorische Rolle der COX

2, deren Induktion als Stressantwort verstanden wird.

1.2.2 Hibernating myocardium

Die Ischamie wird grundsatzlich als instabiler Zustand dargestellt, bei dem ein
Missverhaltnis zwischen Koronardurchblutung und kontraktiler Funktion besteht.
Im Falle des ,Hibernating myocardium® ist diese Definition nicht zutreffend.
Ausgehend von einer moderaten Ischamie entwickelt sich eine regional reduzier-
te kontraktile Funktion, die sich proportional zur regionalen Durchblutung verhalt
[65]. Dieses stellt ein Charakteristikum der ,short-term-hibernation® dar. Dieser
Zustand kann Uber Stunden stabil sein und sich unter Reperfusion erholen [66]
ohne irreversible Schaden zu verursachen, geht allerdings mit einem zellularen
Remodeling und der Modifikation der Ansprechbarkeit der kontraktilen Filamente
einher [66]. Ahnlich dem Stunning und Preconditioning wird hier eine veranderte
Kalziumhomeostase [67] postuliert.

Auf ionotrope Stimulation sowie bei einer weiteren Abnahme der Durchblutung
reagiert das Herz mit einer Unterbrechung der Situation und infarziert [68]. Der
genaue Mechanismus, welcher der Hibernation zugrunde liegt, konnte noch nicht
abschlielend geklart werden [69].

Die Adaption an eine langer andauernde Hypoperfusion wird als Schutzfunktion
diskutiert [70], so dass die Myozyten angesichts chronischer Ischamie Uberleben

kdbnnen.
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Eingriffe in das Genprogramm der Zellen werden ebenfalls belegt [69, 71].

Im Gegensatz dazu beschreibt der Begriff der ,long-term-hibernation“ [72] einen
Zustand chronisch andauernder schmerzloser Dysfunktion bei Patienten mit
koronarer Herzkrankheit, der sich unter Reperfusion bessert. Moglicherweise
verursacht durch eine Kombination repetitiver postischamischer Dysfunktionen,
sowie erneuter ischamischer Episoden und Ischamie-Reperfusion-induzierter
Veranderungen der Zellen. Hierbei akkumulieren verschiedene Ursachen zu
einer sichtbaren Schadigung der Zellen. Es treten profunde Strukturmodifi-

kationen ohne Nekrose auf z.B. ein Verlust an kontraktilen Proteinen [73].

1.2.3 Stunning

Obwohl kurze ischdmische Ereignisse protektive Funktion annehmen kdnnen,
hinterlassen diese auch in einigen Fallen langanhaltende Stérungen der kontrak-
tilen Funktion [74].

Die weitgehend normalisierte Blutversorgung des ischamischen Areals
widerspricht dabei der dauerhaft reduzierten kontraktilen Funktion. Man spricht
von einem ,stunned myocardium® [30, 31]. Dabei ist die kontraktile Funktion im
reperfundierten Myokard unter Ruhebedingungen reduziert. Eine ionotrope
Stimulation flhrt dabei nicht zu einem Abfall der metabolischen Situation. Es
handelt sich daher nicht um einen Zustand unzureichender Energiebereitstellung.
Die Ursache des Phanomens sind vielfaltig diskutiert [74]. Unter Umstanden
besteht auch ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Stunning und
dem Phanomen des Hibernating. So ftritt ein hibernating myocardium gehauft
nach wiederholten Phasen des Stunning auf [71, 75]. Camici et al [76] bezeichnet
Stunning und Hibernating als die zwei unterschiedlichen Seiten einer Medaille.
Wahrend zum einen eine massive Beteiligung freier Radikale postuliert wird [45,
77, 78], wird dieser Theorie auch direkt widersprochen [79] und vielmehr die
Rolle der Kalziumuberladung [67] in den Vordergrund gehoben. Es scheint
gesichert, dass exzessiv hohe Ca*’-Transienten eng mit dem Auftreten des
Stunning korrelieren. Wie dies allerdings zustande kommt bzw. durch welchen
Mediator hier die Vermittlung stattfindet, ist noch nicht abschlieRend geklart [80].
So wird eine Kombination aus Generierung von Sauerstoffradikalen, Anderungen
der Ca™*-Hémeostase und Modifikation der Struktur [81], der Kalziumsensitivitat
[82] kontraktiler Proteine [30, 31], des sarkoplasmatischen Retikulum [83] aber
auch eine elektromechanische Entkopplung [7] sowie Veranderungen der

extrazelluldren Matrix [84] diskutiert.
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Vor allem Uber die Veranderung der Troponine besteht Uneinigkeit. So postuliert
unter anderem Feng et al [85], dass das Troponin | keine Rolle in der
Entwicklung des Stunning einnimmt, wahrend gleichzeitig andere Stimmen dafur
sprechen [86]. Colantonio et al [87] wiederum sieht eher eine Beteiligung des

Troponin T flir erwiesen an.

1.2.4 Komplikationen eines Herzinfarktes

Jeder Myokardinfarkt kann von Komplikationen begleitet werden, die sich zum
Teil aus dem betrachtlichen Eingriff in das komplexe Geschehen der
Herztatigkeit, andererseits auch aus dem Heilungsprozess erklaren [88].
Darunter sind der Sekundenherztod, die Pericarditis epistenocardiaca, parietale
Endokardthrombosen, Herzwandaneurysmen, die Ruptur der Herzwand mit
daraus resultierender Herzbeuteltamponade, Klappeninsuffizienz vor allem der

Mitralklappe und Herzrhythmusstérungen zu nennen.

1.2.5 Folgen fur den Gesamtorganismus

Nach einem Uberstandenen Infarkt mit nekrotischen Veranderungen stellt sich flr
das Herz eine neue Situation ein, da die Muskulatur durch narbige Ereignisse
gekennzeichnet ist.

Konnte der Infarkt erst spat oder unzureichend behandelt werden, manifestiert
sich eine mehr oder minder ausgepragte Herzinsuffizienz.

Die Herzinsuffizienz ist eine hamodynamische Situation, die sich als Zustand
zeigt, in dem trotz ausreichendem vendsen Blutangebotes und Fullungsdruckes
das Herz nicht mehr in der Lage ist, den gesamten Organismus seinen
Bedurfnissen entsprechend mit Blut zu versorgen.

Dabei sind die Ursachen der Herzinsuffizienz vielseitig.

Nach der EPICAL-Studie [89] ist die koronare Herzkrankheit die haufigste
Ursache einer Herzinsuffizienz. In diesem Falle erfolgt durch das Infarktgesche-
hen eine relative Uberlastung des Herzmuskels durch einen Muskelfaserverlust,
womit diese Form zu den primar mechanisch bedingten Insuffizienzen gerechnet
wird.

Um einer ischamischen Herzinsuffizienz vorzubeugen oder bekannte Ursachen
zu beseitigen, entscheidet man sich in den meisten Fallen, je nach Diagnose fur
eine Bypassoperation, PTCA und/oder Stentimplantation, um den Zustand einer

Gefaldstenose zu unterbinden.
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Dabei zeigt die primare intrakoronare Stentversorgung bessere Ergebnisse, als
Lysetherapie und der sekundare Einsatz von Stents [90].

Die primare Erfolgsrate der alleinigen Ballondilatation liegt bei tUber 90% [91].
Durch die zunehmende Implantation von Koronarstents konnte die Zahl notfall-
massiger Bypassoperationen von ca. 3% auf 0,5% reduziert, die Zahl auftreten-
der Myokardinfarkte von 4-5% auf etwa 1% und die Zahl tédlicher Komplikationen
von 1% auf 0,3% gesenkt werden.

Weiterhin besteht das Ziel der klinischen und experimentellen Forschung neue,
alternative Therapiekonzepte zu entwickeln.

Die Untersuchung der entstehenden negativ ionotropen Substanzen kénnte als
Grundlage eines kausalen Therapieansatzes postischamischer Verlaufe dienen.
Das postischamische Mediatorengemisch enthalt eine Vielzahl von Faktoren, die
in Abhangigkeit von der Ischamiedauer kardiodepressorische Effekte vermitteln.
Durch ihre Eigenschaften werden diese naher bestimmt und mittels biochemi-
scher Verfahren soll Aufschluss Uber die genaue chemische Struktur gewonnen

werden, um eine Aussage zu einzelnen Mediatoren treffen zu kénnen.

1.3 Die Herzmuskelzelle

Die durchgefiihrten Versuche wurden an isolierten, feldstimulierten Rattenherz-
muskelzellen realisiert, daher soll im folgenden die Funktion des Herzmuskels auf
zelluldren Ebene dargestellt werden. Auf die zugrunde liegenden Anderungen
der lonenleitfahigkeit soll an dieser Stelle nur so weit eingegangen werden, wie
es den Umfang dieser Arbeit betrifft.

Wird eine Herzmuskelzelle depolarisiert, so folgt dieser Depolarisation ein
Aktionspotential (AP), welches programmartig ablduft. Das AP breitet sich
entlang des Sarkolemm aus und wird Uber Einstlilpungen der duReren Zellmem-
bran (T-Tubuli) rasch ins Innere der Muskelfaser fortgeleitet [92]

Der Kontraktionsvorgang der Zelle ist in erster Linie von der intrazellularen
Kalziumkonzentration abhéngig. Kalziumionen sorgen dafur, dass bei elektrischer
Erregung der Zelle eine Kontraktion stattfindet (elektromechanische Kopplung).
Dabei andert sich diese, synchron zu den Schwankungen des Membranpoten-
tials.

An der beschriebenen Anderung der cytosolischen Ca™-Konzentration sind
verschiedene Systeme beteiligt.

Es erfolgt ein transmembrandser Kalziumeinstrom, welcher durch die Anderung

des Membranpotentials ausgeldst wird.
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Dabei unterscheidet man verschiedene Typen spannungsabhingiger Ca**-
Kanale [93]. Der T-Typ Ca'"-Kanal weist eine schnelle Aktivierung des
loneneinstroms auf, ist am Herzen allerdings nur in geringer Anzahl vertreten, so
dass der L-Typ Ca'*-Kanal den Grofteil des transmembrandsen Kalzium-
einstroms ausmacht, im Gegensatz zum T-Typ-Kanal jedoch nur langsam auf
den elektrischen Reiz reagiert. Des weiteren wurde ein Kanal beschrieben, der
noch andere kinetische Eigenschaften aufweist, der N-Typ Ca**-Kanal.

Die L-Typ-Kanale (Dihydropyridinrezeptoren) sind in den Wanden der T-Tubuli
lokalisiert. Das hier, entlang dem Konzentrationsgradienten in die Zelle
stromende Calcium gelangt per diffusionem zu unmittelbar benachbarten lonen-
kanalen, den Ryanodin-empfindlichen-Ca**-Kanalen. Diese befinden sich in den
terminalen Zisternen der L-Tubuli (sarkoplasmatisches Retikulum) und I6sen eine
Efflux von Kalzium aus.

Den beschriebenen Mechanismus bezeichnet man als Kalzium-getriggerte-
Kalzium-Freisetzung, infolge dessen es zu einem massiven Ausstrom vom
Kalzium aus dem SR kommt.

Es resultiert eine Kontraktion, wenn die cytosolische Ca**-Konzentration den
Ruhewert von 107 mol/l {berschreitet. Dabei spricht man von einer
elektromechanischen Kopplungsfunktion des Ca'™, denn es verbindet das
ablaufende Aktionspotential mit der mechanischen Antwort der Kontraktion. Die
Hoéhe des Calciumeinstroms aus dem Extrazellularraum und dem SR bestimmt
letztlich die Kontraktion der Zelle, dabei steigt die intrazellulare Kalziumkonzen-
tration etwa um das 15fache des Ruhewertes.

Dieser Anstieg ermdglicht den Ubergang von ruhenden zu aktiven Myofilamenten
[23]. Hierbei dienen Aktin und Myosin als kontraktile Proteine, die zu Filamenten
aufgebaut sind. Daran angelagert befinden sich Regulatorproteine.

Wahrend die dickeren Myosinfilamente hauptsachlich aus Myosin bestehen, ist
das Aktinfilament aus dem Aktin selbst, Tropomyosin und dem Troponinkomplex
zusammengesetzt.

Eine Erhéhung der cytosolischen Kalziumkonzentration 16st eine Konfirmations-
anderung des Troponinkomplexes, bestehend aus Troponin T, C und | aus und
ermdglicht damit die Ausbildung einer Querbriicke zwischen Aktin und Myosin.
Die eigentliche Kontraktion findet als Verschiebung der Aktin- und Myosinfila-
mente gegeneinander statt (Gleitfilamenttheorie).

Die Gesamtheit dieser subzellular ablaufenden Prozesse bewirkt eine geordnete

Kontraktion des Herzmuskel und damit den Auswurf des Schlagvolumens.
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Um nachfolgend eine adaquate diastolische Fulllung der Ventrikel zu ermdglich-
en, muss das Myokard relaxieren. Auf molekularer Ebene erfolgt dazu eine
Inaktivierung der Aktin-Myosin-Bindung.

Hierzu wird die intrazelluldre Ca*™*-Konzentration schnell abgesenkt, wodurch es
zu einer Dissoziation des Troponinkomplexes kommt, um die Bindungsstellen
des Aktin erneut zu blockieren. Die Geschwindigkeit der Relaxierung hangt
davon ab, wie schnell die cytoplasmatische Kalziumkonzentration sinkt. Daftir
sind vor allem zwei Mechanismen verantwortlich.

Das Ca™ wird sowohl direkt aus der Zelle entfernt, Uber einen Na‘/Ca™-
Austauscher durch eine membransténdige sarkolemmale Ca**-ATPase [94], als
auch durch Sequestrierung der lonen in das SR abgesenkt. Hier steht es bei
einer erneuten Depolarisation der Zelle wieder zur Verfligung.

An Rattenkardiomyozyten zeigte sich, dass die Aufnahme des Kalzium ins SR
unter Katalyse einer Ca™*-ATPase flr bis zu 87% der Entfernung des Ca™ aus
dem Cytoplasma verantwortlich ist [95], wahrend auf3erhalb dieses Mechanismus
mit 67% die sarkolemmale Ca**-ATPase die Hauptrolle zur Absenkung des intra-
zelluldren Ca™-Gehaltes beitragt, insgesamt also weniger tber den Na'/ Ca™*-
Austauscher [96].

Als Modulator der Ca*™*-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA)
fungiert Phospholamban [9]. Dessen Phosphorylierung erhéht die Affinitat des
Kalzium zur Pumpe und flhrt zu einer Erhéhung der Aktivitat [97].

Die Ca**-Regulation erfolgt auch (iber andere Wege. So beeinflussen z.B. die
Dauer des Aktionspotentials und die Anderung der Ca**-Permeabilitat den Gehalt
der intrazellularen Speicher. Dabei bewirken neuronale, humorale und parakrine
Faktoren eine rezeptorvermittelte Aktivierung membran-standiger Enzyme, wie
der Adenylatzyklase. Die Signallibertragung erfolgt hier oft durch Generierung
von ,second messenger“ wie Ca*™*, cAMP, cGMP, IP3, DAG.

Bei Stimulation von B-Rezeptoren durch adrenerge Innervation wird G-protein-
vermittelt die Adenylatzyklase aktiviert, was zu einer Erhdhung der cytosolischen
Konzentration von cAMP flihrt, wahrend eine muskarinerge Innervation dessen
Abnahme bewirkt.

Zyklisches AMP aktiviert eine Proteinkinase, diese wiederum phosphoryliert
Proteine des Ca**-Kanals und erhéht damit dessen Offnungszeit, so dass der
Kalziumeinstrom Uber eine langere Zeit erfolgen kann und im Endeffekt eine
starkere Kontraktion ausloést [28]. Im Gegensatz dazu setzt die intrazellulare
Perfusion mit cGMP den Ca**-Einstrom herab [98].
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Fur viele andere Proteine ist ebenfalls die Phosphorylierung als Modifikation des
Aktivitdtszustandes beschrieben. So flhrt die Phosphorylierung von Troponin | zu
einer verringerten Ca*"-Affinitdt von Troponin C und damit zu einer beschleu-
nigten Relaxation [99].

Der Erregung der Herzmuskelzelle durch ein Aktionspotential folgt die Normali-
sierung des Membranpotentials durch den langsamen Anstieg der Leitfahigkeit
fur Kaliumionen. Die Offnung von Kaliumkanalen erfolgt physiologisch wahrend
der Repolarisationsphase des AP. Dabei strdomen Kaliumionen aus und bringen
die Herzmuskelzelle in den Ruhezustand zuruck.

An einer Herzmuskelzelle sind eine Vielzahl von Kaliumkanalen beschrieben. Sie
werden definiert nach Kaliumselektivitdt und Sensitivitat fir Kalzium, die
intrazellulare ATP-Konzentration, sowie die pharmakologischen Manipulations-
moglichkeiten [100].

Fur das Ruhemembranpotential sind hier depolarisationsaktivierte Kaliumkanale
verantwortlich. Ein anderer Typ des Kaliumkanals ist am Ablauf des Aktions-
potentials beteiligt. Weiterhin kommen Kalzium-aktivierte- und ATP-regulierte-
Kanale vor. Die letzteren sind aktiv, wenn die Zelle an ATP verarmt, also z.B.
wahrend einer Ischamiephase. Katp-Kanale wurden initial in pankreatischen j-
Zellen und kardialen Zellen entdeckt [101]. Dabei reagiert der Subtyp, der bereits
durch geringsten Mengen ATP blockiert wird stets auf Sulfonylureasen [100]. Die
ATP-regulierten Kaliumkanale kdnnen mdglicherweise auch unabhangig von ATP
beeinflusst werden [102] zum Beispiel durch eine Interaktion mit Myofilamenten.
Die Offnung von K*-Kanalen und der daraus resultierende Efflux von Kaliumionen
aus dem Cytosol fuhrt zur Repolarisation und/oder Hyperpolarisation der
Zellmembran [103]. Dem folgt eine Reduktion der freien Kalziumkonzentration in
der Zelle bzw. eine Inhibition der Produktion von freiem Ca™ [104].
Mdoglicherweise ergibt sich aus der Hyperpolarisation eine verminderte
Ansprechbarkeit kontraktiler Elemente auf Kalzium [105]. Die Effekte eines
Kaliumausstroms aus den Herzmuskelzellen werden unterschiedlich beurteilt, so
gibt es Darlegungen, dass ein erhOhtes extrazelluldres Kalium, gerade unter
Ischamiebedingungen, zur Entwicklung ventrikuldrer Tachykardien und
Fibrillationen [106] sowie zum Versagen des Herzens beitragt. Andererseits
werden fur dem gleichen Vorgang antiarrhythmische Eigenschaften beschrieben
[107].
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Die kurz angerissenen vielfaltigen Regulationsmechanismen koénnen jeweils
einzeln, aber auch in der Gesamtheit die Ursache fiir eine gestorte Kontraktilitat
bilden.

1.4 Ischamie am sequentiell perfundierten Herzen

Das ischamische Herzgewebe des Infarktgebietes bildet Mediatoren, die sich
durch eine kardiodepressive Wirkung auszeichnen. Die Aufgabe der
vorliegenden Untersuchung ist es, die Wirkstoffe zu spezifizieren und naher zu
charakterisieren.

Die Untersuchungen des postischamischen Effluates wurden an enzymatisch
isolierten Rattenkardiomyozyten vorgenommen. Die dafur bendtigten Effluate
gewann man durch eine spezielle Methodik, bei der Rattenkardiomyozyten
sequentiell perfundiert wurden. Vorangegangene Validierungsuntersuchungen
zeigten, dass unter Kontrollbedingungen eine sequentielle Perfusion eines
Herzens mdglich ist, ohne zu einer relevanten Anderung der kontraktilen
Parameter zu flihren [21].

Anders stellte sich die Situation in Voruntersuchungen dar. Die nach einer
zehnminutigen globalen Ischamie gewonnenen Effluate prasentieren einen
starken negativ ionotropen Effekt auf isolierte Kardiomyozyten.

Um die postischamischen Effluate mit Kontrollwerten zu vergleichen, wurden vor
der Ischamiephase nichtischamische Kontrolleffluate gewonnen.

Die Inkubation von Kardiomyozyten mit unverdiinntem postischamischen Effluat
fuhrt zu einer vollstandigen Inhibition des systolischen Kalziumeinstromes und
der Zellverkirzung. In Vorversuchen stellte sich ein Beginn der negativ
ionotropen Wirkung bei einer Verdinnung von 1:32 dar, die ihr Maximum bei der
Konzentration von 1:2 in Form einer vollstandigen Blockade des Kalziumtran-
sienten erreichte [21]. Die Konzentrations-Wirkungskurven von systolischer
Kalziumkonzentration und Zellverkirzung bzw. deren Inhibition verliefen nahezu
deckungsgleich [21].

In unseren Versuchen lag die verwendete Konzentration der Effluate bei 1:4.
Eine Fraktionierung in Zusammenarbeit mit der AG Hagen Schunck, Max-
Delbriick-Center, Berlin erbrachte in Vorversuchen eine weitere Einengung des
Faktors. Die kardiodepressorische Wirkung konnte flr die organische Phase
nachgewiesen werden, wahrend der anorganische Rickstand diesen Effekt nicht

mehr beinhaltete.
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Durch eine HPLC-Fraktionierung und der damit verbundenen Aufteilung der
organischen Phase in acht Subfraktionen in Zusammenarbeit mit der AG Hagen
Schunck, Max-Delbrick-Center, Berlin erfolgte eine weitere Charakterisierung.
Dabei zeigte sich in der Fraktion 5 erneut der kardiodepressive Effekt

Parallel zu diesen Messungen wurde die Eicosatetraensaure 17,18 und sein
vermuteter Antagonist, die Eicosatriensaure 11,12 untersucht, wobei sich die
gegensatzliche Wirkung bestatigte. Hierzu inkubierten die Zellen vor der
Aufnahme der Ruhewerte 20 min mit 11,12 EET. Danach konnte unter Zugabe
von 17,18 EET keine kardiodepressive Wirkung mehr nachgewiesen werden.
11,12 EET wurde in beschriebener Weise mit dem ischamischen Effluat, der
organischen Phase und der Fraktion 5 inkubiert und hier dokumentierte sich
ebenfalls eine antagonistische Funktion.

Die Eicosatriensaure 11,12 wie auch 17,18 EET ist als potenter Aktivator
kalziumabhangiger Kaliumkanale in glatten GefaBmukelzellen der Koronarien
bekannt [108, 109], auch die Aktivierung ATP-sensitiver Kaliumkanale von
Kardiomyozyten gehort zu ihrem Wirkspektrum und man vermutet darin einen
wichtigen endogene Regulator kardialer Erregbarkeit [110].

Unter Ruhebedingungen beeinflusst die Anwesenheit von 11,12 EET die
Kontraktilitat von Myozyten nicht, aber nach einer low-flow Ischamie ist die Erho-
lung deutlich verzégert. Spater steigt die Zellverkirzung und die intrazellulare

Kalziumkonzentration [111] wieder an.

1.5 Darstellung der Eicosanoide und ihres Metabolismus

Da 17,18 EET als Mediator in dem postischamischen Faktorengemisch vermutet
wird, soll an dieser Stelle auf den Metabolismus und die Bedeutung der
Eicosanoide im menschlichen Organismus eingegangen werden.

Eicosanoide, mehrfach ungesattigte Fettsauren spielen im gesamten Koérper als
Prakursoren von Prostaglandinen, Leukotrienen und Thromboxanen eine beson-
dere Rolle. Essentielle Fettsduren wie Linol, Linolen- und Arachidonsaure bilden
dabei die Ausgangsstoffe. Die Metabolisierung kann Uber verschiedene
Stoffwechselwege ablaufen [61].

Eicosanoide gehdren zu den Membranlipiden aus denen unter Einwirkung einer
Phospholipase A, Arachidonat, eine Eicosatetraensaure abgespalten wird. Durch
die Cyclooxygenase entsteht die Muttersubstanz der Prostaglandine und

Thromboxane der Serie 2, das Prostaglandin H,.
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Derivate von Eicosatriensauren bezeichnet man als der Serie 1 zugehérig und
dementsprechend leitet sich die Serie 3 aus den Eicosapentaensauren ab.

Mit der Ausnahme der Erythrozyten werden Prostaglandine von nahezu jedem
Gewebe und jeder Zellart gebildet. Im Gegensatz zu den meisten anderen
Hormonen erfolgt keine Lagerung in den Zellen, vielmehr werden Prostaglandine
synthetisiert und direkt freigesetzt.

Die Wirkungen der entstandenen Substanzen sind vielfaltig und oft gegensatz-
lich.

Wahrend der Ischamiephase akkumuliert in der Herzmuskelzelle Arachidon-
saure, die auf unterschiedlichen Wege verstoffwechselt wird [112] und zur
Vasodilatation, Vasokonstriktion, myokardialen Schadigung und Kardioprotektion
beitragt [113].

So entstehen durch die Vermittlung der Cyclooxygenase-1 vor allem
Thromboxane (TXA;) und Prostaglandine (PGl,, PGE,), deren Schutzfunktion gut
beschrieben ist [114]. Hingegen wird die Isoform 2 der Cyclooxygenase durch
den Vorgang der Ischamie bzw. verschiedene Pharmaka wie Opioide [115] selbst
erst induziert [59] und tragt durch die Bildung von PGE; und PGI; [115-117] zum
Schutz des Herzens bei. Interessanterweise kénnen schadigende Effekte auf die
Magenschleimhaut von Indomethacin durch Kaliumkanal6ffner gemindert werden
[118], so dass ein Zusammenhang zwischen diesen beiden Effektoren besteht.
Die Eigenschaften von Inhibitoren der Cyclooxygenase 2 sind Gegenstand zahl-
reicher Diskussionen. So werden ihnen einerseits schadigende kardiale Wirkun-
gen nachgewiesen [119] zum anderen wird dieses auch bezweifelt und von
einem Risikoausgleich zwischen Magenschutz und kardialen Risiken gesprochen
[120].

Die Verstoffwechselung durch die Lipoxygenase resultiert in Leukotrienen und
HETEs (hydroxyeicosatrienoic acids), die wiederum das Herz schitzen kénnen
[61].

Weiterhin kénnen aus der anfallenden Arachidonsdure durch Cytochrom P 450
Epoxygenasen Epoxyeicosatriensauren z.B. 5,6 EET, 8,9 EET, 11,12 EET, 14,15
EET gebildet werden, die als potente Vasodilatatoren bekannt sind [121]. Dabei
handelt es sich um Regioisomere, die unterschiedliche Eigenschaften aufweisen
[122]. Es gibt Hinweise, dass die Produktion der 17,18 Epoxyeicosatetraensdure
in der Zelle selektiv fur das 17r,18s Isomer ablauft [123]. Sie wirken Uber die
Aktivierung ATP abhangiger Kaliumkanale, indem sie die Sensitivitat des Kanals
fur ATP erhéhen.
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Daraus ergibt sich eine héhere Offnungswahrscheinlichkeit [110]. Ob die EET
Uber die sarkolemmalen [122], die mitochondrialen [124] oder gar beide Kanéle
wirken erfreut sich einiger Diskussion. Cytochrom P 450 Hydroxylasen kénnen
die Generierung von Hydroxyeicosatetraensauren wie 16-, 17-, 18-, 19-, 20-
HETE bewirken [125]. Diese konnen in glatten Gefalmuskelzellen eine
Vasokonstriktion durch Inhibition des Kaliumkanals und daraus folgender
Depolarisation und Aktivierung des L-Type Kalziumkanals bewirken [126].
Campbell et al [127] beschrieb die EET als EDHF (endothel derived
hyperpolarizing factor) und 11,12-EET wurde als endogener Offner von
Kaliumkanalen untersucht und koénnte ein vom CYP 450 abstammender
Arachidonsauremetabolit sein [128].

Die Eicosatetraensaure 17,18 (im folgenden abgekiirzt als 17,18 EET) wurde von
Lauterbach et al [108] als potenter Modulator des Gefalttonus beschrieben. Die
Aktivierung von Kaliumkanalen durch Cytochrom P450 abhangige Metaboliten
der Eicosatetraensdure wurde bereits in GefalBmuskelzellen dargestellt [108].
Mehrfach ungesattigte Fettsauren reduzieren die spontane Kalziumfreisetzung
und die Kontraktilitdt, auRerdem reduzieren sie reversibel das Ruhelevel des
Kalzium. Der negativ inotrope Effekt wird (iber eine Hemmung des L-Typ Ca**-
Kanals vermittelt. Der verminderte Ca**-Einstrom ist dabei wahrscheinlich der
Hauptmechanismus [129].

So reduzieren die Fettsduren die Verfugbarkeit des Kalziums flr die Aufnahme
ins sarkoplasmatische Retikulum, inhibieren aber genauso dessen Freisetzung.
Weiterhin vermitteln sie einen antiarrhythmischen Effekt, der wahrscheinlich
durch das erniedrigte Level des intrazellularen Kalziums bewirkt wird.
Verschiedene Medikamente interferieren mit diesem Stoffwechsel.

Nichsteroidale Arzneimittel (NSAIDs) wie Aspirin, Indomethacin und Phenyl-
butazon finden breiten therapeutischen Einsatz und blockieren irreversibel die
Cyclooxygenase, wahrend steroidale antiinflammatorische Substanzen die
Phospholipase A, hemmen, sozusagen die Arachidonsaure in der Zellmembran
immobilisieren.

Der vermutete Mediator 17,18 EET wird als Epoxyeicosatetraensaure durch das
Cytochrom P450 dargestellt, welches im Korper ubiquitar vorliegt. Jedoch wird
angenommen, dass erst die Cyclooxygenase (COX) das 17,18 EET in seine
Wirkform umwandelt.

Seit langerem ist bekannt, dass man nicht von einer Cyclooxygenase sprechen

kann, sondern vielmehr zwei Isoformen unterscheidet.
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Wahrend die COX 1 als konstitutives Enzym in den meisten Zellen vorliegt und
die physiologische Synthese der Prostaglandine bestimmt, liegt die COX 2 nur in
wenigen Geweben des Koérpers standig vor. Dazu gehdren das Rickenmark, der
Uterus und die Niere.

Jedoch kann die COX 2 als ,immediate early gene” durch verschiedene Faktoren
zum Beispiel Zytokine schnell induziert werden. Charakteristisch ist ein
verstarktes Vorliegen bei Entziindungen, Schmerzreaktionen und anderen
Gewebsschaden. Andererseits beteiligt sich die Cyclooxygenase 2 an physiolo-
gischen Adaptationsvorgangen wie der Wundheilung.

Die grof’e Gruppe der nichtsteroidalen antiiflammatorischen Medikamente be-
wirkt eine Hemmung beider Isoformen. Die Hauptindikation bilden Schmerzzu-
stande verschiedener Art, wie Fieber, pathologischen Nocizeptorschmerzen und
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises. Es erfolgt ein breiter Einsatz
dieser Medikamentengruppe zur Herabsetzung der Blutviskositdt durch
Hemmung der Thrombozytenaggregation in Patienten mit Atherosklerose, KHK,
Myokardinfarkt und cerebrovaskuldren Ischdmien. Dabei ergeben sich, je nach
Selektivitdt des Inhibitors eine grofle Anzahl unerwinschter Arzneimittel-
wirkungen, die zum gréfdten Teil auf die Hemmung der COX 1 zurlckgefiuhrt
werden. Mit der Entwicklung selektiver Hemmstoffe der COX 2 hofft man die
Nebenwirkungen unselektiver Substanzen weitgehend zu unterbinden.
Besonders die Anzahl unerwinschter Wirkungen auf den Magen und Darm
konnte somit deutlich reduziert werden.

Fir die Beteiligung der Cyclooxygenase an pathophysiologischen Vorgangen am
Herzen, insbesondere die Ischamie betreffend gibt es zahlreiche Hinweise.

Die nach einer Ischamie stark ansteigende Prostaglandinkonzentration in den
Zellen, konnte ein Hinweis auf eine vermehrte Produktion von Schutzfaktoren
sein.

Bei der Untersuchung von Wildtyp, COX 1 und COX 2 defizienten Mauseherzen
konnte eine deutlich geringere Erholung der Herzfunktion bei den veranderten
Herzen nach einer Globalischamie gezeigt werden. Die Vorbehandlung des
Wildtyps mit Indomethacin senkte die Erholung auf ein ahnliches Mafk. Daraus
leitet man [59, 116] einen Schutzfaktor ab, der Uber die Cyclooxygenase
verstoffwechselt wird.

Wahrend eines Ischamieereignisses steigen die Arachidonsaurelevel in den

kardialen Membranen dramatisch an.
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Die erhdhte lokale Produktion von Eicosanoiden scheint eine allgemeine Antwort
auf Gewebsschaden darzustellen [130]. Die entstehenden Epoxyeicosaen-
sauren, hier vor allem 1,1-EET und 11,12 EET regulieren die Aktivitdt von
lonenkanalen, insbesondere des L-Typ Kalziumkanals im Sinne einer
allgemeinen Downregulation [131]. Mdglicherweise handelt es sich hier um einen
wichtigen Schutzmechanismus, ahnlich dem IPC.

Méglicherweise besteht auch eine Verbindung zwischen der Aktivierung von
Kaliumkanalen und der Aktivitat der Cyclooxygenase [58, 115]. Der Schutzfaktor,
der von diesem Enzym metabolisiert wird, ist weiterhin unbekannt. Es kénnte sich
dabei mdglicherweise um Fettsauren handeln, da wahrend der Ischamie und
Reperfusion unveresterte Arachidonsaure in den Zellen akkumuliert [61].

Li et al [64] schildert die induzierbare NO-Synthase als Mediator der Prakonditio-
nierung und sieht dabei ebenfalls eine obligatorische Rolle der COX 2, deren
Induktion als Stressantwort verstanden wird.

Man erkennt eine schnell ansteigende Expression des Enzyms infolge kurzer
Zyklen von Ischamie und Reperfusion. Wird die Aktivitat der COX 2 durch NS-
398 oder Celecoxib geblockt, kann der Prakonditionierungseffekt gegen Stunning
und Infarktereignisse aufgehoben werden. Nachgewiesen wurde dieses Ver-
halten in Kaninchen [117]. Studien an Mausen und Ratten [59, 116] legen die
Vermutung nahe, dass die Kardioprotektion des Enzyms nicht speziesspezifisch
ist [116].
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2. Aufgabenstellung

Das angestrebte Ziel der Promotionsarbeit ist es, den von Felix [21]
beschriebenen kardiodepressiven Mediator, der vom postischamischen Myokard
gebildet wird, funktionell zu charakterisieren.

Die bisher beschriebene negativ inotrope Wirkung der untersuchten Mediatoren
erfolgt groRtenteils durch die Reduktion des intrazelluldren Kalziumgehaltes [27].
Die weitere Aufklarung der dabei intrazellular ablaufenden Signaltransduktion ist
Gegenstand dieser Arbeit. In den bisher durchgefuhrten Untersuchungen zeigte
sich eine Parallelitdt in den Eigenschaften des postischamisch entstehenden
Mediators und der Eicosatetraensaure 17,18. So untersuchen wir jeweils 17,18
EET und das ischamische Effluat sowie zum Teil die aufgereinigten Bestandteile
des Effluates.

Dazu soll die Hemmbarkeit durch Cyclooxygenaseinhibition untersucht werden.
Die pharmakologische Blockade von Karp-Kanalen soll einen weiteren Angriffsort
aufzeigen.

Um weitere Eigenschaften des Mediators, bei dem es sich um 17,18 EET
handeln kdnnte, zu charakterisieren, testeten wir die beiden Enantiomere 17r,18s
und 17s,18r EET.

2.1 Isomere des 17,18 EET
Die Eicosatetraensaure17,18 kann in verschiedenen Regioisomeren, namlich als
17r,18s EET und 17s,18r EET vorliegen. Es soll untersucht werden, ob sich die

Isomere in ihrer Wirkung auf die isolierten Kardiomyozyten unterscheiden.

2.2 Effekte von Inhibitoren der Cyclooxygenase

Man nimmt an, dass sowohl 17,18 EET, als auch der Mediator, der im
postischamischen Effluat enthalten ist, Uber die Cyclooxygenase metabolisiert
werden. Trifft diese Vermutung zu, so ware in den Kardiomyozyten eine Auf-
hebung der kardiodepressiven Effekte zu detektieren.

Konnte der entsprechende Antagonismus belegt werden, so erfolgt eine genau-
ere Charakterisierung mit selektiven COX 1 (SC-560) und COX 2 (NS-398)-

Inhibitoren.
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2.3 Nachweis der Aktivierung ATP-sensitiver Kaliumkanale

Den myokardialen Kaliumkanalen wird eine erhebliche Bedeutung im Ablauf der
ischamischen Ereignisse zugeschrieben. Es soll hier der Versuch unternommen
werden, die Einbindung der ATP-abhangigen Kaliumkanale in diesen Prozess zu
beweisen. Dazu erfolgen Versuche mit dem unselektiven Inhibitor Glibenclamide
und dem spezifischen Inhibitor mitochondrialer Karp-Kanale, Sodium-5-hydroxy-

decanoate.
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3. Material und Methoden

In dieser Arbeit wird der Effekt postischamischer Faktoren auf isolierte,
feldstimulierte Rattenkardiomyozyten dargestelit.
Die experimentelle Durchfuhrung, die verwendeten Materialien sowie ein Herstel-

lernachweis ist im folgenden aufgefuhrt.

3.1 Material
Dieser Teil beinhaltet eine Auflistung und das Herstellerverzeichnis der verwen-

deten Gerate und Reagenzien.

3.1.1 Gerate

- Fluoreszenzlichtanlage, Myocam, Myopacer, Software ,Aquire” sowie ,Analyze®;
lonOptix, Hillside Street, Milton, MA, USA

- 4-well Objekttrager mit Borosilikatboden; Nalgene Nunc International Corp.,
Naverville, IL, USA

- Leica Mikroskop DM-IRB, invers

- Zentrifuge, Rotina 46 R; Hettich, Tuttlingen, Germany

3.1.2 Substanzen

- BSA; Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany

- Fura-2-AM; Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany

- Laminin Mouse; Harbor Bio-Products, Norwood, MA, USA

- Thiopental (Trapanal®); Byk Gulden, Konstanz, Germany

- Collagenase, Typ 2; Worthington Biochemical Corporation, NJ, USA

- NaCl, KClI, MgCl,, MgSO,, CaCl,, HEPES, NaHCO3;, NaH,PO,4, DMSO, NaOH,
HCI, Glucose; Merck, Darmstadt, Germany

- Indomethacin; Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany

- Immersionsol Zeiss 518 N, Universitatsapotheke, Greifswald, Germany

- Pluronic; Sigma-Aldrich, Germany

- NS-398; Cayman Chemical, http://www.caymanchem.com

- 11,12 EET; Cayman Chemical, http://www.caymanchem.com

- SC-560; Cayman Chemical, http://www.caymanchem.com

- Ethanol; Universitatsapotheke, Greifswald, Germany

- Glibenclamide; Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany

- Sodium-5-hydroxydecanoate; Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany
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3.1.3 Losungen und Puffer

Die Experimente wurden mit den angegebene Puffern und Losungen

durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Herstellung zu den jeweiligen Experimenten.

Substanz Stoffmenge
NaCl 110 mM
KCI 2,6 mM
MgSo, 1,2 mM
KH,PO, 1,2 mM
HEPES 25,0 mM
Glucose 11,0 mM

Tab. 1: Perfusionspuffer zur Isolation der Rattenkardiomyozyten. Der pH-Wert
wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt.

Substanz Stoffmenge
Kollagenase 19, mg
BSA 17 mg
Perfusionspuffer 20 ml

100 mM CacCl, 22,5 pl

Tab. 2: Enzymlésung zur Isolation der Rattenkardiomyozyten

Substanz Stoffmenge
NaCl 117 mM
KCI 2,8 mM
MgCl, 0,6 mM
KH,PO, 1,2 mM
CaCl, 1,2 mM
HEPES 10,0 mM
Glucose 20,0 mM

Tab. 3: Versuchspuffer zur Durchflihrung der Experimente. Der pH-Wert wurde
mit NaOH auf 7,3-7,4 eingestellt.
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Substanz Stoffmenge

Perfusionspuffer 10 ml
100 mM CacCl, 20 plI/50 pi

Tab. 4: Kalziumisolierpuffer

Substanz Stoffmenge
DMSO 0,1%
Pluronic 0,025%
Fura-2 AM 5 ymol

Tab. 5: Farbeldsung

Lésungen zur Durchfiihrung der Experimente

- Indomethacin-Lésung: Indomethacin ist ein Essigsaurederivat mit vorwiegend
antiphlogistischer und antirheumatischer Wirkung. Es erfolgt eine starke
Hemmung beider Isoformen mit geringer Praferenz der COX 1. Die hohe Neben-
wirkungsrate von >30% in Bezug auf den Magen-Darm-Trakt beschrankt den
therapeutischen Einsatz betrachtlich. Fur die Versuche wurde eine Stammldsung
von 10 mmol Indomethacin in 70% Ethanol angesetzt und jeweils Aliquots fur die
einzelnen Messungen hergestellt.

- NS-398-Losung: Mit der Entwicklung selektiver COX-2-Hemmestoffe hoffte man
die Nebenwirkungen unselektiver Substanzen weitgehend zu unterbinden, da
diese sich zum Uberwiegenden Teil aus der Hemmung der COX 1 ergeben. Be-
sonders die Anzahl unerwinschter Wirkungen auf den Magen und Darm konnte
somit deutlich reduziert werden. Fur die Versuche wurde eine Stammldsung von
1 mmol NS-398 in DMSO angesetzt und jeweils Aliquots fur die einzelnen Mes-
sungen hergestellt.

- SC-560-Losung: SC-560 ist ein Inhibitor der Cyclooxygenase 1. Dabei handelt
es sich um ein Mitglied der diarylheterozyklischen Klasse der COX-Inhibitoren.
Es zeigt sich eine 700fache Selektivitat fur diese Isoform.

Fur die Versuche wurde eine Stammlosung von 1 mmol SC-560 in DMSO
angesetzt und jeweils Aliquots fur die einzelnen Messungen hergestellt.

- Glibenclamide-Losung: Diese Substanz gehort zur Gruppe der antidiabetischen
Sulfonylureasen wie auch Sodium-5-Hydroxydecanoate. Die Wirkung besteht in

einer Blockade ATP-sensitiver Kaliumkanale.
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Am Pankreas bewirkt die Inhibition der Kaliumkanale eine Offnung von
Kalziumkanalen und damit eine Freisetzung von Insulin [132]. Aufer den
pankreatischen Kaliumkandlen werden auch myokardiale Zellen beeinflusst.
Dabei handelt es sich bei Glibenclamide um einen unselektiven Hemmstoff von
Kaliumkanalen. Fir die Versuche wurde eine Stammlésung von 1 mmol
Glibenclamide in 70% Ethanol angesetzt und jeweils Aliquots fur die einzelnen
Messungen hergestellt.

- Sodium-5-Hydroxydecanoate-Losung (5-HD-Lésung): Wahrend Glibenclamide
gleichermalien sarkolemmale und mitochondriale Kaliumkanale blockiert, besitzt
5-HD eine Praferenz fur die ATP abhangigen mitochondrialen Kaliumkanale. Fr
die Versuche wurde eine Stammldsung von 1 mmol 5-HD in Versuchspuffer

angesetzt und jeweils Aliquots fir die einzelnen Messungen hergestellt.

3.1.4 Tiere zur Isolation der Herzmuskelzellen

Fir die Isolation der adulten Kardiomyozyten, als auch zur Gewinnung der
Effluate wurden ausschlieR3lich weibliche Albino-Wistar-Ratten verwendet.

Zum Zeitpunkt der Herzentnahme hatten die Tiere ein Alter von 49-56 Tagen und
ein Gewicht zwischen 180-200 g. Sie stammten samtlich aus der Tierzucht

,Schonwalde” bei Berlin.

3.2 Methoden

3.2.1 Gewinnung der Effluate

Fir die Experimente wurde aus isolierten Rattenherzen ischamisches und
nichtischamisches Effluat gewonnen. Diesem liegt die Betrachtung zugrunde,
dass mit der Unterbrechung der Perfusion des isolierten Herzens auch die
Sauerstoff und Nahrstoffzufuhr unterbrochen wird und das Herz infarziert. Dabei
werden die Substanzen von den Herzmuskelzellen ausgeschittet, die
Gegenstand dieser Untersuchung sind. So gewinnt man die Effluate nach einer
zehnminltigen Unterbrechung der Perfusion mittels Reperfusion des ischa-
mischen Herzens. Diese erfolgt in den letzten 30 s der Ischamiephase.

Dazu wurde an einer modifizierten Langendorff-Anlage in einem offenen System
ein isoliertes Herz mit einer Flussgeschwindigkeit von 10 ml/min mit dem
beschriebenen Perfusionspuffer perfundiert. Hierbei beschrankt sich die Modifika-
tion der Langendorff-Anlage auf die Verwendung einer geeichten Peristaltik-

pumpe, um die Flussgeschwindigkeit zu bestimmen.
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Bevor das Herz mit der Anlage verbunden wird, begast der sich darin befindliche
Puffer fir 30 min mit Carbogengas (5% CO,, 95% O,).

In den letzten 30 s der folgenden 30-minitigen Perfusionsphase wird das
Kontrolleffluat (nichtischamisches Effluat) gewonnen, indem ein Auffanggefaly
unter dem perfundierten Herz befestigt wird.

Jetzt stoppt man den Pufferfluss komplett und versetzt damit das Herz in den

Zustand einer Totalischamie.

3.2.2 Bearbeitung der Effluate
Vor der Messung der Effluate an isolierten Kardiomyozyten werden diese gepoolt

mit Versuchspuffer im Verhaltnis 1:4 gemischt.

3.2.3 Isolierung der Extrakte

Ausgehend von jeweils 10 ml postischamischen (IF) und 10 ml Kontrolleffluat
(KF) erfolgte die weitere Bearbeitung.

In Zusammenarbeit mit der AG Wolf-Hagen Schunck, Max-Delbriick-Center,
Berlin wurden die Proben mit Chloroform extrahiert, wobei je eine organische
Phase (Extrakt) und eine wassrige Phase (Extraktionsriickstand) gewonnen
wurde.

Fir die organischen Phasen erfolgte die Einengung im Rotationsverdampfer und
die Uberfiihrung in 100 pl Ethanol. Daraus resultiert eine 100fache Konzen-
trierung gegenuber den Effluaten. Wahrend bei den bisherigen Messungen mit
einem Verhaltnis von 1:4 gearbeitet wurde, muss nun eine Messansatz von 1:400
gewahlt werden um das gleiche Aliquot zu erhalten.

Die Extrakte sind mit FEX 12.1 (Faktorextrakt) und KEX 12.1 (Kontrollextrakt)
bezeichnet.

Die Extraktionsrickstdnde FEX 12.1-R und KEX 12.1-R sind bezlglich der
Konzentration der enthaltenen wasserléslichen Komponenten gegeniber den
primaren Effluaten unverandert, d.h. sie werden weiterhin in einer Konzentration

von 1:4 verwendet.

3.2.4 Isolierung und Bearbeitung der Subfraktionen

Die erhaltenen organischen und wassrigen Phasen sind ein weiteres Mal
bearbeitet worden.

Hierbei handelt es sich um eine HPLC-Fraktionierung, bei der aus beiden Phasen

jeweils 8 Subfraktionen aufgereinigt wurden.
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Fraktion Laufzeit (in min)

1 0-2,5

2,5-6

6-14

14-18

18-20,5

20,5-25

N O o A WODN

25-35

8 35-45

Tab. 6: HPLC- Fraktionierung

Jede Subfraktion wurde in 100 pl Ethanol aufgenommen. Um einen
vergleichbaren Messansatz zu realisieren, muss eine Verdlinnung von 1:400
gewahlt werden.

Die Subfraktionen wurden von der AG Wolf-Hagen Schunck, Max-Delbrtck-

Center, Berlin zur Verfugung gestellt.

3.2.5 Isolierung der adulten Rattenkardiomyozyten

Langendorff-Anlage

Die ventrikularen Kardiomyozyten werden an einer modifizierten Langendorff-
Perfusionsapparatur (s. Abb. 1), nach Powell [133] und Piper [134] isoliert. Dabei
handelt es sich um ein offenes System mit einer konstanten Flussgeschwin-
digkeit von 10 ml/min.

Diese Anlage perfundiert das Herz retrograd Uber die Aorta und erlaubt so die
Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen.

Zur Gewabhrleistung einer konstanten Umgebungstemperatur von 37°C besteht
ein parallel geschaltetes Heizsystem des oberen Reservoirs, der Wendel und des
Auffangbechers. Zusatzlich sind die Gefalle mit Parafilm verschlossen, um die
Temperatur zu erhalten.

Im oberen Reservoir befindet sich eine Pufferldsung, der im Laufe der Isolation
Enzyme zugesetzt werden. Hier wird sowohl wahrend, als auch vor der Isolation
mit Carbogengas (5% CO,, 95% O,) begast.
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Das obere Reservoir steht Uber eine 90 cm hohe Wendel-Saule und die daran
angebrachte Kaniule mit dem isolierten Rattenherzen in Verbindung. Zur
Vorbeugung von Luftembolien wahrend der Perfusion, ist die sogenannte
Blasenfalle (integriert in die Wendel) der Kanule vorgeschaltet.

Dieser Aufbau erzeugt einen Druck von circa 90 cm Wassersaule, der mit einer
Flussregulierung gesteuert werden kann.

Unter dem Herz befindet sich ein Auffangbecher, dessen Ableitung mit Hilfe

einer Peristaltikpumpe zur Rezirkulation der Enzymlésung eingesetzt wird.

— > Begasung

.= oberes Reservoir

o
D Saule mit integrierter
Blasenfalle,
Hohe 90 cm

Heiz-Pump-Kreislauf

@‘ -
Z = Zulauf

IE] A = Ablauf

Abb.1: Modifizierte Langendorff-Anlage
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Vorbereitung

Zur Vorbereitung der Langendorff-Anlage wird diese mit 2 | Aqua bidest sowie
anschlielend mit 50-70 ml Perfusionspuffer gewaschen. Nun erfolgt die Fillung
mit 75 ml Perfusionspuffer, der wie oben beschrieben mit Carbogen begast und

auf 37°C erwarmt wird.

Organentnahme und Praparation

Die Ratte wird mit 3-4 ml Thiopental (0,5 g in 20 ml Aquadest) betdubt. Die
Injektion erfolgt intraperitoneal. Die Eroffnung des Brustkorbs erfolgt zlgig
entlang des Sternums mit einem medianen Schnitt. Das Herz wird mitsamt
Mediastinalinhalt entnommen und in 4°C kalte physiologische NaCl-Lésung
Uberfiihrt, um die Stoffwechselaktivitat und den Sauerstoffverbrauch des Herzens
schnell auf ein Minimum zu senken.

Zuerst kontrahiert das Herz noch kraftig und treibt so das Blut aus den Ventrikeln
und Koronarien. Diese Aktivitat beschrankt jedoch sich auf wenige Sekunden. Es
erfolgt die Entfernung eventuell noch vorhandener Reste von Luft- und Speise-
réhre. Die Thymuslappen werden vorsichtig durch lateralen Zug mit zwei Pinzet-
ten entfernt, da sich darunter der Gefalistrang befindet. Die Praparation kann
nun schnell und sicher nach proximal erfolgen, so dass der Aortenbogen und die
von ihm abgehenden Gefalde sichtbar werden.

Bevor das Herz an die Anlage angeschlossen wird, muss die Apparatur mit einer
Geschwindigkeit von einem Tropfen pro Minute praperfundiert werden, so dass
die Kanilierung der Aorta unter Zufuhr von Nahr- und Sauerstoff erfolgt. Die
vorgegebene Tropfgeschwindigkeit setzt auch die Gefahr einer Luftembolisation
durch die Kanule herab.

Das Herz wird an die Langendorff-Anlage angeschlossen, indem die Aorta Gber
die Kanule gezogen wird. Es ist von elementarer Bedeutung, dass die Kantle
zwischen dem Abgang der Koronarien und dem ersten Abgang der Aorta (A.
anonymica) zu liegen kommt. Die Kanile sollte die GefalRe des Aortenbogens
verschlieflen, ohne die Koronarien zu verlegen oder die Aortenklappe zu pene-
trieren.

Die Lage der Kanule wird mittels eines Fadens fixiert und das Herz nun fiur drei
Minuten mit reinem Perfusionspuffer praperfundiert. Das dient der Entfernung
noch vorhandener Blutbestandteile und der Senkung des extrazellularen

Kalziumgehaltes.

32



Enzymatische Isolation

Nach drei Minuten Praperfusion wird die Enzymldsung in das obere Reservoir
gegeben, um die einzelnen Kardiomyozyten aus dem Gewebeverband zu l6sen.
Nun wird die Langendorff-Anlage auf 75 ml Perfusionspuffer aufgefullt und es
folgt eine 27minltige Rezirkulation mit einer gleichbleibenden Geschwindigkeit
von einem Tropfen pro Sekunde. Die homogene Farbung des Herzens zeigt eine
gleichmaRige enzymatische Verdauung an.

Im Anschluss an die Rezirkulationsphase wird das Herz samt 10 ml der Perfu-
sionsldsung in eine Petrischale gegeben.

Mit einer feinen Schere werden die Vorhéfe an der Ventilebene entfernt und die
Ventrikel mit zwei Skalpellen in ca. 1 mm?®groRen Stiicke zerkleinert.

Die entstandene Zellsuspension gibt man in den Auffangbecher, wo sie mit der
restlichen Perfusionslosung fir 15 min von unten mit Carbogen begast wird. Das
ermdglicht eine weitere Sauerstoffversorgung, aber auch die enzymatische
Isolation wird durch die Verwirbelung der Zellsuspension mechanisch unterstitzt.
Anschliel3end wird die Suspension durch ein 200 ym feines Nylonsieb in zwei 50
ml Zentrifugen-Rohrchen filtriert.

In drei Schritten wird die Suspension bei jeweils 43 RCF fir eine Minute
zentrifugiert, um die Kardiomyozyten von anderen Zellen z.B. Fibroblasten zu
trennen. Die Myozyten setzen sich wahrend der Zentrifugation ab, so dass der
Uberstand verworfen werden kann.

Um die Zellen in das kalziumhaltige Milieu des Versuchspuffers zu tberflhren,
wird Kalziumisolierpuffer mit steigendem Kalziumgehalt zugesetzt, zuerst mit 200

umol Ca*™, dann in einem zweiten Schritt Puffer mit 500 ymol Kalzium.

Zellzahlung

Um die Quantitat einer Isolation zu beurteilen, wird die Anzahl der intakten Zellen
unter einem Mikroskop mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer, bei zehnfacher
Vergrolerung bestimmt. Gleichzeitig kann die Qualitat beurteilt werden.

Zellen gelten als intakt, wenn sie die fir Kardiomyozyten typische Querstreifung
aufweisen und eine glatte langliche Form besitzen.

Die Anzahl der intakten Zellen, sowie die Gesamtzellzahl und das Verhaltnis
beider zueinander werden ermittelt. Durchschnittlich lag die Gesamtzellzahl bei
2-3 Millionen und der Anteil der intakten Zellen bei 30%.
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Anheftung der Zellen und Farbung

Da die Zellen auf ihre Kontraktilitat und die Anderung des Kalziumtransienten
untersucht werden sollen, miissen diese am Boden einer Versuchskammer fixiert
und mit einem Kalziumfarbstoff beladen werden.

Als Versuchskammer wird ein 4-Well-Objekttrager mit Borosilikatboden verwen-
det. Die Grundflache des einzelnen Wells betragt 1,8 cm?, das Volumen 1,5 ml.
Zuerst werden die Wells mit 8 pg/cm? Laminin beschichtet und inkubieren so fiir
mindestens eine Stunde im Kuhlschrank bei 4°C.

Die Versuchskammern werden mit ca. 5000 Zellen in 600 pl Versuchspuffer
geflllt und sedimentieren ebenfalls flir eine Stunde bei 4°C im Kihlschrank.
Nach dem Anheften kénnen die Zellen mit 500 pl Farbelésung gefarbt werden.
Dabei handelt es sich um einen fluoreszierenden Kalziumindikator, der durch UV-
Licht angeregt werden kann. Aufgrund seiner lipophilen Esterstruktur kann das
Fura-2-AM die Zellmembran permeieren. Hier wird der Farbstoff durch intra-
zelluldre Esterasen in zwei polare Produkte gespalten, damit aktiv und am
Wiederaustritt gehindert.

Die Zellen werden flr 30 min im Dunkeln, bei Raumtemperatur und auf einem
Schwenktisch (10/min) mit der Farbstofflosung inkubiert.

Abschlielend wird die Farbelésung entfernt und die Reste in einem Waschschritt
mit 500 pl Versuchspuffer pro Well entfernt. Danach werden die Kammern wieder

mit 500 ul Versuchspuffer aufgefllit.

3.2.6 Messung
Der Einfluss postischamischer Mediatoren auf die Rattenkardiomyozyten wurde

anhand der Parameter Zellverkiurzung und Kalziumtransient gemessen.

Das Fluoreszenz-Mikroskop

Die Versuche an den Kardiomyozyten wurden an einem inversen Leica-
Mikroskop (DM-IRB) durchgefuhrt, welches mit einer Fluoreszenzlichtanlage und
einer hochauflésenden Kamera (Myocam) der Firma lonOptix ausgestattet
wurde. Die einheitliche und konstante Kontraktion der untersuchten Zellen garan-
tierte ein Zellstimulator (Myopacer), ebenfalls von lonOptix. Dieser regelt
Frequenz und Spannung der Anregung. Die Versuche wurden mit 1 Hz, einer
Impulsdauer von 5 ms und einer Spannung von 10-12 mV durchgefiihrt.

Dieses System ermdoglicht parallel zur Analyse des Kontraktionsverhaltens auch

die Aufzeichnung des Kalziumtransienten.
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Die Anderung der cytosolischen Ca’*-Konzentration wurde mittels eines
Kalziumindikatorstoffes beurteilt. Die kalziumabhangige Fluoreszenz wurde durch
UV-Licht hervorgerufen. Fura-2 hat zwei typische Anregungswellenlangen, dabei
reagiert die Ca'*-gebundene Form bei 360 nm und Ca**-nichtgebundene Form
bei 380 nm, wahrend die emittierte Fluoreszenz bei Wellenlangen >515 nm liegt
(dual excitation, single emmision).

Durch die sequentielle Aufzeichnung der Fluoreszenz des kalziumgebundenen
Farbstoffes sowie des freien Fura resultiert die Ermittlung der Anderung der cyto-
solischen Ca**-Konzentration.

Zu Beginn und zum Ende der Messung erfolgt die Aufnahme des Wertes fir
Furasg fur jeweils 0,1 s. Aus diesen Punkten ergibt sich durch Interpolation ein
konstanter Wert. Die Aufzeichnung des Furasgy geschieht kontinuierlich.

Die Emissionsintensitat bei 510 nm wird mit einem Photomultipler gemessen, der
seine Informationen von der hochaufldésenden Myocam erhélt. Uber eine
Interfacebox (lonOptix) werden die Messwerte an den Computer gesendet und
aus dem Verhaltnis des kalziumgebundenen Farbstoffes zum Anteil des freien
Farbstoffes die ,ratio“ berechnet.

Unter Verwendung eines 40x Immersionsodlobjektivs wurde eine Bildfrequenzrate
von 60 Bildern pro Sekunde bei einer Frequenz von 240 Hz (640x120 Pixel)
detektiert. Dies gestattet die Durchfuhrung in Echtzeit.

Das Programm ,Acquire” nimmt die Kontraktionen der Zellen, sowie den Tran-
sienten auf. Die Funktion der ,Soft Edge Detection® ermdglicht die Markierung
der Zellrander, um so die Amplitude der Kontraktion messbar zu machen.

Die Fokussierung einer Zellebene lasst es zu, nur die von dieser Ebene
ausgehenden Fluoreszenzen zu detektieren.

Die lonOptix-Software gestattet die Einstellung spezifischer Wellenlangen durch
einen Sperrfilter. Hierbei kann Licht unterhalb der Wellenlange von 430 nm diese
Lochblende passieren, wahrend Emissionen oberhalb von 430 nm reflektiert und
Uber einen dichromatischen Spiegel auf den Photomultiplier umgelenkt wird.

Die Messdaten wurden auf der lonOptix-Software ,Aquire“ aufgenommen und in
~LAnalyze“ gespeichert sowie abschlieRend mit Microsoft-Exel (Windows Office)
ausgewertet und mittels Microsoft-Powerpoint (Windows Office) in graphischer

Form dargestellt.
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Versuchablauf

An die vorbereiteten Versuchskammern wird jeweils ein zu- und abflhrender
Schlauch angeschlossen. Diese sind Uber ein Peristaltikpumpe so eingestellt,
dass die Wells stets mit 500 ul Puffer geflllt sind. Wahrend des Versuches wer-
den die Zellen mit 2 ml Perfusionspuffer pro min umsplilt. Diese Versuchs-
anordnung erlaubt auch, die zu untersuchenden Substanzen kontrolliert zu den
Zellen zu geben.

An die Versuchskammern werden ebenfalls zwei Elektroden angeschlossen, die
durch elektrische Stimulation konstante Kontraktionen der Zellen ausldsen.

Pro Versuchskammer werden die Zellverkirzung und der Kalziumtransient an
einer Zelle bestimmt. Die Wirkung der Effluate auf den Transienten wird als
relative Anderung der Fura-2-Fluoreszenz (relative fluorescence units = rfu)
gemessen.

Das Well wird im Strahlengang fixiert und die Zellen zunachst mit
Lichtmikroskopie hinsichtlich ihrer Form und ihres Kontraktionsverhaltens
beurteilt. Hierbei werden Zellen herausgesucht, welche gerade Rander, eine
rechteckige und langliche Form sowie gleichmalige und gut erkennbare
Zellverkurzungen (5-15% der Gesamtlange) aufweisen. Der Kalziumtransient
sollte Uber einen Zeitraum von 2 min stabile Werte zeigen.

Der herausgesucht Myozyt wird mittels des frei drehbaren Mikroskoptisches,
sowie der schwenkbaren Myocam in horizontaler Position im Messfeld
ausgerichtet.

Vor Beginn der Messung wird Uber die ,Shutter control“ die Intensitat des
Fluoreszenzlichtes bestimmt, hier auf 1500 ,live counts”.

Beim Starten der Messung schaltet sich das Fluoreszenzlicht automatisch zu,
das ermdglicht es, den Kalziumtransienten direkt zu verfolgen. Die Messung
erfolgt jeweils tber 10 s.

Zuerst erfolgt die Aufnahme der Baseline, hier kbnnen anhand des Transienten
instabile Zellen ausgeschlossen werden. Ist die Zelle stabil werden 2 ml der zu
untersuchenden Substanz in das Wells gegeben. Nach 120 s erfolgt die
Akutmessung. Nach weiteren 120 s (2 Minuten Wert), nach 170 s (5 Minuten
Wert) und nach 290 s (10 Minuten Wert) werden jeweils fur 10 s die
Zellkontraktionen und der Transient aufgezeichnet. Abschliefend wird die

Fluoreszenz des Hintergrundes bestimmt.
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Bei Versuchen, bei denen eine Interaktion zweier Stoffe untersucht wurde, ist den
Zellen schon vor Beginn der Messung die entsprechende Konzentration
zugesetzt worden. Die Inkubationszeit variierte je nach Substanz von 5 min bis
zu 20 min. Dabei enthielt der Perfusionspuffer ebenfalls die gleiche

Konzentration dieses Stoffes.

Auswertung

Die Auswertung der aufgezeichneten Messung erfolgte Uber das Programm
»LAnalyze“, welches die Kontraktion und den Transienten tabellarisch und
graphisch darstellt.

Das Programm kann verschiedene Parameter berechnen, wobei fir die
Auswertung die systolische und diastolische Zelllange (in pm) und der
Kalziumtransient (in rfu) relevant waren

Die Daten des ,Analyze“-Programmes werden im txt-Format in das Microsoft-
Excel-Programm transferiert.

Hier wird von allen Messwerten (Baseline, Akut-, 2min-, 5min-, 10min- Wert) der
Mittelwert berechnet und die prozentuale Veranderung in Bezug auf die Baseline
dargestellt. AbschlieRend werden die Daten im Microsoft-Powerpoint graphisch

dargestellt.

3.2.7 Statistische Analyse

Die Ergebnisse werden samtlich als arithmetischer Mittelwert und Standardfehler
(SEM) dargestellt. Zur Datenauswertung fanden die Programme Microsoft
~Excel“ und ,Powerpoint“, ,Word 2000“ sowie SPSS 10.0 Verwendung.

Als statistisches Verfahren zur Bestimmung der Signifikanz kam der nicht-
parametrische Rangsummentest nach Mann-Whitney fiir unverbundene
Stichproben zur Anwendung. Dabei wurde die Irrtumswahrscheinlichkeit von 5%
angenommen. Signifikante Unterschiede (p<0,05) werden mit einem Stern (*), p<
0,01 mit zwei Sternen (**) sowie hohe Signifikanzen (p< 0,001) mit drei Sternen

(***) gekennzeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Studienbedingungen

In die vorliegende Studie wurden ausschlieB3lich weibliche Tiere involviert. Es
handelt sich dabei um Albino-Wistar-Ratten, die am Tag der Herzentnahme zwi-
schen 49 und 56 Tage alt waren. Das Gewicht der Tiere lag zwischen 180 und
200 g.

Bei der Isolation der Rattenkardiomyozyten wurde im Mittel eine Zellausbeute
von zwei bis drei Millionen Zellen pro Herz erzielt. Dabei wurde eine so reine
Herzmuskelfraktion gewonnen, die stérende Effekte anderer Zellen in der Kam-
mer ausschloss. Pro Messkammer wurden ca. 1000 Zellen aufgebracht, jedoch
fur die Messung am Fluoreszenz-Mikroskop jeweils nur eine Zelle pro Kammer
herausgesucht und verwendet. Diese Zelle erfiillte bestimmte Qualitatskriterien.
Dazu gehorten eine deutliche Querstreifung und eine durchschnittliche Lange
von 70-120 um. Des weiteren durfte die Zelle keine Granulationen oder Blasen
an der Zellmembran besitzen und keine spontanen Kontraktionen aufweisen.
Durch Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass unter diesen Bedin-
gungen die Zelle Uber einen Zeitraum von zehn Minuten einen stabilen
Kalziumtransienten aufweist. Mit Hilfe des beigefugten Isolationsprotokolls konn-

ten gentigend solcher Zellen fir die Messungen bereitgestellt werden.

4.2 Vorbetrachtung

Zur Charakterisierung der Effluate wurde der Kalziumtransient als Differenz der
systolischen und diastolischen Kalziumkonzentration und die Zellverkiirzung
isolierter Kardiomyozyten untersucht, wobei die Kardiomyozyten feldstimuliert
und mit Versuchspuffer perfundiert wurden. Der intrazellulare Kalziumtransient
sowie die systolische Zellverkiirzung sind, nach Beladung eines Ca**-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffes, am Fluoreszenz-Mikroskop gemessen worden. Der
Kalziumtransient und die Zellverklrzung der zu messenden Zelle wurden initial,
sowie nach Perfusion der Rattenkardiomyozyten mit dem zu untersuchenden
Effluates registriert. Die Veranderungen der MessgroRen nach Perfusion der
Rattenkardiomyozyten mit dem Effluat wurden prozentual zu den entsprechen-
den Basiswerten der Messung bestimmit.

Der Ausgangspunkt der Messungen sind die bereits beschriebenen Wirkungen

postischamisch entstehender Substanzen [4, 21, 27].



Dabei fallt eine starke Parallelitdt in der Wirkweise auf den Kalziumtransienten
und die Zellkontraktilitat zwischen den postischamischen entstehenden Media-
toren und der ungesattigten Epoxyeicosatetraensaure 17,18 EET auf.

In den vorliegenden Messungen wird das postischadmisch gewonnene Effluat
direkt verwendet, aber auch in der aufgereinigten Form als Faktorextrakt (FEX),
sowie als isolierte HPLC-Fraktion 5 des Faktorextrakts Faktorextrakt 5 (FEX 5).
Diese Substanzen wurden fur die Versuche mit einer 1%igen BSA-L6sung
versetzt um einen schnelleren Wirkeintritt zu erreichen. Deren Wirksamkeit konn-
te in Voruntersuchungen bestimmt werden und ist als Kontrollmessungen in den
jetzigen Versuchen noch einmal bestatigt worden.

Die durchgefiihrten Untersuchungen der einzelnen Effluate lassen auf eine
gewisse Wirkungscharakteristik der kardiodepressiven Anteile schliefien. Dabei
ist eine Verringerung des Kalziumtransienten um ca. 15% und damit ein Rick-
gang der Zellkontraktion zu beobachten. Diese Effekte lassen sich sowohl beim
ischamischen Effluat (IF), dem Faktorextrakt, der aufgereinigten Form Faktorex-
trakt 5 (FEX 5) als auch bei der Eicosatetraensaure 17,18 nachweisen. Auffallig
gegenlber den anderen Effluaten ist das Wirkungsprofil des ischdmischen Efflu-
ates. Die Verringerung der Zellkontraktion liegt in der ersten Messung
(Akutmessung/AM) nach Perfusion der Kardiomyozyten mit dem Effluat, bei etwa
40% und stellt sich nach weiteren Messungen auf einen Wert von 25% ein. Diese
Wirkungsweise ist jedoch nur bei der Zellkontraktion zu beobachten, der Rick-
gang des Kalziumtransienten verhalt sich ahnlich gegenuber FEX, FEX 5 und
17,18 EET. Diese Diskrepanz der Eigenschaften kénnte dadurch erklart werden,
dass es sich bei dem postischamisch gewonnenen Effluat (IF) um einen Pool
verschiedener Mediatoren handelt, die auf die Zellkontraktilitat wirken.

In Zusammenarbeit mit der Wolf-Hagen Schunck AG, Max-Delbrick-Center,
Berlin konnte die Epoxyeicosatetraensaure 11,12 EET als potentieller Antagonist
der negativ ionotropen Substanzen isoliert werden.

In den Messungen zeigte sich, dass das 17,18 EET nicht kardiodepressiv wirkt,
wenn die Zellen 11,12 EET vorinkubiert wurden. Im Gegensatz dazu zeigt sich
bei den Experimenten mit ischamischem Effluat und den gereinigten Fraktionen

in der Akutmessung weiterhin eine Abnahme der Zellkontraktilitat.
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4.3 Charakterisierung der negativ ionotropen Mediatoren
Im folgenden sind die einzelnen Untersuchungen aufgefiihrt, dabei wird zunachst
das ischamische Effluat (IF) beleuchtet und im weiteren Verlauf auf die Epoxy-

eicosatetraensaure 17,18 eingegangen.

4.3.1 Charakterisierung des ischamischen Effluates sowie der Deri-

vate

4.3.1.1 Kinetik

Die vorliegende Dosis-Wirkungsbeziehung des ischamischen Effluates zeigt eine
Konzentrationsabhangigkeit der Effekte bis zu einem Sattigungspunkt. In den
vorliegenden Experimenten wurde die Substanz in einer Konzentration von 1:4

verwendet.

Abb. 3: Dosis-Wirkungsbeziehung des ischamischen Effluates (IF) in Bezug auf

die Zellkontraktion
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Abb. 4: Dosis-Wirkprofil des IF und dessen Effekte auf den Kalziumtransienten

4.3.1.2 Einfluss von Cyclooxygenaseinhibitoren

Es erscheint moglich, dass das ischamische Effluat erst in der Herzmuskelzelle in
seine aktive Form umgewandelt wird. Diese Metabolisierung kdnnte Uber die

Cyclooxygenase ablaufen, so dass dieser Stoffwechselweg hier untersucht wird.

Unselektive Cyclooxygenasehemmung

Indomethacin inhibiert beide Isoformen der Cyclooxygenase mit geringer
Praferenz der COX 1. Im Vorfeld wurde mit 5 pmol Indomethacin eine Konzen-
tration bestimmt, welche die Zellen nicht primar tber den Zeitraum von 10 min
schadigt.

Dann wurden die Zellen 5 min vor der Messung mit 5 ymol Indomethacin
inkubiert, anschlieRend die Baseline aufgenommen und die Messkammern mit
dem ischamischen Effluat (IF) bzw. der organischen Phase (FEX) und der
isolierten HPLC-Fraktion 5 (FEX 5) perfundiert.

Dabei wurde IF in einer Verdinnung von 1:4 auf die Zellen gegeben, FEX und

FEX 5 jeweils in einer Konzentration von 1:400 verwendet.
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Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)
Akutmessung (AM)| 2 min Wert 5 min Wert | 10 min Wert
-0,04 (+/-
IF auf Indomethacin -0,15 (+/-0,17)** |-0,02 (+/-0,11)**| 0,20 (+/-0,22)** 0,29)*
-15,18 (+/-
IF -14,80 (+/-4,57) | -12,86 (+/-3,10) | -11,7 (+/-2,57) 2,33)
Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)
-4,36 (+/-
IF auf Indomethacin -20,34 (+/-1,68)** |-11,10 (+/-2,60)*| -6,18 (+/-2,85)* 1,73)*
-23,79 (+/-
IF -39,00 (+/-5,98) | -29,30 (+/-4,28) |-26,59 (+/-5,63) 4,40)

Tab. 7: Ergebnisse der Versuche mit IF und Indomethacin (ns-nicht signifikant, *
entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)

Abb. 5: Wirkung des IF auf die Zellkontraktilitdt bei Inkubation der Zellen mit Indo-

methacin
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Abb. 6: Wirkung des IF auf den Kalziumtransienten bei Inkubation der Zellen mit

Indomethacin

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)

Akutmessung (AM)

2 min Wert

5 min Wert

10 min Wert

FEX auf
Indomethacin

-0,63 (+/-0,23)**

-0,71 (+/-0,10)**

-1,04 (+/-0,23)*

1,81 (+/-0,74)*

FEX

-12,87 (+/-3,08)

-16,09 (+/-1,79)

-16,16 (+/-0,68)

-15,49 (+/-1,74)

Relative Anderung der Kontraktili&

tin % (SEM)

FEX auf
Indomethacin

-14,44 (+/-3,30)*

4,65 (+/-2,39)**

4,47 (+/-1,00)**

-3,52 (+/-1,39)*

FEX

-18,00 (+/-1,5)

-24,00 (+/-2,63)

-25,00 (+/-3,56)

-24,78 (+/-3,65)

Tab. 8: Ergebnisse der Messungen mit FEX und Indomethacin (ns-nicht

signifikant, * entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)
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Abb.7: Effekt des Faktorextraktes FEX auf die Kontraktilitat bei Inkubation der

Zellen mit Indomethacin

Abb. 8: Effekt des Faktorextraktes FEX auf den Kalziumtransienten bei Inkuba-

tion der Zellen mit Indomethacin



Relative Anderung des Kalziumtransienten in %

(SEM)
Akutmessung (AM)| 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert

FEX 5 auf
Indomethacin | 0,23 (+/-0,31)* | 0,43 (+/-0,28)* |-0,43 (+/-0,70)*| 0,12 (+/-0,21)*
FEX5 -18,34 (+/-3,30) |-17,57 (+/-1,28)-16,23 (+/-2,25) -16,19 (+/-2,63)

Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)

FEX 5 auf
Indomethacin | -10,78 (+/-1,79)* |-2,01 (+/-2,31)*|-0,88 (+/-1,66)*| -0,24 (+/-0,75)*
FEX5 -11,00(+/-3,89) |-16,00 (+/-3,96)-24,00 (+/-3,66) -26,03 (+/-3,25)

Tab. 9: Messwerte der Experimente mit FEX 5 und Indomethacin (ns-nicht

signifikant, * entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)

Abb. 9: Effekt von FEX 5 auf Indomethacin in Bezug auf die Zellkontraktion
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Abb. 10: Effekt von FEX 5 auf Indomethacin in Bezug auf den Kalziumtransienten

Bei den Messungen fallt auf, dass Indomethacin zwar als Langzeiteffekt die
Zellen vor einer Abnahme der Zellkontraktion schitzt, jedoch einen Abfall der
Kontraktilitat in der Akutmessung nicht verhindern kann, wahrend der Kalzium-

transient nahezu auf dem Ausgangsniveau der Messung verbleibt.

Selektive Cyclooxygenasehemmung

Die Versuchsreihe mit Indomethacin bestatigt die Annahme, dass die kardio-
depressiven Mediatoren erst in den Herzmuskelzellen selbst in ihre wirksame
Form umgewandelt werden und dass an diesem Aktivierungsschritt die
Cyclooxygenase (COX) maRgeblich beteiligt ist.

Im weiteren richten sich die Experimente auf die einzelnen Isoformen der Cyclo-
oxygenase. Es werden SC-560 als spezifischer Inhibitor der Cyclooxygenase 1
und NS-398 als Inhibitor der Isoform 2 der Cyclooxygenase verwendet.

In Vorversuchen wurde mit 0,25 umol eine Konzentration bestimmt, welche die
Zellen bei einer parallelen Applikation der selektiven COX-Inhibitoren nicht scha-
digt.

Auch hier erfolgten zunachst Versuche mit beiden Inhibitoren der Cyclooxyge-

nase. Die Inkubation erfolgte jeweils fir 5 min vor Aufnahme der Basiswerte.
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Relative Anderung des Kalziumtransienten in %
(SEM)
Akutmessung (AM)| 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert
IF auf
COX-Inhibitoren| -0,74 (+/-1,19)** | 0,20 (+/-2,14)* |0,99 (+/-1,01)**| 0,46 (+/-1,20)*
IF -14,80 (+/-4,57) |-12,86 (+/-3,10)| -11,7 (+/-2,57) |-15,18 (+/-2,33)
Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)
IF auf
COX-Inhibitoren| -15,38 (+/-4,10)* |-7,62 (+/-2,27)**|-8,37 (+/-2,41)**|-3,17 (+/-2,72)*
IF -39,00 (+/-5,98) |-29,30 (+/-4,28)|-26,59 (+/-5,63)|-23,79 (+/-4,40)

Tab. 10: Ergebnisse der Versuchreihe mit IF und Inhibitoren der Cyclooxygenase
(ns-nicht signifikant, * entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p<
0,001)

Abb. 11: Effekt des IF auf die Kontraktilitat bei Inkubation mit COX-1- und COX-2-
Inhibitor
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Abb. 12: Effekt des IF auf den Transienten bei Inkubation mit COX-1- und COX-
2-Inhibitor

Hier ergab sich fir das ischamische Effluat ein ahnliches Bild wie vorher in der
Versuchsreihe mit Indomethacin, also ein Abfall der Zellkontraktilitat in der Akut-
messung und nachfolgender Erholung auf das Ausgangsniveau, wahrend der

Kalziumtransient Uber den gesamten Zeitraum der Messung stabil bleibt.

Wirkung von SC-560 auf IF

Nun soll im weiteren Versuchsablauf die genaue Bestimmung des aktivierenden
Enzyms erfolgen. Dazu erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem COX-1-
respektive COX-2-Inhibitor.

SC-560 inkubierte fir 5 min in einer Konzentration von 0,25 ymol mit den iso-
lierten Kardiomyozyten bevor die Baseline aufgenommen wurde. AnschlieRend
wurden die Zellen mit ischamischem Effluat in einer Konzentration von 1:4

perfundiert.
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Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)
Akutmessung (AM)| 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert
IF auf
SC-560 |-16,61 (+/-0,35) ns|-17,21 (+/-0,65) ns|-15,03 (+/-1,54) ns|-16,11 (+/-1,33) ns
IF -14,80 (+/-4,57) | -12,86 (+/-3,10) | -11,7 (+/-2,57) | -15,18 (+/-2,33)
Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)
IF auf
SC-560 -32,10 (+/-2,90) | -29,72 (+/-4,28) | -28,17 (+/-6,91) | -25,62 (+/-1,31)
IF -39,00 (+/-5,98) | -29,30 (+/-4,28) | -26,59 (+/-5,63) | -23,79 (+/-4,40)

Tab. 11: Messwerte der Versuche mit IF und SC-560 (ns-nicht signifikant, *
entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)

Es ergibt sich aus diesen Werten, dass der Mediator, welcher im ischamischen

Effluat enthalten ist, nicht tber die Cyclooxygenase-1 verstoffwechselt wird.

Abb. 13: Wirkung von IF auf die Zellkontraktilitat nach Inkubation der Zellen mit
SC-560
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Abb. 14: Wirkung von IF auf den Kalziumtransienten nach Inkubation der Zellen
mit SC-560

Wirkung von NS-398 auf das ischamische Effluat

NS-398 wurde in der vorgegebenen Konzentration von 0,25 pmol verwendet und

nach einer Inkubationszeit von 5 min ischamisches Effluat in einer Verdinnung

von 1:4 auf die Zellen gegeben.

Bei der Messung zeigte sich eine antagonistische Wirkung des COX-2-Inhibitors.

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)
Akutmessung (AM) | 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert
IF auf NS-398 -0,60 (+/-1,08)* 0,43 (+/-0,72)** | 0,12 (+/-0,74)** |-1,01 (+/-0,62)**
IF -14,80 (+/-4,57) |-12,86 (+/-3,10)| -11,7 (+/-2,57) |-15,18 (+/-2,33)
Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)
IF auf NS-398 -16,13 (+/-2,68)* |-9,53 (+/-1,93)**| -8,66 (+/-2,38)* |-8,70 (+/-2,57)*
IF -39,00 (+/-5,98) |-29,30 (+/-4,28) |-26,59 (+/-5,63) |-23,79 (+/-4,40)

Tab. 12: Ergebnisse der Messungen mit IF und NS-398 (ns-nicht signifikant, *
entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)
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Abb. 15: Effekt von IF auf NS-398 in Bezug auf die Zellkontraktion

Abb. 16: Effekt von IF auf NS-398 in Bezug auf den Kalziumtransienten

4.3.1.3 Kaliumkanalblockade

Einen weiteren Ansatz zum Verstandnis der Signaltransduktion liefern die
Experimente mit Hemmstoffen von Kaliumkanalen. Die Unterbrechung der
Kaskade durch Indomethacin bzw. NS-398 legt den Schluss nahe, dass der

Mediator in der Zelle gar keine wirksame Form annehmen kann.



Im Gegensatz dazu kénnte die Hemmung der Kaliumkanale eine andere Stellung
einnehmen, die hier naher beleuchtet werden soll.

Zur Darstellung der Hemmbarkeit ATP-abhangiger K*-Kanéale wurde zunachst die
Wirkung von Glibenclamide untersucht, danach wurden Versuche mit Sodium-5-
Hydroxydecanoate (5-HD) als speziellem Inhibitor der mitochondrialen Kaliumka-
nale durchgeflhrt.

Mittels Vorversuchen wurde eine Konzentration von 1 ymol Glibenclamide und 5

pmol Sodium-5-Hydroxydecanoate zur Durchfiihrung der Experimente festgelegt.

Unselektive Blockade von Kaliumkanalen

Bei Glibenclamide handelt es sich um einen unselektiven Inhibitor ATP-sensitiver
Kaliumkanale. Es werden also sowohl sarkolemmale, als auch mitochondriale
Strukturen inhibiert.

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)

Akutmessung (AM)| 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert

IF auf
Glibenclamide 1,1 (+/-0,87)** | 1,27 (+/-0,80)** |-0,13 (+/-1,00)** | 0,43 (+/-0,60)**
IF -14,80 (+/-4,57) |-12,86 (+/-3,10) | -11,7 (+/-2,57) |-15,18 (+/-2,33)

Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)

IF auf
Glibenclamide |-23,47 (+/-1,63) ns |-4,78 (+/-2,98)** | -4,32 (+/-2,82)* | -4,36 (+/-1,52)*
IF -39,00 (+/-5,98) | -29,30 (+/-4,28) | -26,59 (+/-5,63) |-23,79 (+/-4,40)

Tab.13: Resultate der Messungen mit IF und Glibenclamide (ns-nicht signifikant,
* entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)
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Abb. 17: Effekt von IF auf Glibenclamide in Bezug auf die Zellkontraktion

Abb. 18: Effekt von IF auf Glibenclamide in Bezug auf den Kalziumtransienten

Durch die Vorbehandlung der Rattenherzmuskelzellen mit Glibenclamide kann
die Wirksamkeit des ischamischen Effluates deutlich abgeschwéacht werden.



Wirkung von Sodium-5-hydroxydecanoate auf das ischamische Effluat (IF)

Im Ergebnis zeigte sich, dass die kardiodepressive Wirkung der postischa-

mischen Faktoren auf Zellverkirzung und Kalziumtransient wahrscheinlich tber

die mitochondrialen Kaliumkanéale vermittelt wird.

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)
Akutmessung (AM) 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert
IF auf 5-HD -2,47 (+/-1,44)* -2,10 (+/-1,04)* | -1,95 (+/-1,18)* | -2,15 (+/-2,15)*
IF -14,80 (+/-4,57) -12,86 (+/-3,10) | -11,7 (+/-2,57) |-15,18 (+/-2,33)
Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)
IF auf 5-HD | -19,01 (+/-3,11)ns | -7,45 (+/-3,27)** | -3,52 (+/-2,49)* | -2,26 (+/-2,57)*
IF -39,00 (+/-5,98) -29,30 (+/-4,28) | -26,59 (+/-5,63) |-23,79 (+/-4,40)

Tab. 14: Messwerte der Versuche mit IF und 5-HD (ns-nicht signifikant, *
entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)

Abb. 19: Effekt von IF auf 5-HD in Bezug auf die Zellkontraktion
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Abb. 20: Effekt von IF auf 5-HD in Bezug auf den Kalziumtransienten

4.3.2 Charakterisierung der Epoxyeicosatetraensaure 17,18

4.3.2.1 Kinetik

Die vorliegende Dosis-Wirkungsbeziehung des 17,18 EET zeigt bis zu einem
Sattigungspunkt eine Konzentrationsabhangigkeit. In den vorliegenden Experi-
menten wurde die Eicosaensaure in einer Konzentration von 1:1000 entspre-

chend 60 nmol verwendet.
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Abb. 21: Dosis-Wirkungsbeziehung von 17,18 EET in Bezug auf die Zellkon-
traktion

Abb. 22: Dosis-Wirkprofil des 17,18 EET und dessen Effekte auf den Kalzium-

transienten

4.3.2.2 Enantiomere des 17,18 EET
In den bisher vorliegenden Messungen ist das 17,18 EET stets als Racemat in
einer Konzentration von 60 nmol verwendet worden. Zur weiteren Aufklarung der

Wirkweise wird untersucht, welches Isomer die Wirkform darstellt.



Dazu wurden in 2 Versuchsreihen 17r,18s EET respektive 17s,18r EET in ihrer
Wirkung auf die Kardiomyozyten untersucht. Die Konzentration der Isomere
entsprach dabei mit 60 nmol der Konzentration des Racemates.

Die Messungen ergaben, dass es sich bei 17r,18s EET um das wirksame

Enantiomer handelt.

17r,18s EET

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)
Akutmessung (AM) 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert
17r,18s-EET|-16,98 (+/-0,57) ns |-15,79 (+/-1,43) ns|-16,23 (+/-1,41) ns|-15,27 (+/-1,22) ns

17,18-EET | -15,04 (+/-1,85) | -15,60 (+/-1,92) | -13,97 (+/-3,07) | -14,27 (+/-3,37)
Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)
17r,18s-EET|-23,62 (+/-1,95) ns |-22,09 (+/-2,58) ns|-18,87 (+/-2,89) ns|-20,74 (+/-2.89) ns

17,18-EET | -22,00 (+/-5,19) | -23,00 (+/-4,35) | -24,00 (+/-4,66) | -24,11 (+/-3,25)
Tab. 15: Vergleich der Messungen mit 17r,18s EET und 17,18 EET (ns-nicht

signifikant, * entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)

Abb. 23: Vergleich der Wirkung des 17,18 EET Racemates und der 17r,18s EET

Isoform auf die Kontraktilitat
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Abb. 24: Vergleich der Wirkung des 17,18 EET Racemates und der 17r,18s EET

Isoform auf den Transienten

17s,18r EET
Relative Anderung des Kalziumtransienten in %
(SEM)
Akutmessung (AM)| 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert
17s,18r-EET| -1,01 (+/-0,28)** |-0,91 (+/-0,56)**|-0,49 (+/-0,79)**| -1,54(+/-0,69)**
17,18-EET | -15,04 (+/-1,85) |-15,60 (+/-1,92)|-13,97 (+/-3,07)| -14,27 (+/-3,37)
Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)
17s,18r-EET| -3,78 (+/-1,59)** |-1,34 (+/-1,24)**| 0,18 (+/-0,88)* | -0,14 /+/-0,72)*
17,18-EET | -22,00 (+/-5,19) |-23,00 (+/-4,35)|-24,00 (+/-4,66)| -24,11 (+/-3,25)

Tab.16: Vergleich der Wirkungen von 17s,18r EET und 17,18 EET (ns-nicht

signifikant, * entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)
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Abb. 25: Vergleich der Wirkung des 17,18 EET Racemates und der 17s,18r EET

Isoform auf die Kontraktilitat

Abb. 26: Vergleich der Wirkung des 17,18 EET Racemates und der 17s,18r EET

Isoform auf den Transienten

Wirkung von 11,12 EET auf 17r,18s EET

Zur Bestatigung der Messungen mit 17r,18s EET erfolgte der Nachweis, dass
11,12 EET hier, wie auch unter Verwendung des Racemates in der Lage ist, die
negativ ionotrope Wirkung des Mediators zu unterbinden. Ahnlich dem EET
17,18 handelt es sich um eine ungesattigte Eicosaensdure. Dabei sind die
Sauerstoffbindungsstellen am C-Atom 11 und 12 lokalisiert sind.
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Dazu inkubierten die Zellen 20 min vor Beginn der Messung mit 11,12 EET, das

in einer Konzentration von 30 nmol pipettiert wurde, danach erfolgte die

Messung unter Perfusion der Zellen mit 17r,18s EET.

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)

Akutmessung (AM)| 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert
17r,18s EETauf
11,12 EET -1,62 (+/-0,69)** | -2,74(+/-1,33)** | -2,74(+/-1,56)** |-0,92(+/-0,92)**
17r,18s EET -16,98 (+/-0,57) |-15,79 (+/-1,43) | -16,23 (+/-1,41) |-15,27 (+/-1,22)

Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)

17r,18s EET auf
11,12 EET

-2,95(+/-1,17)**

-3,19(+/-1,41)**

-1,66(+/-1,73)**

-2, 44(+/-2,37)**

17r,18s EET

-23,62 (+/-1,95)

-22,09 (+/-2,58)

-18,87 (+/-2,89)

-20,74 (+/-2.89)

Tab. 17: Resultate der Inkubationsversuche von 17r,18s EET und 11,12 EET(ns-
nicht signifikant, * entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p<

0,001)

Abb. 27: Beeinflussung der Wirkung von 17r,18s EET auf die Zellkontraktilitat
durch 11,12 EET
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Abb. 28: Beeinflussung der Wirkung von 17r,18s EET auf den Kalziumtransien-
ten durch 11,12 EET

4.3.1.3 Cyclooxgenase-Hemmbarkeit

Analog zu den oben beschriebenen Versuchen mit Inhibitoren des
Cyclooxygenasestoffwechsels wurden fir 17,18 EET sowie fur das aktive Enan-
tiomer 17r,18s EET Experimente durchgefiihrt. Da es sich um Epoxyeicosaen-
sauren handelt, liegt die Vermutung nahe, das diese nicht direkt in ihrer wirksa-
men Form in die Zellen gelangen, sondern hier erst metabolisiert werden. Eine
Moglichkeit der Aktivierung konnte die Verstoffwechselung durch die
Cyclooxygenase (COX) sein. Aus diesem Grunde startete die Versuchsreihe mit

Indomethacin.

Unselektive Cyclooxygenasehemmung

Indomethacin inhibiert beide Isoformen der Cyclooxygenase mit geringer
Praferenz der COX-1. Im Vorfeld wurde mit 5 pmol Indomethacin eine Konzen-
tration bestimmt, welche die Zellen nicht primar Gber den Zeitraum von 10 min
schadigt.

Dazu wurden die Zellen 5 min vor der Messung mit 5 pmol Indomethacin
inkubiert, danach die Baseline aufgenommen und die Messkammern mit 17,18
EET und 17r,18s EET perfundiert.
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Beeinflussung von 17,18 EET und 17r,18s EET durch Indomethacin

Wie sich im Experiment bestatigte, wurde durch Gabe eines Cyclooxygenase-

inhibitors der Kalziumtransient und die Zellkontraktion auf ein Niveau ent-

sprechend der Baselinemessung gebracht.

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)

Akutmessung (AM)

2 min Wert

5 min Wert

10 min Wert

17,18 EET auf
Indomethacin

-0,46 (+/-0,56)**

-0,75(+/-0,53)**

-0,79(+/-0,58)**

-0,50 (+/-0,45)**

17,18 EET

-15,04 (+/-1,85)

-15,60 (+/-1,92)

-13,97 (+/-3,07)

-14,27 (+/-3,37)

Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)

17,18 EET auf
Indomethacin

-2,62 (+/-0,80)**

0,92 (+/-0,97)**

0,08 (+/-1,00)**

-0,51 (+/-0,99)**

17,18 EET

-22,00 (+/-5,19)

-23,00 (+/-4,35)

-24,00 (+/-4,66)

-24,11 (+/-3,25)

Tab. 18: Ergebnisse der Versuchsreihe mit 17,28 EET und Indomethacin (ns-

nicht signifikant,

0,001)

* entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p<

Abb. 29: Effekt von EET 17,18 auf Indomethacin in Bezug auf die Zellkontraktion
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Abb. 30: Effekt von EET 17,18 auf Indomethacin in Bezug auf den Kalziumtran-

sienten

Auch das neu bestimmte wirksame Enantiomer 17r,18s EET wurde auf die

Beeinflussbarkeit durch Indomethacin untersucht. Dabei ergab sich ein ahnliches

Bild der antagonistischen Wirkung wie fir das Racemat.

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)

Akutmessung (AM) 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert

17r,18s EET

auf Indomethacin| -0,10 (+/-0,18)** |-0,06 (+/-0,14)**|-1,14 (+/-0,65)**|-0,73 (+/-0,88)*
17r,18s EET -16,98 (+/-0,57) |-15,79 (+/-1,43)-16,23 (+/-1,41) |-15,27 (+/-1,22)

Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)

17r,18s EET

auf Indomethacin| -1,32 (+/-0,54)** |-0,81 (+/-1,77)**|-1,05 (+/-2,66)**|-1,30 (+/-1,91)*
17r,18s EET -23,62 (+/-1,95) |-22,09 (+/-2,58)-18,87 (+/-2,89) |-20,74 (+/-2.89)

Tab. 19: Messwerte der Experimente mit 17r,18s EET und Indomethacin (ns-

nicht signifikant, * entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p<

0,001)
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Abb. 31: Effekt von EET 17r,18s auf Indomethacin in Bezug auf die Zellkon-
traktion

Abb. 32: Effekt von EET 17r,18s auf Indomethacin in Bezug auf den Kalziumtran-

sienten



Selektive Cyclooxygenasehemmung

Selektive COX-Inhibitoren sind in der Lage selektiv nur eine Isoform der Cyclo-
oxygenase auszuschalten. So wurde SC-560 als spezifischer Inhibitor der Cyclo-
oxygenase 1 und NS-398 als Inhibitor der Isoform 2 der Cyclooxygenase verwen-
det.

In Vorversuchen wurde mit 0,25 umol eine Konzentration bestimmt, welche die
Zellen bei einer parallelen Applikation der selektiven COX-Inhibitoren nicht
schadigt.

Zur Bestatigung der Versuchsreihe mit Indomethacin erfolgte die Inkubation
zunachst mit beiden Cyclooxygenaseinhibitoren. Die Applikation der jeweiligen

Substanz erfolgte 5 min vor Aufnahme der Basiswerte.

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)
Akutmessung (AM) 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert

17,18 EET auf
COX-Inhibitoren | -4,00 (+/-0,72)** | -3,70 (+/-1,95)** |-3,77 (+/-1,23)* -4,02 (+/-1,58)**

17,18 EET -15,04 (+/-1,85) | -15,60 (+/-1,92) |-13,97 (+/-3,07)|-14,27 (+/-3,37)
Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)

17,18 EET auf
COX-Inhibitoren | -5,82 (+/-1,62)* | -2,29 (+/-0,41)** |-3,05 (+/-1,41)* |-3,64 (+/-1,71)**

17,18 EET 22,00 (+/-5,19) | -23,00 (+/-4,35) |-24,00 (+/-4,66)| -24,11 (+/-3,25)
Tab. 20: Ergebnisse der Messungen von 17,18 EET und COX-Inhibitoren (ns-

nicht signifikant, * entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p<
0,001)
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Abb. 33: Wirkung von 17,18 EET auf NS-398 und SC-560 auf die Zellkontraktion

AN

Abb. 34: Wirkung von 17,18 EET auf NS-398 und SC-560 auf den Kalziumtran-
sienten



Wirkung von SC-560 auf 17,18 EET

Nun soll im weiteren Versuchsablauf die genaue Bestimmung des aktivierenden
Enzyms erfolgen. Dazu erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem COX-1-
beziehungsweise dem COX-2- Inhibitor.

SC-560 inkubierte flir 5 min in einer Konzentration von 0,25 pmol mit den
isolierten Kardiomyozyten bevor die Baseline aufgenommen wurde.
Anschlieend wurden die Zellen mit 17,18 EET in einer Konzentration von 60
nmol perfundiert.

Hier konnte festgestellt werden, dass eine Inhibition der Cyclooxygenase-1 nicht

die Wirksamkeit des kardiodepressiven Mediators verandert.

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)
Akutmessung (AM)| 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert

17,18 EET
auf SC-560 |-20,74 (+/-4,51) ns 15,69 (+/-2,69) ns-16,34 (+/-2,83) ns-16,79 (+/-3,87) ns

1718 EET | -15,04 (+/-1,85) | -15,60 (+/-1,92) | -13,97 (+/-3,07) | -14,27 (+/-3,37)
Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)

17,18 EET
auf SC-560 |-27,35 (+/-4,75) ns|-22,32 (+/-1,71) ns|-21,55 (+/-2,64) ns-22,59 (+/-2,07) ns

1718 EET | -22,00 (+/-5,19) | -23,00 (+/-4,35) | -24,00 (+/-4,66) | -24,11 (+/-3,25)
Tab. 21: Resultate der Versuche mit 17,18 EET und SC-560 (ns-nicht signifikant,

* entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)

Abb. 35: Wirkung von 17,18 EET nach Inkubation der Zellen mit SC-560 auf die

Zellkontraktion
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Abb. 36: Wirkung von 17,18 EET nach Inkubation der Zellen mit SC-560 auf den

Kalziumtransienten

Wirkung von NS-398 auf 17,18 EET

NS-398 wurde in der Konzentration von 0,25 umol verwendet und nach einer

Inkubationszeit von 5 min 17,18 EET in einer Verdlinnung von 60 nmol zu den

Zellen gegeben.

Wahrend bei der Inkubation der Zellen mit SC-560 der kardionegative Effekt des
17,18 EET erhalten bleibt, tritt nach Hemmung der COX 2 kein Effekt der

Eicosaensaure ein.

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)

Akutmessung (AM) | 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert

17,18 EET

auf NS-398 0,15 (+/-1,09)** |-2,27 (+/-2,43)**| -0,63 (+/-2,09)* |-1,39 (+/-1,91)*
17,18 EET -15,04 (+/-1,85) |-15,60 (+/-1,92)|-13,97 (+/-3,07) |-14,27 (+/-3,37)

Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)

17,18 EET

auf NS-398 -2,78 (+/-3,24)** |-2,88 (+/-2,53)**| 2,18 (+/-2,11)** |0,91 (+/-2,94)**
17,18 EET -22,00 (+/-5,19) |-23,00 (+/-4,35)|-24,00 (+/-4,66) |-24,11 (+/-3,25)

Tab. 22: Messwerte der Experimente mit 17,18 EET und NS-398 (ns-nicht
signifikant, * entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)
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Abb. 37: Effekt von EET 17,18 auf NS-398 in Bezug auf die Zellkontraktion

Abb. 38: Effekt von EET 17,18 auf NS-398 in Bezug auf den Kalziumtransienten

4.3.1.4 Kaliumkanalblockade

Zur Darstellung der Hemmbarkeit ATP-abhangiger K*-Kanale wurde zunéchst die
Wirkung von Glibenclamide untersucht, danach wurden Versuche mit Sodium-5-
Hydroxydecanoate als speziellem Inhibitor der mitochondrialen Kaliumkanale
durchgefinhrt.



Mittels Vorversuchen wurde eine Konzentration von 1 pmol Glibenclamide und 5

pmol Sodium-5-Hydroxydecanoate zur Durchfihrung der Experimente bestimmt.

Unselektive Blockade von Kaliumkanalen

Bei Glibenclamide handelt es sich um einen unselektiven Inhibitor ATP-
abhangiger Kaliumkanale. Es werden also sowohl sarkolemmale, als auch mito-
chondriale Strukturen inhibiert.

Das Ergebnis dieser Interaktionsversuche zeigt eine Hemmbarkeit der kardio-
depressiven Wirkung von 17,18 EET, sowohl fiir die Zellverklrzung, als auch fiir

den Transienten.

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)
Akutmessung (AM) | 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert

17,18 EET auf
Glibenclamide | -0,91 (+/-1,78)* | -0,53 (+/-7,6)* | -1,01 (+/-5,69)* |-1,47 (+/-1,63)*

17,18 EET 15,04 (+/-1,85) | -15,60 (+/-1,92) | -13,97 (+/-3,07) -14,27 (+/-3,37)
Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)

17,18 EET auf
Glibenclamide | -2,10 (+/-2,36)* | 2,98 (+/-2,58)* | 3,01 (+/-2,54)* | 0,98 (+/-3,20)*

17,18 EET 22,00 (+/-5,19) |-23,00 (+/-4,35)|-24,00 (+/-4,66) |-24,11 (+/-3,25)
Tab. 24: Ergebnisse der Versuche mit 17,18 EET und Glibenclamide (ns-nicht

signifikant, * entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)

Abb. 39: Effekt von EET 17,18 auf Glibenclamide in Bezug auf die Zellkontraktion
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Abb. 40: Effekt von EET-17,18 auf Glibenclamide in Bezug auf den Kalziumtran-

sienten

Selektive Blockade der mitochondrialen Kaliumkanale

Zur eindeutigen Identifizierung der beteiligten Strukturen kam Sodium-5-
hydroxydecanoate zur Anwendung. Fir diesen Stoff ist einen Praferenz der mito-
chondrialen ATP-abhangigen Kaliumkanale beschrieben.

Hier zeigt sich eine signifikante Minderung des messbaren Effektes der

Epoxyeicosaensaure, wenn die Zellen vor der Messung fir 5 min mit 5-HD

inkubierten.

Relative Anderung des Kalziumtransienten in % (SEM)

Akutmessung (AM) 2 min Wert 5 min Wert 10 min Wert
17,18 EET
auf 5-HD -1,63 (+/-1,14)** |-0,47 (+/-0,46)** -1,54 (+/-1,26)** 0,33 (+/-1,43)*
17,18 EET -15,04 (+/-1,85) | -15,60 (+/-1,92) | -13,97 (+/-3,07) -14,27 (+/-3,37)

Relative Anderung der Kontraktiliat in % (SEM)

17,18 EET
auf 5-HD -1,53 (#/-2,32)** | 0,67 (+/-2,31)** | 2,32 (+/-2,22)** | 1,71 (+/-3,95)*
17,18 EET -22,00 (+/-5,19) | -23,00 (+/-4,35) | -24,00 (+/-4,66) -24,11 (+/-3,25)

Tab. 25: Resultate der Versuchsreihe mit 17,19 EET und 5-HD (ns-nicht
signifikant, * entspricht p<0,05, ** entspricht p< 0,01, *** entspricht p< 0,001)

70



Abb. 41: Effekt von EET 17,18 auf 5-HD in Bezug auf die Zellkontraktion

Abb. 42: Effekt von EET 17,18 auf 5-HD in Bezug auf den Kalziumtransienten






5. Diskussion

5.1 Kardiodepressive Faktoren im postischamischen Effluat

Die Ischamie des Herzens flihrt zu einer Veranderung der Gesamtfunktion des
Organs nach Beendigung der Ischamiephase. Die zugrundeliegenden Mecha-
nismen der Abweichungen wurden von Felix et al [21] auf die Produktion unbe-
kannter negativ inotroper Substanzen (NIS) zurlickgefihrt. Mit der weiteren
Forschung an diesem Themengebiet gelang die Charakterisierung der NIS
insoweit, als dass sie die Effekte Uber die Hemmung des L-Typ Ca**-Kanals
bewirken [27]. Des weiteren ergaben sich aus Voruntersuchungen starke
Hinweise auf den Metabolismus der Epoxyeicosatetraensaure 17,18 als Ursache
der Minderung der Kontraktilitdt. So war es das Ziel dieser Arbeit, mdogliche
Mechanismen der Signaltransduktion aufzudecken. Aus diesem Grunde wurde
das Effluat, welches bei der Ischamie eines Rattenherzens gewonnen wurde,
sowie verwandte kardiodepressive Substanzen, die Epoxyeicosaensauren
experimentellen Untersuchungen an isolierten Rattenkardiomyozyten unter-
zogen. Im Zentrum der Betrachtung stand hier der Einfluss des Effluates auf den
intrazellularen Kalziumstoffwechsel und auf die Kontraktilitdt der Myozyten, sowie
deren Interaktionen mit verschiedenen Medikamenten.

Zur Messung der intrazellularen Kalziumspiegel kam das System der Fluores-
zenzmikroskopie zum Einsatz. In Kombination mit Fura-2-AM waren wir in der
Lage, intrazellulare Kalziumveranderungen der Kardiomyozyten zu detektieren.
Fura-2-AM ist ein kalziumsensitiver Fluoreszenzfarbstoff, der zur kontinuierlichen
Messung des intrazellularen Kalziums geeignet ist.

Die Auswertung der Messungen erfolgte unter Verwendung eines entsprechen-
den Computerprogramms (lonOptix), welches es erlaubte eine hohe zeitliche
Auflosung der intrazellularen Kalziumschwankungen verbunden mit einer
parallelen Aufzeichnung der Verkilrzung einzelner Kardiomyozyten zu erzielen.
Die vorliegende Studie zeigt, dass die Wirkung des postischamischen Effluates,
welches akut den cytosolischen Kalziumgehalt der Kardiomyozyten vermindert
[27], durch Interaktionsversuche mit verschiedenen Medikamenten aufzuheben
ist.

Anhand einer Verdinnungsreihe mit Versuchspuffer konnte ein Dosisabhan-
gigkeit sowohl fur das untersuchte postischamische Effluat, als auch fur den

potentiellen Mediator, das 17,18 EET nachgewiesen werden.
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In Ubereinstimmung mit den durchgefiihrten Messungen, welche 17r,18s EET als
das aktive Enantiomer des 17,18-EET-Racemates kennzeichnen, beschrieb
Lauterbach [108] das 17r,18s EET als wirksamen Bestandteil des Racemates.
Die Regioselektivitat bei der Darstellung der 17,18 Epoxyeicosatetraensaure ist
fur menschliche Cytochrom P 450 Enzyme beschrieben [123].

Dabei setzt der kardiodepressive Effekt akut nach Superperfusion der Kardio-
myozyten ein.

Bei den vorliegenden Untersuchungsergebnissen stellt sich die Frage nach der
chemischen Natur des Faktors, sowie nach der Signaltransduktionskaskade, die
durch dessen Freisetzung ablauft.

Endogene negativ ionotrop wirksame Substanzen wurden auch bei anderen
experimentellen Ansatzen entdeckt. Dem Endokard und dem Endothel ent-
stammende Mediatoren sind in der Lage die Kontraktilitdt heraufzusetzen bzw.
herunterzuregulieren [5], dabei spielen vor allem die Derivate der Arachidonsaure
in Form der Eicosatriensauren ein Rolle [122]. Die Freisetzung der hier postulier-
ten Substanz erfolgt direkt aus dem Myokardgewebe, denn eine Entfernung der
Endothelzellen erbrachte keine Anderung der Wirksamkeit [4].

Bei den wirksamen Bestandteilen des Mediatorenpools des koronaren postischa-
mischen Effluates handelt es sich wahrscheinlich nicht um Proteine, sondern um
einen stabilen, hitzeresistenten Faktor, der kleiner als 0,5 Kd ist [27].

Felix et al [27] beschreibt die Blockade des L-Typ Kalziumkanals als initiales
Ereignis, welches die Absenkung der intrazelluldren Kalziumkonzentration und
daraus folgend die Abnahme der Kontraktilitdt verursacht. Dabei ist dieser Effekt
unabhangig vom Status des Ca'*-Kanals, also nicht durch cAMP abhangige
Phosphorylierung oder Dihydropyridine vermittelt. Auch die Beeinflussung durch
B-adrenerge Stimulation konnte durch die Messung der Aktivitat der Protein-
kinase C ausgeschlossen werden, so dass eine direkte Interaktion mit dem Kanal
maoglich scheint [27].

Die beobachtbare Reduktion des Ca’*-Einstromes, des Kalziumtransienten und
daraus folgend der Zellverkiirzung, welche sowohl durch den ischamischen
Faktor IF, als auch durch dessen vermutete Reinsubstanz das 17,18 EET

hervorgerufen wird, ist durch verschiedene Medikamente blockierbar.
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5.2 Interaktion der Mediatoren mit Indomethacin, NS-398 und SC-560
In den ersten Versuchsreihen mit Indomethacin prasentierte sich eine nahezu
vollstandige Inhibition der Effekte, die sich im nachhinein mit dem selektiven
COX-2-Inhibitor NS-398 als reproduzierbar erwiesen.

Der relativ starke Abfall der Zellverkirzung in der Akutmessung des
ischamischen Effluates, im Gegensatz zur Reaktion des 17,18 EET, bei gleich-
zeitig erhaltenem Kalziumtransienten, kénnte auf einen weiteren Faktor im post-
ischamischen Pool hinweisen, der unabhangig vom Kalziumhaushalt der Zelle
die Kontraktilitdt herabsetzt. Ein solcher desensitivierender Faktor wurde auch
von anderen Autoren beschrieben [135].

Die Vermittlung der Wirkung Uber die Isoform 2 der Cyclooxygenase bestatigt die
Vermutung, dass es sich bei dem freigesetzten Mediator um einen endogenen
Schutzfaktor handelt, der wahrend eines ischamischen Ereignisses im Myokard
produziert wird. So kénnte die wahrend einer Ischdmie anfallende Arachidon-
saure unter anderem durch Cytochrom P 450 Enzyme zu einer Epoxyeicosa-
tetraensaure umgewandelt werden. Strukturverwandte Substanzen weisen dabei
unterschiedlichste Wirkungen auf [54]. Die Blockade der kardiodepressiven
Effekte mittels Indomethacin und NS-398 weisen auf einen Aktivierungsschritt
durch die Cyclooxygenase 2 hin. Verschiedenen Metaboliten dieses Enzyms
werden protektive Eigenschaften zugeschrieben [58, 59].

Hierbei ist vor allem der Prozess der Prakonditionierung zu beachtenswert. Kurze
Perioden ischamischer Ereignisse schitzen das Herz wahrend nachfolgender,
langerer Ischamiephasen [30, 31]. Es ist eine deutlich geringere InfarktgréRRe
nachweisbar. Der Energieumsatz der Zellen, wie zum Beispiel der Sauerstoffbe-
darf wird abgesenkt und ultrastrukturelle Veranderungen, welche mit dem Zelltod
zu verbinden sind, treten erst verzogert auf. Dabei wird durch verschiedene
Studien der COX 2 eine essentielle Rolle bestatigt [64, 136]. Die COX-2 spielt
eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung des IPC [116] als myokardiale
Schutzfunktion.

Dabei handelt es sich bei der COX-2 nicht um ein konstitutives Enzym der
Herzmuskelzellen, allerdings wird sie durch kardiale Schaden, wie sie im
Rahmen einer Ischamie-Reperfusion auftreten, induziert [137]. Indes vermutet
man durch die Induktion der Cyclooxygenase 2 auch schadigende Effekte auf

das Myokard zum Beispiel im Sinne der Entwicklung einer Herzinsuffizienz [138].
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Wahrend Felix et al [27] von einer direkten Interaktion der negativ ionotropen
Substanz mit dem L-Typ Ca**-Kanal ausgeht, deuten die vorliegenden Daten auf
einen komplexen Signaltransduktionsprozess hin, der durch den Faktor in der
Zelle in Gang gesetzt wird. Shinmura et al [115] unterstutzt die Vermutung, dass
im Endeffekt die Offnung von ATP regulierten Kaliumkanalen zur Prakonditio-
nierung beitragt, deren Offnung aber durch die Cyclooxygenase 2 vermittelt wird.
Einen gleichartigen Ablauf nehmen wir flir den hier vorgestellten Mediator
ebenfalls an. Ob der hier vorgestellte Mediator einen Einfluss auf die Entwicklung
des IPC besitzt, kann aus den bisherigen Daten nicht mit Sicherheit geschlossen
werden. Hierzu waren weitere Untersuchungen notwendig.

Es scheint gesichert, dass der ischamische Faktor sowie 17,18 EET nur einen
Prakursor der tatsadchlich wirksamen Substanz darstellen, welcher innerhalb der
Kardiomyozyten mittels COX 2 metabolisiert wird, obwohl andere Studien vorlie-
gen, die eine Beteiligung der Cyclooxygenase am |IPC ausschlieRen [139], oder
aber einen Schutzfaktor postulieren, der Gber die COX metabolisiert wird, ohne
Praferenz einer Isoform [59].

Die Verknlpfung von Eicosaensauren mit der Aktivierung der Cyclooxygenase ist
durch andere experimentelle Ansatze bestatigt worden.

Die Studie Carroll et al [140] zeigt am Beispiel der vaskuldaren Modulation der
Niere am Kaninchen, dass aus Arachidonsaure freigesetzte Fettsduren Uber die
Cyclooxygenase metabolisiert werden und der Effekt mit einer Inhibition durch
Indomethacin aufgehoben wird.

Bereits seit langerer Zeit wird die prazise Rolle von Eicosanoiden in der
Entwicklung myokardialer Schadigungen wahrend der Ischamie und Reperfusion
debattiert [130]. Es scheint gesichert, dass eine erhdhte Produktion eine allge-
meine Antwort des Gewebes auf Verletzungen darstellt. Die Produktion von
Eicosanoiden erfordert eine vorherige Freisetzung von Arachidonsaure aus
Phospholipiden. Sowohl die Ischamie, als auch die Reperfusion sind eng asso-
ziiert mit einem Anstieg der Arachidonsaurelevel in den Membranen [131].

Die Phospholipidzusammensetzung kardialer Zellmembranen ist zum Teil von
der Erndhrung abhangig [141]. Sie erfahrt wahrend einer ischamischen Phase
eine starke Veranderung. Diaten, die eine hohe Menge an mehrfach ungesat-
tigten Fettsauren enthalten, z.B. aus Seefisch beeinflussen direkt das Herz. Sie
bewirken aullerdem eine verbesserte Sauerstoffutilisation, verbunden mit einer

Optimierung der postischamischen Erholung der kontraktilen Funktion.
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Mehrfach ungeséttigte Fettsduren der omega-3 Klasse besitzen wie
Epoxyeicosaensauren einen starken antiaarrhythmischen Effekt [142]. Es stellt
sich die Frage inwieweit, die dabei erbrachten Erkenntnisse auf dem von uns
bestimmten Mediator beruhen. Es ist denkbar, dass die Quantitat der Freisetzung
auch von ernahrungsphysiologischen Gesichtspunkten abhangt.

Chen et al [131] beschreibt ebenfalls die Inhibition des kardialen L-Typ Ca*'-
Kanals durch Epoxyeicosaensauren als endogenen Schutzmechanismus. Die
dadurch vermittelten IPC ahnlichen Wirkungen sind mit der Reaktion der
Kardiomyozyten auf die Applikation des 17,18 EET und ischamischen Effluates
vergleichbar.

Die Untersuchungen an Mausen [59, 116], Ratten [115] und Kaninchen [117],
sowie die vorliegenden Ergebnisse an isolierten Rattenkardiomyozyten legen die
Vermutung nahe, dass die Kardioprotektion der COX 2 nicht speziesspezifisch ist
[115].

Die sich an diesen Metabolisierungsweg anschlieRenden Kaskaden sind noch
nicht genau erforscht. Adenosin [18], sowie auch die Proteinkinase C [43], NO
[143] und Sauerstoffradikale [45] scheinen zu der Entwicklung eines prakonditio-

nierten Herzens beizutragen [30, 31].

5.3 Einfluss von Inhibitoren kardialer ATP-sensitiver Kaliumkanale
auf die kardiodepressiven Faktoren

Als Endpunkt zeigten die Messungen mit verschiedenen Kaliumkanalblockern,
dass eine Wechselwirkung der Rattenkardiomyozyten mit den beschriebenen
Mediatoren in einer Offnung der ATP abhéngigen Kaliumkanéle resultiert, denn
der depressive Effekt auf die Kontraktilitdt und den Kalziumtransienten lasst sich
durch Glibenclamide und ebenfalls durch Sodium-5-hydroxydecanoate antago-
nisieren.

Diese Ergebnisse gehen konform mit der Annahme, dass auch diese Kanéale im
preconditioning eine bedeutsame Rolle spielen [52].

Glibenclamide und 5-HD sind potente Inhibitoren des ATP-abhangigen kardialen
Kaliumkanals [144].

ATP regulierte K'-Kanale sind bedeutsam fiir die Regulation des Energie-
haushaltes der Zellen, durch ihre Kontrolle der Membranerregbarkeit [101].
Bereits unter Hypoxiebedingungen erfolgt ein Ausstrom von Kaliumionen. Erlei-

den Myozyten eine Ischamie so werden ATP sensitive K*-Kanale gedffnet.
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Hierbei konnen die mitochondrialen Karp-Kanale aktiviert sein und die normale
Permeabilitat der dueren Zellmembran gewahrleisten [145].

Durch die Offnung von K*-Kanélen kommt es zu einer Abnahme der Dauer der
Aktionspotentials bereits durch einen geringen Abfall des in der Zelle befindlichen
ATP. Daher wird die Offnung von Kaliumkanalen auch firr die Entstehung von
Arrhythmien und den plétzlichen Herztod verantwortlich gemacht [146, 147].

Die Kanale sind charakterisiert durch eine starke Inhibition durch ATP allerdings
schlieBen sie auch durch andere Mechanismen wie eine Abnahme des
intrazellularen ATP, ein leicht ins saure Milieu verschobener pH-Wert, G-Protein
vermittelte Prozesse und die Beeinflussung der Kanalaktivitdt durch subsarko-
lemmale Aktinfilamentnetzwerke sind beschrieben [102]. Die Kaliumkanale der
inneren Mitochondrienmembran sind an der Regulation des Kalziumhaushaltes
der Herzmuskelzelle beteiligt [148].

Aimond et al [149] beschreibt eine Untergruppe der ATP regulierten K*-Kanale
des Herzens bei Mausen und Ratten, den ltrex. Dessen Regulation erfolgt neben
der Wirkung des ATP durch intrazellulare Azidose, sowie freie Fettsduren und
Arachidonsaure, ware also eine moégliche Zielstruktur von Derivaten des Cyclyo-
oxygenasestoffwechsels. Die Signaltransduktion involviert ebenfalls die p38
MAPK, die in der Bildung des myokardialen Schutzes eine Rolle spielt [150].
Andere Studien belegen die Offnung von ATP abhéngigen Kaliumkanalen durch
Epoxyeicosaensauren [110, 122]. In einigen Veroéffentlichungen [108] wurde
11,12 EET als Antagonist von 17,18 EET beschrieben. Jedoch zeigt auch 11,12
EET eine Modulation von Kaliumkanalen. Vielmehr kénnte hier ein partieller
Antagonismus vorliegen, der zustande kommt, indem die Kanale bereits in der
Inkubationsphase mit 11,12 EET gesattigt werden.

Die Offnung der Kaliumkanale wahrend einer Ischamie kann protektive Wirkung
annehmen und ist ebenfalls im Bereich des IPC anzusiedeln [52]. Die Bewertung
der in der vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Offnung ATP regulierter Kalium-
kanale in protektive oder schadigende Mechanismen kann noch nicht abschlies-
send vorgenommen werden.

Zwar kann ein Kaliumausstrom aus der Herzmuskelzelle die Entwicklung von
Arrhythmien induzieren bzw. bestehende Stérungen verscharfen [146, 147] im
allgemeinen ist er aber mit einem Schutz vor Zellschaden, einer Beschrankung
der Infarktgrole und einer verbesserten kardialen Funktion wahrend der

Reperfusion assoziiert [151].
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Diese Mechanismen entsprechen dem Preconditioning und werden durch anti-
diabetische Sulfonylureasen wie Glibenclamide, Sodium-5-hydroxydecanoate
inhibiert [152]. In diesen Versuchen konnte die Reduktion der InfarktgroRRe
prakonditionierter Hunde durch die Hemmung der Karp-Kanale komplett aufgeho-
ben werden.

In einem anderen experimentellen Ansatz wird die Kaliumkanal-Abhangigkeit der
Spatphase der Prakonditionierung an Kaninchen beschrieben [153].

Im Besonderen wird die Bedeutung der Aktivierung von Kaliumkanalen von
Shigematsu et al [154] hervorgehoben. Wie bereits erwahnt verkiirzt die Offnung
der Kaliumkanale wahrend der Ischamie die Dauer der Aktionspotentials
verbunden mit einer Abnahme des Ruhemembranpotentials, sowie der Amplitude
des AP. In der Reperfusionsphase wird die Aktionspotentialdauer wiederher-
gestellt, sie bleibt allerdings Uber einen Zeitraum von 30 min verkirzt.

In unseren Experimenten erreichten wir eine dauerhafte Abnahme der
Kontraktilitdt isolierter Rattenkardiomyozyten fur den Zeitraum der Messung,
sowie des Kalziumtransienten durch die Applikation von IF bzw. 17,18 EET,
wahrend Felix et al [27] einen auswaschbaren Effekt beschreibt. Allerdings sind
die Versuchsprotokolle auch unterschiedlich gewahlt, denn nach dem hier darge-
stellte Ansatz erfolgten die Messungen mit Perfusion der Kammern, ohne die
Substanz im nachhinein wieder aus der Messkammer zu entfernen. Man kann
davon ausgehen, dass die Reaktionen ebenfalls reversibel sind. Unter Verabrei-
chung der Kaliumkanalblocker waren keine kardiodepressiven Effekte mehr
nachweisbar.

Im Ansatz von Shigematsu et al [154] mit Glibenclamide ist wahrend der
Ischamiephase eine geringere Verkirzung der APD zu verzeichnen, ferner
dessen Wiederherstellung in der Reperfusion deutlich erleichtert. Erfolgte die
Applikation des Medikamentes erst zu Beginn der Reperfusion, so zeigte sich
eine beschleunigte Erholung der Aktionspotentialdauer.

Daraus kann eine Aktivierung kardialer ATP-abhangiger Kaliumkanale wahrend
der Ischamie, als auch in der ersten Phase der Reperfusion geschlossen werden.
Dieser Mechanismus beugt der Entwicklung des Stunning vor, beziehungsweise
ist in der Lage einen Zustand myokardialer Dysfunktion zu mindern [53]. Stunning
wird durch die Verflugbarkeit des Kalziums und durch die Schwere der Ischamie

begrenzt.
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So reduziert eine Superfusion des Herzens mit einer LOosung geringen
Kalziumgehaltes das Phanomen [79], als auch die Hemmung der Ca**-ATPase
des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA) kann den Schweregrad des
Stunning herabsetzten [80].

Kaliumkanal6ffner wie Aprikalim, Nicorandil, Diazoxide und Cromakalim
verbessern die Erholung der kontraktilen Funktion des “stunned myocardium*
[155] und sind durch einen Antagonisten wie Glibenclamide blockierbar. Dabei
wird nicht vorrangig die hamodynamische Situation optimiert oder die
Kollateralversorgung rekrutiert, vielmehr handelt es sich um direkte Effekte, die
auch in unseren Experimenten an Einzelzellen nachvollziehbar sind.
Minoxidilsulfat (MNXS) benutzte Hayashi et al [156] fir ihre Untersuchung zur
Verkirzung der Aktionspotentialdauer. Als Kaliumkanaloffner produziert die Sub-
stanz eine Drosselung der APD, ohne Beeinflussung des Ruhemembran-
potentials. Diese Reaktion ist, wie in der vorgelegten Studie nachvollziehbar
dosisabhangig und zum Teil durch Glibenclamide antagonisierbar. Interessanter-
weise blockiert MNXS ebenso den L-Typ Kalziumkanal, wobei Glibenclamide
diesen Effekt nicht verhindert.

Die Beobachtung der Abnahme der Aktionspotentialdauer wird also durch eine
Kombination aus Aktivierung des kardialen ATP sensitiven Kaliumkanals und die
Blockade des kardialen L-Typ Ca**-Kanals verursacht.

Einen ahnlichen Mechanismus lassen die bisherigen Ergebnisse fur den ischa-
mischen Mediator und das 17,18-EET vermuten, denn zumindest fir den
postischamisch freigesetzten negativ ionotropen Faktor ist eine Hemmung des L-
Typ Kalziumkanals bestatigt [27].

In den abgeschlossenen Versuchsreihen steht die komplette Hemmbarkeit der
depressiven Wirkungen mittels Inhibition der ATP sensitiven Kaliumkanale der
partiellen antagonistischen Wirkung von Glibenclamide auf Minoxidilsulfat gegen-
Uber.

Méglicherweise liegt diesem Befund ein anderer experimenteller Ansatz
zugrunde, denn wahrend die beschriebenen Versuche an isolierten feldstimu-
lierten Rattenkardiomyozyten abliefen, verwendete Hayashi et al [156] die Patch-
Clamp-Technik an ventrikuldren Meerschweinchenmyozyten. Unter Umstanden
interagiert Glibenclamide in der verabreichten Dosis auch mit anderen Zellstruk-

turen.
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Im Allgemeinen ware auch eine partiell erhaltene Wirksamkeit der Mediatoren zu
erwarten, da verschiedene Zielstrukturen vorliegen, die durch Kaliumkanalblocker
nicht homogen beeinflusst werden. Im Gegensatz zur Inhibition der kardio-
depressiven Wirkung des ischamischen Effluates und 17,18-EET durch die
Ausschaltung der Cyclooxygenase, welche die Bildung des aktiven Metaboliten
verhindert, kobnnen hier durchaus Mediatoren an die Zielstrukturen binden und
Effekte verursachen.

Eine Verbindung zwischen der Cyclooxygenase und Karp-Kanalen zeigt eine
Studie von Grover et al [157]. Dabei erbrachte die Applikation von Cromakalim
mit der bewirkten Offnung ATP abhéngiger Kaliumkanéle einen Prakonditio-
nierungseffekt, der durch den COX-Inhibitor Meclofenamate verhindert werden
konnte. Allerdings geht man hier von einer Blockade unabhangig von der
Cyclooxygenasehemmung aus. Vielmehr erfolgt eine Inhibition der ATP regulier-
ten Kaliumkanale. In dieser Wirkung ahnelt die Substanz den verwendeten
Kaliumkanal6ffnern Glibenclamide und Sodium-5-hydroxydecanoate, die in der
Lage sind, der von IF/17,18-EET produzierten Verminderung der Kontraktilitat

und der negativen Beeinflussung des Kalziumtransienten entgegenzuwirken.

5.4 Limitationen und Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung der Signaltransduktions-
kaskade, welche durch die Applikation postischamisch freigesetzter Mediatoren
an Kardiomyozyten ablauft. Es erscheint moéglich, dass 17,18 EET dem
wirksamen Bestandteil des postischamischen Effluates entsprechen kénnte.

Die Untersuchungen weisen darauf hin, dass der Mediator erst im
Kardiomyozyten durch die Cyclooxygenase 2 in das wirksame Derivat umgewan-
delt wird, es sich also bei 17,18 EET/IF um einen Prakursor dieser Substanz
handelt.

Der sicht- und messbare Effekt des Faktors in Form einer Verminderung der
Kontraktilitdt und einer Abnahme des Kalziumtransienten wird durch die
Beeinflussung verschiedener Zielstrukturen gewahrleistet.

Die verwendeten Medikamente flr die Interaktionsversuche greifen daher an
verschiedenen Punkten an. So bedeutet eine Unterbrechung der Kaskade durch
Indomethacin bzw. NS-398, dass der Mediator in der Zelle gar keine wirksame

Form annehmen kann.
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Im Gegensatz dazu steht die Hemmung der Kaliumkanale ganz am Ende, so
dass andere Zielstrukturen, die durch Glibenclamide oder Sodium-5-hydroxy-
decanoate nicht inhibiert werden, durchaus beeinflusst werden kénnten. So ware
eine Darstellung der Blockierung des L-Typ Ca*™*-Kanals durchaus denkbar und
bietet tber diese Arbeit hinaus Forschungsbedarf.

Eine genaue Charakterisierung mit selektiven Kaliumkanalblockern kann zur
weiteren Aufklarung des Wirkungsmechanismus beitragen. Hierzu ware zum
Beispiel die Beurteilung der Aktivitdt sarkolemmaler und mitochondrialer Kalium-
kanale interessant.

Zahlreiche Untersuchungen bestatigen zwar die Beteiligung der Karp-Kanale
[158], allerdings herrscht kein Konsens Uber den Anteil mitochondrialer und
oberflachlicher Strukturen [54, 56, 159]. Der hier verwendete Antagonist
mitochondrialer Karp-Kanale Sodium-5-hydroxydecanoate wurde in einigen Ver-
offentlichungen [54] nicht als selektiv angesehen.

Der direkt klinische Bezug zum Patienten ist erst durch Studien zu belegen, hier
sollte zunachst bestatigt werden, dass die beobachtbaren Veranderungen infolge
ischamischer Ereignisse in analoger Weise ablaufen. Hierfur gibt es bereits
einige Hinweise [39].

Gerade der Einsatz von Kaliumkanal6ffnern wird in der Literatur vielfaltig disku-
tiert. Die Verflgbarkeit entsprechender Medikamente wie Nicorandil ist ein
wesentlicher Faktor.

Die Therapie mit Kaliumkanal6éffnern kénnte zu dem Zustand eine permanenten
chemischen Prakonditionierung fiihren und damit die Widerstandsfahigkeit des
Herzens gegenuber Sauerstoffmangel erhéhen [160] und in einem geringerem
Gewebeschaden wahrend akuter myokardialer Ereignisse resultieren.
Beschrankend wirken hier auch die unterschiedlichen Aussagen zu der Induktion
von Arrhythmien. Zum einen erhoht die extrazellulare Akkumulation von Kalium-
ionen durch den Ausstrom aus den Herzmuskelzellen die Gefahr einer
Arrhythmie [146, 147], zum anderen wirken Kaliumionen antiarrhythmisch, sobald
diese durch Stérungen der Repolarisation verursacht sind [106].

Lange Zeit wurde die Cyclooxygenase 2 nur in Verbindung mit ,schadlichen”
Reaktionen gebracht und die pharmakologische Forschung war bemiiht selektive
COX 2 blockierende Medikamente herzustellen. Inzwischen muss diese Mei-

nung, nicht nur aufgrund der vorliegenden Arbeit revidiert werden.
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Die Rekrutierung dieses Enzyms wahrend der Spatphase des IPC und dem
damit hervorgerufenen Schutz gegen Stunning und Infarkt verdeutlicht die
Bedeutsamkeit der COX 2 fir die Adaptation des Herzens an Stress [136].
Verschiedene Mechanismen tragen dazu bei. So ist eine Verstarkung
myokardialer Dysfunktion durch die Inhibition der Cyclooxygenase beschrieben
und die Protektion wird Gber den Weg des Prostacyclin vermutet, wahrend Li et al
[64] die initiale Induktion der NO-Synthase schildert und die COX 2 spater in die
Signaltransduktion eingeschaltet wird.

Ob es sich bei den dargestellte Mediatoren um Effektoren des IPC handelt, kann
aufgrund der unterschiedlichen Versuchsanordnungen nicht gesagt werden.
Dazu ware eine Sequenz von Ischamiephasen und die Untersuchung der dabei
jeweils entstehenden Substanzen notwendig.

Wahrend der Ischamie und Reperfusion des Herzens entstehen eine Vielzahl von
Mediatoren mit unterschiedlichen Zielstrukturen und Wirkmechanismen. Die
vorgelegte Arbeit kann zum Verstandnis der ablaufenden Prozessen beitragen,

sowie wichtige Impulse zur méglichst kausalen Therapie liefern.
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6. Zusammenfassung

Diese Arbeit charakterisiert endogen entstehende kardiodepressiven Mediatoren,
die in der Reperfusionsphase des ischamischen Myokard freigesetzt werden
sowie die Epoxyeicosatetraensaure 17,18 hinsichtlich ihrer Funktion. Dabei liegt
besonderes Augenmerk auf der intrazellularen Signaltransduktionskaskade.

Die Gewinnung des ischamischen Effluates erfolgte durch Reperfusion eines
isolierten Rattenherzens flir 30 s, nach einer 10mindtigen Ischamiephase.

Wir priften den Effekt des Effluates und seiner Derivate sowie in einer zweiten
Versuchsreine der Epoxyeicosatetraensaure 17,18 auf Zellkontraktion und
Kalziumtransient isolierter Rattenherzmuskelzellen in Interaktionsversuchen mit
Inhibitoren der Cyclooxygenase unter Verwendung von Indomethacin, SC-560
und NS-398 sowie Hemmstoffen ATP-abhangiger Kaliumkanadle mit Gliben-
clamide und Sodium-5-hydroxydecanoate unter Nutzung eines Fluoreszenz-
mikroskops. Fur die Interaktionsversuche inkubierten die Zellen jeweils zuerst mit
dem Medikament bevor die zu testende Substanz dazugegeben wurde.
AulRerdem wurde 17,18 EET auf die Wirksamkeit der Regioisomere 17r,18s EET
und 17s,18r EET untersucht.

Das ischamische Effluat sowie dessen aufgereinigte Derivate bewirken eine
konzentrationsabhangige Abnahme der Zellverkirzung und des Kalziumtran-
sienten feldstimulierter isolierter Kardiomyozyten. Der Effekt ist durch Applikation
eines unselektiven COX-Inhibitors, hier Indomethacin signifikant abzuschwachen,
ebenfalls durch den selektiven COX-2-Inhibitor NS-398, nicht aber durch die
selektive Blockade der COX 1 mit SC-560. Einen ahnlichen Effekt erreicht man
durch Inkubation der Zellen mit Glibenclamide und dem Inhibitor der
mitochondrialen Karp-Kanédle Sodium-5-hydroxydecanoate, deren Applikation die
Reduktion der Zellkontraktion und der Kalziumtransienten signifikant vermindert.
17,18 EET verursacht analog eine dosisabhangige Verminderung der Kontrak-
tilitat und des Kalziumtransienten der Herzmuskelzellen. 17r,18s EET erwies sich
als wirksamer Bestandteil des Racemates. Die kardiodepressive Wirkung von
17,18 EET konnte durch Inkubation der Zellen mit Indomethacin und NS-398
aufgehoben werden, wohingegen SC-560 keinen Einfluss zeigte. Nach Inku-
bation der Myozyten mit Inhibitoren der ATP regulierten Kaliumkanale, lielen

sich keine kardiodepressiven Effekte mehr nachweisen.
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Negativ inotrope Substanzen, die vom postischdmischen Myokard freisetzt
werden reduzieren den Kalziumtransienten und die Zellverkirzung isolierter
Rattenherzmuskelzellen (ber einen Cyclooxygenase-2-abhangigen Metabolis-
mus sowie durch die Offnung ATP regulierter Kaliumkanale. Es erscheint
moglich, dass 17,18 EET dem wirksamen Bestandteil des postischamischen
Effluates entsprechen konnte.

Ob die hier vorgestellten Mechanismen in analoger Weise bei Myokardischamien

des Menschen ablaufen ist erst durch klinische Studien zu belegen.
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8. Abkurzungsverzeichnis

AG

AM

AP

APD
ATP
BSA
Ca™
cAMP
cGMP
COX
CYP
DAG
DMSO
EDHF
11,12 EET
17,18 EET
FEX
Fura-2-AM
5-HD
HETE
HEPES
HPLC

IF

IP3

IPC

KF
K*-Kanal
KHK

M

MAP
mKatp
MPTP
NIS

NO
NSAID

Arbeitsgemeinschaft

Akutmessung

Aktionspotential

Aktionspotentialdauer
Adenosintriphosphat

bovines Serumalbumin

Kalzium

zyklisches Adenosinmonophosphat
zyklisches Guanosinmonophosphat
Cyclooxygenase

Cytochrom P

Diacylglycerin

Dimethylsulfoxid

endothel derived hyperpolarizing factor
11,12 Eicosatriensaure

17,18 Epoxyeicosatetraensaure
Faktorextrakt

Fluo-2-Acetonmethylester
Sodium-5-Hydroxydecanoate
Hydroxyeicosatetraensaure
Hydroxy-Ethyl-Piperazin-Ethan-Sulfonsaure
high performance liquid chromatography
ischamisches Effluat

Inositoltriphosphat

ischemic preconditioning

Kontrolleffluat

Kaliumkanal

Koronare Herzkrankheit

mol/I

mitogen activated protein
mitochondrialer ATP-regulierter Kaliumkanal
mitochondrial permeability transition pore
Negative ionotropic substances
Stickstoffmonoxid

nonsteroidal antiinflammatory drug
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PG
PTCA
RCF
rfu
ROS
SEM
SERCA
sKatp
SR
TXA
WHO
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Prostaglandin

Perkutane transluminale Katheterangioplastie
relative centrifugation force

relative fluorescence units

reactive oxygen species

Standardfehler

Ca'"-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulum
sarkolemmaler ATP-regulierter Kaliumkanal
Sarkoplasmatisches Retikulum

Thromboxan

World Health Organisation
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