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l. EINLEITUNG

1. Das ischamische Myokard

In einem Hundeherz fihrt der Verschluss eines Hemigs der Kornararterie
innerhalb kirzester Zeit zu physiologischen undatelischen Veréanderungen.
Diese Veranderungen umfassen unter anderem dieellumgt von aeroben auf
anaeroben Stoffwechsel, eine Absenkung des pH-¥edie Freisetzung von
Botenstoffen und Verschiebungen in der lonen-Horases

Die Umstellung von aerobem beziehungsweise mitodhalem Stoffwechsel auf
anaerobe Glykolyse erfolgt bereits nach nur achkuS#en verminderten
arteriellen Blutflusses (Jenningst al., 1963; Jenningst al., 1990). Unter
ischamischen Bedingungen kann der Energiebedafigieryten nicht durch die
durch Glykolyse bereitgestellte Energie und die deshigh energy phosphate
(HEP) Speichern gedeckt werden. So wird CreatingBhat innerhalb der ersten
1-3 Minuten der Ischamie aufgebraucht (Jenniegsl., 1985 a). Die ATP-
Vorrate hingegen nehmen deutlich langsamer abinsioasn Ende der reversiblen
Phase der Ischdmie 75-80% des urspringlich vorimemdTPs verbraucht
(Jenningst al., 1985 a).

Die Neusynthese der HEP erfolgt anaerob (Jenrghgk, 1981), dadurch wird
vermehrt Laktat gebildet und als Folge dessen sokt intrazellulare pH
innerhalb der ersten 10 Minuten der Ischamie aQflBs 5,8 ab (Fleett al.,
1985).

Die Produkte des anaeroben Stoffwechsels haufénasiqJenningst al., 1986;
Jenningset al., 1990). ATP wird durch ATPasen zu ADP degradi®a die
Rephosphorylierung von ADP aufgrund der Azidose wied Anhaufung von
Laktat verlangsamt ist (Rovett al., 1975), sammelt sich ADP an. Durch die
Aktivitat der Adenylatkinase entsteht AMP, das smnazellular akkumuliert und
zu Adenosin abgebaut wird. Adenosin wiederum difart nach extrazellular
und wird dort zu Inosin und Hypoxanthin abgebauese Vorgange haben eine
deutliche Verkleinerung des Adenosinnukleotidponls Folge. Am Ende der
reversiblen Phase der Ischamie sind nur noch 30-4&% urspringlichen
Adenosinnukleotide vorhanden (Jenniregal., 1985 b).
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Parallel zu den metabolischen Veranderungen weveeschiedene Substanzen
freigesetzt, die als Botenstoffe agieren kdnnendiggsen Substanzen zéhlen zum
Beispiel Bradykinin (Martoranat al., 1990; Nodeet al., 1993; Wallet al., 1994
a), Opioide (Schultzet al., 1995), Norepinephrin (Schémig, 1990) und
Angiotensin (Martoranat al., 1990).

Steenbergemrt al. (1987) zeigtenn vitro an isoliert perfundierten Rattenherzen
einen leichten Anstieg der intrazellularen Calciomkentration in der spaten

reversiblen Phase der Ischamie.

2. Der Reperfusionsschaden

Die mdglichst schnelle Wiederherstellung der Duhshimg in einem
ischamischen Gewebe ist notwendig um die fortstdmde Gewebezerstérung
aufzuhalten. Die Reperfusion selbst kann jedocteiner weiteren Schadigung
des Gewebes, zu dem sogenannten Reperfusionsschialiesm (Folletteet al.,
1981; Braunwaldet al., 1985; Vermaet al., 2002). Diesen Schaden mdglichst
gering zu halten ist entscheidend fur die Vitaldés reperfundierten Gewebes
(Sobelet al., 1972).

In experimentellen Studien an Hunden UberlebtenMijezyten den Verschluss
der proximalen Koronararterie fur eine Dauer von Mikuten, bei langerer
Ischamiedauer wurden die Myozyten irreversibel gadmt (Kloneret al., 1974).

Dabei korreliert die Schwere des Reperfusionssaisageoportional mit der

Lange der vorausgegangenen Ischamiephase @alli, 1999).
2.1. Folgen der Reperfusion

2.1.1. Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Ganz zu Beginn der Reperfusion werden von aktemeNeutrophilen, gestressten
Kardiomyozyten, aktiviertem GefalRendothel und zemi geringen Anteil auch
vom perivaskularen Gewebe reaktive SauerstoffspeZlROS) freigesetzt
(Ambrosio et al., 1991; Kevinet al., 2003). Innerhalb von 4-7 Minuten nach
Reperfusionsbeginn erreicht die ROS-Freisetzungneldohepunkt (Bolliet al.,
1988).

Die ROS werden von verschiedenen EnzymsystemeitdgelNeutrophile bilden
ROS vor allem uber das NADPH-Oxidase-System. In &Gendothelzellen
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werden ROS vom endothelialen NAD(P)H-Oxidase-Systean der Xanthin-
Oxidase und unter bestimmten Bedingungen auch M@Segebildet.

2.1.2. Zellddem

Die Akkumulation der Produkte des anaeroben Staffisels fuhrt zu einem
erhohten transsarkolemmalen osmotischen Gradief@@mingset al., 1986).
Zeitgleich kommt es zur intrazellularen Wasser- dietlvolumen-Dysregulation
(Steenbergenet al., 1985) und als Folge des Mikrogefaldverschluss zur
Wasseransammlung. Zudem wird als Folge der Lipmpdation, unter anderem
durch ROS, das Komplementsystem und den Membraiflskgmplex, die
Sarkolemm-Membran verletzlicher (Lucchesi, 1994ghi@eRlich fuhren der
Anstieg des osmotischen Gradienten und die beehtigie Wasserregulation zu

einer Ruptur des Sarkolemms mit anschlieBendeos@r Zellschwellung.

2.1.3.  Aktivitat des Natrium-Wasserstoff-Austauschers

Die Umstellung auf anaeroben Stoffwechsel und disclipfung der ATP-
Speicher mit darauffolgender Abschwichung der eeabhangigen NaK'-
ATPase fuhrt dazu, dass sich Protonen wahrend sigtamie intrazellular
ansammeln. Dies hat Anderungen in der lonenhoméeastar Folge und fuhrt zur
Aktivierung beziehungsweise Umkehr der lonentranspechanismen. Durch
diese Protonenakkumulation wird der "N4'-Austauschers Typ 1 (NHE-1)
aktiviert, der Protonen im Austausch zu'ldas der Zelle befordert. Dies fiihrt zu
einer Netto-Akkumulation von intrazellularem N#ie Zelle versucht dem Na
Uberschuss mit einer Umkehr des*Ne&*-Austauschers gegenzusteuern, dies
erméglicht den Einstrom von €aim Austausch zum NaAustrom. Folglich

sammelt sich G intrazellular an.

Ob NHE-1 wéahrend der Ischamie oder auch wahren®dperfusion aktiv ist, ist
noch fraglich. Es fuhrt sowohl die Gabe von NHEahibitioren kurz vor der
Ischamie (Guminat al., 2000; Kleinet al., 2000; Grost al., 2001), als auch die
Gabe wahrend der Reperfusion zu einer Reduktionirdarktgrof3e (Hurtadet
al., 2001). Die Ergebnisse von Alle al. (2003) zeigen, dass NHE-1 wéhrend

der frihen Reperfusion aktiviert wird.
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2.1.4. Calcium-Uberschuss induzierte Kontraktur des Myokards

Der intrazellulare Calciumuberschuss der Myozytenend der Ischamie ist ein
Grund fur die Hyperkontraktilitdt. Die schnelle Egieauffullung wahrend der
Reperfusion unterhélt die Kontraktur und fihrt fieth zum Zelltod. Es konnte
ein Zusammenhang zwischen der Myokardkontraktur revith der frihen

Reperfusion und der Pathogenese der Nekrose geaeigien (Piper, 1989;
Garcia-Doradcet al., 1997; Piperet al., 1998; Piperet al., 1999). Die starkste
Auspragung wird alstone heart (Cooleyet al., 1972) bezeichnet.

2.1.5. Lokale Entziindung

Zu Beginn der Reperfusion fihren Wechselwirkungeisehen Neutrophilen und
dem Endothel zu einer lokalen Entzindungskaskade, ethe endotheliale
Dysfunktion, Nekrose und vielleicht auch Apoptose Eolge hat (Lefeet al.,

1991; Davenpeckt al., 1994; Leferet al., 1994; Vinten-Johanses al., 2004).

Endothelzellen und Kardiomyozyten produzieren Nmphiien-abhéngig und
Neutrophilen-unabhéngig Oxidantien (Duiliet al., 2001), die zur Nekrose

fuhren.

2.1.6.  Offnung der mitochondrialen Permeabilitats-Transitionspore
Physiologischerweise ist die innere Mitochondriembean bis auf einige,
wenige Metaboliten und lonen impermeabel und dietochiondriale

Permeabilitats-Transitionspore (MPTP) ist gesckloss

Offnet sich die mPTP, lasst sie alle Molekiile <1308 passieren (Crompton,
1999; Halestrap, 1999; Halestrap al., 2002), die Permeabilitétsbarriere der
inneren Mitochondrienmembran ist gestort. Alle gedtn Stoffe (<1500 Da)
konnen nun die innere Mitochondrienmembran tbeequdProteine sind nicht in
der Lage die mPTP zu passieren, dies hat einenefynd¢s kolloidal osmotischen
Druckes zur Folge und die Mitochondrien schwellen Rie innere Membran
kann durch die Cristae erstaunliche Volumenzunahmeshalten, die &auliere
Membran hingegen hat keine Mdglichkeit diese Volormumahme auszugleichen.
Wenn die aufRere Mitochondrienmembran zerreil3t, evergro-apoptotische
Faktoren wie zum Beispiel Cytochrom-C freigeselXie innere Membran wird
fur Protonen frei permeabel, der Protonengradietdgr fur die oxidative
Phosporylierung notwendig ist, besteht nicht mebadurch kommt es zur

Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung und HieATPase andert die
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Richtung. Die H-ATPase hydrolysiert nun ATP anstatt es zu syrgheetn. Als

Folge der rasch abnehmenden ATP-Konzentration komsntzum einen zu
Storungen in der Homoostase der lonen und Metapolind zum anderen zu
einer Aktivierung abbauender Enzyme wie Phosphsépa Nukleasen und

Proteasen.

Solange die mPTP gedffnet ist, schreiten die Vez&mthen fort und verursachen
einen irreversiblen Zellschaden, der letztendlioh [ekrose fuhrt. Selbst wenn
sich die Pore schlieBen sollte, sind die Schadenrchdu die
Mitochondrienschwellung und die Beschéadigung der [e&en
Mitochondrienmembran ausreichend um die ApoptosekH@de in Gang zu
setzen. Das Offnen der mPTP ist also sowohl miPdéhogenese der Nekrose als
auch der Pathogenese der Apoptose verbunden undieiicht einer der
Schliisselfaktoren im Ubergang vom reversiblen zumevérsiblen Zelltod
(Halestrapet al., 1998; Cromptort al., 1999).

Als einer der Hauptfaktoren fur die mPTP-Offnungrdvimitochondrialer
Calcium-Uberschuss angesehen, vor allem wenn échgkitig mit oxidativen
Stress, Adeninnukleotid-Verarmung, Phosphatkonagatrssteigerung und
mitochondrialer Depolarisation auftritt (Halestreipal., 1998; Cromptoret al.,
1999).

Wahrend der Reperfusion werden Schritt um Schettag die Bedingungen
geschaffen, die die Offnung der mPTP beglinstigdai (A):

Der Sauerstoffmangel der Ischamie hat durch digeggste Glykolyse einen
Teufelskreis zur Folge: durch die vermehrte Lakidting sinkt der pH-Wert, der
niedrige pH-Wert wiederum behindert den glykolyisn Fluss und damit die
ATP-Synthese (Pipegt al., 1998; Pipekt al., 2003; Pipegt al., 2004).

Um den urspriinglichen pH-Wert wiederherzustellerdvder N&/H*-Antiporter
aktiviert. Das intrazellulare Natrium steigt an, al#grund des ATP-Mangels die
Na/K-ATPase inhibiert ist. Dem versucht die Zellat miner Umkehr des
Na?*/Cd*-Antiporter gegenzusteuern. Neben dem Anstieg dészellularen
Natriums, gibt es nun auch noch einen Anstieg deazellularen Calciums. Die
Folge sind Myokardkontrakturen (Silvermetral., 1994).
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Durch die Umkehr der HATPase wird weiterhin ATP abgebaut. In Folge desse
fallt die Adeninnukleotid-Konzentration ab und dles Phosphats steigt, beides
Vorgange, die die Sensitivitat der mPTP gegenijﬁaﬁ steigert. Der niedrige
pH-Wert inhibiert jedoch noch die Offnung der mPTP.

Wahrend der Reperfusion sind die Mitochondrien ereth der Lage einen

Protonengradienten aufzubauen und damit ATP zihetisteren, dies ermoglicht
jedoch auch eine schnelle Calcium-Akkumulation ém ditochondrien, die zum

Calcium-Uberschuss fihrt (Silvermast al., 1994). Zusatzlich kommt es zur
Bildung von ROS.

Der niedrige pH-Wert ist zu diesem Zeitpunkt denzeje Inhibitor fur die
Offnung der mPTP. Jedoch normalisiert sich der perWhnerhalb der ersten
Minuten der Reperfusion, damit sind alle Beschréigien der mPTP-Offnung
beseitigt und die mPTP o6ffnet sich zu diesem ZaikgpyGriffith et al., 1995;
Qianet al., 1997). Diesen Vitalitatsverlust der Kardiomyozytds Folge der pH-
Wert Normalisierung, beschrieben Lemasttid. (1996) als pH-Paradox.

Ischamie EEE— Inhibition der oxidativen

Phophorylierung

\ 4 \ 4
Freie [ATP] | Anstieg von
Radikale Glykolyset - Proteasen
[Laktat] 1 - Nukleasen
—>
pH | - Lipid Peroxidation

Y - »  zytosolische [Na] - Phospolipasen
Glutathion
Oxidation zytosolische [Ca} - Plasmamembran Permeabilitét

B B

Freie Radikale & Oxidativer Stress Reversibler Irreversibler
] ) ) Schaden: Schaden:
Mitochondriale Energieversorgung
[ATP] 1 [ATP] |
mitochondriale [Ca}t
N Zelltod
Inhibition durch| pH > 1 T
mPTP-Offnung —> Permanenter ATP-Verlust

Abb. 1: Bedingungen, die zur Offnung der mPTP unterReperfusion fiihren (nach Halestrap
et al.,, 2004)Wahrend der Ischamie werden nach und nach allenBadgen geschaffen, die die
Offnung der mPTP begiinstigen. Die einzige Inhibitisldet der niedrige pH-Wert. Normalisiert
sich dieser wahrend der friihen Reperfusion, 6wt die Pore.
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2.1.7. Regulation desHypoxia-inducible factor 1

Der Hypoxia-inducible factor 1 (HIF 1) ist entscheidend bei der Regulation der
Transkription als Antwort auf ein hypoxisches Gedwen beteiligt (Semenza,
2001; Schumacker, 2005).

HIF 1 ist ein heterodimeres Protein, das aus verdehen Untereinheiten, HIF
la, HIF 20 und HIF B, besteht. HIF 1 ist ein wichtiger Bestandteil z&mntalt
der Sauerstoffnromdostase (Semenza, 2004). Die &ipreder HIF & und HIF
20-Untereinheiten wird durch die zellulare Sauergimfzentration reguliert,
wohingegen die HIF [EUntereinheit konstitutiv, also unabhangig vom
Sauerstoffangebot exprimiert wird. Hife Wird eine entscheidende Rolle bei der
HIF 1-Aktivitat zugesprochen (Wang al., 1995). Unter aeroben Bedingungen
werden sowohl HIF d als auch HIF @ durch Prolylhydroxylierung schnell
degradiert (lvanet al., 2001; Jaakkoleet al., 2001; Yuet al., 2001). Die
Hydroxylierung ermoéglicht die Bindung des von Hippendau (VHL) Proteins
(Maxwell et al., 1999), dies fuhrt zur Ubiquitinierung und zunofgasomalen
Abbau von HIF & und HIF 2u (Salcedaet al., 1997). Unter hypoxischen
Bedingungen nimmt die Hydroxylierung und damit ddibau von HIF & ab,
HIF la wird stabilisiert. Diese Stabilisierung der Hlk-Wntereinheit fihrt zu
einer Akkumulation von HIF 4 im Nucleus (Salceda&t al., 1997), was
wiederum die Transkription verschiedener Gene im deang setzt, die
Zellprotektion triggert und metabolische Verandgem zur Folge hat (Datet
al., 2005). Leeet al. (2000) konnten an menschlichen Bioptaten desefink
Ventrikels mittels PCR nachweisen, dass der Anst@yHIF lo einer der ersten
adaptiven Antworten des menschlichen Ventrikelslaciidmie ist. Es ist bereits
bekannt, dass HIF 1 bei der Préakonditionierung eeetrale Rolle einnimmt
(Eckleet al., 2008). Dies lasst vermuten, dass sowohl! deriégster Expression
von HIF 1, als auch ein Aktivitdtsanstieg zur Kagatotektion beitragt.

2.1.8. Regulation der Untereinheiten der Cytochrom C Oxidae

Der Komplex IV der Atmungskette, die Cytochrom Cidase, setzt sich aus 13
Untereinheiten (= COX) zusammen. Eine Regulatiorgiciikeit der
Atmungskette besteht durch die Modifiaktion diddatereinheiten.

Zuerst konnte an Zellen der Heféaccharomyces cerevisiae nachgewiesen

werden, dass Sauerstoff die Expression einer COddimheit beeinflusst. Die
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COX5 der Hefe mit ihren Untereinheiten COX5a und X50 entspricht der
COX4 der Saugetiere mit den Isoformen COX4-1 undX@&Q (Burke et al.,
1998). Bei ausreichender Sauerstoffversorgung isstEckpression von COX5a
vermehrt, die von COX5b hingegen unterdriickt. Ur8auerstoffmangel andert
sich das Expressionsverhalten: COX5a wird weniganskribiert und die
Repression der COX5b wird aufgehoben (Lowetyal., 1984; Forsburgt al.,
1989; Kwastet al., 1998). Die vermehrte Expression von COX5b wirtl emer
schnelleren Elektronentransferrate und einer deenbundenen hdheren Effizienz
der Cytochrom C Oxidase und der gesamten Atmunigsket Verbindung
gebracht (Waterland al., 1991; Allenet al., 1995).

Fukudaet al. (2007) konnten an verschiedenen murinen und humZieden
nachweisen, dass die Expression der COX4-1 und CB®Xduerstoffabhangig
reguliert ist. Unter aeroben Bedingungen ist COXdielvorherrschende Isoform.
Unter Sauerstoffmangel kommt es Uber eine Stadilisg von HIF & zur
Aktivierung von COX4-2 und LON (Fukudet al., 2007; Abb. 2). LON ist eine
Protease, die COX4-1 abbaut. Diesen ErgebnisseRatge ist die Verflugbarkeit
von Sauerstoff fur den Isoformeitch entscheidend.

O,

1

HIF 1a

/

LON

L

COX4-1 COX4-2

Optimale Effizienz der mitochondrialen Atmung unter aeroben
und hypoxischenBedingungen.

Abb. 2: Sauerstoffabhangige Regulation der COX-Unteinheiten nach Fukudaet al., 2007.
Unter Hypoxie wird in Saugetierzellen die Regulatider COX-Untereinheiten Uber HIFun 1
gesteuert. Es kommt zur vermehrten Expression nemgeeffizienteren COX4-2. Die vermehrte
Expression von LON fiihrt zur Degradierung der CQIX4-
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An ischamischen, hyperoxisch reoxygenierten humatediomyozyten konnten
Arab et al. (2008; 2010) eine Stabilisierung von Hle @ind eine verminderte
COX4-Expression bestatigen.

Wu et al. (2009) wiesen in einem Affenmodell nach, dasshaadere COX-

Untereinheiten unter Ischamie reguliert werden. S&ten, dass nach einem
Myokardinfarkt die Expression von COX-1 um das férehe abnimmt, die von
COX-2 unveréandert bleibt und die von COX-3 um dagdche zunimmt.

2.1.9. Vorgange zu Beginn der Reperfusion

Die oben genannten Vorgange, die wahrend den ekéiteuten der Reperfusion
ablaufen, kdnnen spater ablaufende Prozesse, Wwidnter Kapillarpermeabilitat,
no-reflow, Nekrose und Apoptose, ausldsen. Es sind niclzelir, voneinander
unabhangige Vorgange, sondern in ihrer Gesamthldarbsie die Ausgangslage
zum Reperfusionsschaden. Um einen derart kompleXergang wie die
Reperfusion therapeutisch zu erreichen, ist eifidg&pektrum an Interventionen
notig (Vinten-Johansen, 2004). Je friher die obigeeignisse im Ablauf des
Reperfusionsschadens auftreten, desto grol3eeisWdhrscheinlichkeit, dass man
dort therapeutisch eingreifen kann. Piper (2004tesadass man das zu erst
behandeln misse, was zu erst kommt, sonst sei diglidfikeit fir eine

spezifische Behandlung verstrichen.

2.2. Komponenten des Reperfusionsschaden

Der Reperfusionsschaden ist das Ergebnis vielebhéragiger Prozesse, die zu
Beginn der Reperfusion ablaufen. Zu diesen Promegsbdért die Bildung von
freien Sauerstoffradikalen, ein Calcium-Uberschusgeranderungen im
Myokardstoffwechsel, endotheliale, mikrovaskulareysfdnktion und die
Aktivierung von Thrombozyten, Leukozyten und Kompént. Eine
Manifestation des Reperfusionsschadens isttatsied Myokard, mikrovaskulare
Dysfunktion und/oder als letaler Reperfusionsschadéglich (Abb. 3; Vermat
al., 2002).
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Reperfusion des

ischamischen Myokards
S N

Bildung ca*- Veranderter Endotheliale Thrombo-,.
ROS Uber- Myokard- mikrovaskuldre LeUlamizn
Komplement-
schuss Stoffwechsel Dysfunktion aktivierung

“
Sunned

Myokard

Letaler

Reperfusions-

: - schade
Mikrovaskulare

Dysfunktion

Abb. 3: Mechanismen und Mediatoren des Reperfusiosshaden nach Vermaet al., 2002.
Der Reperfusionsschaden ist das Ergebnis vielebhivajiger Prozesse, die die Bildung von
freien Sauerstoffradikalen, einen Calcium-Ubersshieranderungen im Myokardstoffwechsel,
endotheliale, mikrovaskulare Dysfunktion und Akgiing von Thrombozyten, Leukozyten und
Komplement umfasst. Der Reperfusionsschaden karimadsstunned Myokard, mikrovaskulére
Dysfunktion und/oder als letaler Reperfusionsschadanifestieren.

2.2.1.  Mikrovaskulare Dysfuktion

In den Arteriolen, Kapillaren und Venolen kommtasn Funktionsverlust der
Endothelzellen. Diese mikrovaskulare Dysfunktiomligf3t eine verminderte
Fahigkeit zur Vasodilatation, eine Vasokonstriktieme gesteigerte Flissigkeits-
und Proteininfliltration in die Venolen und eine stgigerte Thrombo- und
Leukozytenaktivitdt und eine gesteigerte Oxidamreduktion ein. Als Folge

kommt es zu einer verminderten Perfusion, die naiseflow bezeichnet wird

(Agati, 1999; Granger, 1999; Pagkal., 1999; Cardeset al., 2000).

2.2.2. Letaler Reperfusionsschaden

Der letale Reperfusionsschaden ist die irreverdtolen und starkste Auspragung
des Reperfusionsschadens (Verabal., 2002). Er kommt in Arealen vor, die
unter Reperfusion in Nekrose und Apotose gehergdoxerweise aber auch in

reversibel geschadigten Zellen.
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Die Existenz des letalen Reperfusionssschadenedtch nicht unumstritten.
Unter anderem héangt dies mit der Schwierigkeit derauf des Zelluntergangs
von Ischamie zu Reperfusion zu beurteilen zusamrigm. Hinweis auf das
Vorhandensein dieses Phanomens ist, dass man watieerReperfusion durch
kardioprotektive Mechanismen Einfluss auf das Ausmer InfarktgroRe nehmen
kann (Pipeet al., 1998; Yellonet al., 1999).

2.2.3.  Stunned myocardium

Die Tatsache, dass reversibel geschadigtes Myakaet Ischamie und erfolgter
Reperfusion nicht kontrahiert, wurde von Heyndrigkxal. (1975) beschrieben.
Braunwald und Kloner (1982) fuhrten dafir den Be#gtunned myocardium, das
betdaubte Myokard ein und beschrieben es als ,vgelda, postischamische

Dysfunktion des lebensfahigen Gewebes nach Repanfus

Bis die Funktion des postischAdmischen, lebensfahigéewebes wieder
vollstandig hergestellt ist, kbnnen Stunden biseTagrgehen. Die Dauer, die das
Gewebe bendtigt, bis die Funktionen wiederhergéstsind, sind von

verschiedenen Parametern abhangig. Dazu gehoreDadier und das Ausmal}
der Ischamie, sowie die Adaquatheit des wiederlstetiten arteriellen

Blutflusses (Kloneegt al., 1983).

Die Mechanismen desmyocardial stunnings wurden in verschiedenen
Tiermodellen untersucht. In der Regel wurde mitch#éniedauern von 16
Minuten gearbeitet (Trianet al., 1991), da bei dieser Dauer davon ausgegangen

wird, dass das Gewebe nur reversibel geschadigtrandon Nekrose ist.

Zunachst war umstritten, ob dstsnning ein protektiver Mechanismus ist und ob
sich die Verhinderung negativ auf die langfristiggolung auswirkt. Ware dies
der Fall, misste ein durch positiv inotrope Sulstarzur Kontraktur gebrachtes
stunned Myokardium (Elliset al., 1984; Arnoldet al., 1985; Beckeet al., 1986;

Ito et al., 1987; Pateét al., 1988; Ambrosicet al., 1989; Kloneret al., 1989) sich
schlechter erholen als ein unbehandeltes. Daribeau$t misste eine
Nachahmung destunnings durch negativ inotrope Substanzen zur schnelleren
Erholung beitragen. Es konnte zum einen gezeigtieverdass die Erholung nach
der Entfernung des inotropen Stimulans gleich &bmsitet wie bei einem
unbehandelten Myokard (Arno&d al., 1985) und zum anderen widerlegt werden,

dass das durch Betablocker nachgealsmtaing ein protektiver Effekt ist.
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Als urséchlich fur die Entstehung dgsinnings werden zum einen die massive
Bildung und Freisetzung von reaktiven Sauersto#fgse(ROS) und zum anderen
der Uberschuss an Calcium diskutiert.

Die Hypothese der ROS unterstitzend, konnten BoHi. (1985 a) zeigen, dass
die Halfte bis dreiviertel destunning Effekts auf einem Anstieg der freien
Sauerstoffradikale wahrend der ersten Minuten dgrelfusion beruht. Durch die
intraventse Gabe von enzymatischen Radikalfangemmtk der Effekt des
stunnings reduziert werden (Myert al., 1985; Grosst al., 1986; Przylenlet al.,
1986; Bolli et al., 1989 a; Jeroudet al., 1990; Murryet al., 1991). Weiter
minimieren werden liel3 sich der Effekt durch dieb&ales Radikalfangers N-2-
mercaptopropionyl Glycine (MPG) (Bolt al., 1988). Bis jetzt sind die genauen
Mechanismen, die zur ROS vermittelten Fehlfunktides Mykords fuhren
unbekannt. Grundsatzlich sind die Sauerstoffradikalder Lage alle zellularen
Komponenten anzugreifen. Als mdgliche Reaktionsartkonnten vor allem
Proteine und Lipide dienen. Dies hatte die Denaturig der Proteine und deren
Funktionsverlust beziehungsweise die Peroxidatien mehrfach ungesattigten
Fettsauren und damit den Verlust der selektiven Manmpermeabilitdt zur Folge
(Bolli et al., 1999). Obwohl freie Sauerstoffradikale eine Roih dem
Mechanismus destunnings spielen und Radikalfanger im Tiermodell mit kurzer
Ischamie die Wiederherstellung der Kontraktilitaterbbessern, ist der
durchschlagende Erfolg in Studien des menschli¢herzinfarkts ausgeblieben.
Rekombinante Superoxiddismutase wurde ohne Ergeiomisvergleich zum
Placebo bei Herzinfarktpatienten untersucht, dieereiReperfusion unterzogen
wurden (Flahertyet al., 1994), es hatte lediglich in der frihen Phase der
Reperfusion einen leicht arrhytmogenen Effekt. mdexen Studien wurden
Radikalfanger, wie Vitamin E, Langzeitpatienten rkdronarer Herzkrankheit
beziehungsweise welchen mit Risikofaktoren fir @eronare Herzkrankheit
verabreicht, die Ergebnisse waren jedoch ahnlicttéeschend (Yusugt al.,
2000).

Der Hypothese des Calcium-Uberschusses folgendrt fidieser zu einer
Zerstérung der kontraktilen Strukturen. Durch®Caverden calciumabhangige
Proteasen wie Calpain | aktiviert, die den Kontitalitsapparat, vor allem
Troponin |, schadigen. Zusatzlich fuhrt die hohdciankonzentration zu einer

verminderten Sensitivitdt der Myofilamente gegemiBalcium und zu einer
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verminderten Kontraktionsfahigkeit (Bo#t al., 1999; Kloneset al., 2001; Verma
et al., 2002). Durch die veranderte Calciumhomoostasd auch die Fahigkeit
der Mitochondrien ATP zu synthetisieren und sich metabolischem Wege zu

erholen, beeintrachtigt.

3. Die Postkonditionierung

Die Mdglichkeit das Ausmal? des Myokardinfarkts dukor- beziehungsweise

nachgeschaltete Ischdmie-Reperfusions-Zyklen zunthegsen wird als Pra-

beziehungsweise Postkonditionierung bezeichnet. Diglen Versuche zur

Postkonditionierung fuhrten Zhaa al. (2003) an narkotisierten Hunden durch.
Die ersten Versuche zur Prakonditionierung wurdereits vor 25 Jahren von
Murry et al. (1986), ebenfalls an Hunden, durchgefihrt.

Die Postkonditionierung ist als eine Reihe von kuarZzUnterbrechungen der

Reperfusion ganz zu Beginn der Reperfusion defif@@raoet al., 2003).

Bei den Untersuchungen von Zhecal. (2003) an narkotisierten Hunden gab es
drei Gruppen (Abb. 4): Eine Gruppe wurde prakooditrt (5 Minuten LAD-
Koronararterien-Verschluss, 10 Minuten Reperfusioh, Stunde LAD-
Koronararterien-Verschluss, 3 Stunden Reperfusieing weitere Gruppe wurde
postkonditioniert, das heil3t zu Beginn der 3-stgedi Reperfusion wurde die
Durchblutung dreimal fur je 30 Sekunden unterbrogluie letzte Gruppe war die
Kontrolle, bei der auf die 1 Stunde LAD-Koronaraigaverschluss direkt 3

Stunden Reperfusion folgten.
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Prakonditionierung _

510 60 min I 3hR

Postkonditionierung -]]]
60minI  RIRIRI 3hR

60 min I 3hR

Abb. 4. Protokoll zur Pra- und Postkonditionierung nach Zhao et al., 2003. Bei der
Prakonditionierung erfolgten nach 5 min Ischamiendi@ Reperfusion, danach 1 h Ischamie, 3 h
Reperfusion. Bei der Postkonditionierung folgtenf aBh Ischamie 3 Mal 30 s
Reperfusion/lschamie und anschlieend 3h ReperfuBiei der Kontrolle folgte auf 1h Ischamie,
3h Reperfusion. | = Ischamie, R = Reperfusion

In den Gruppen mit pra- und postkonditionierteméien kam es zu folgenden,

Uberseinstimmenden Ergebnissen (Z&zal., 2003):
1. Reduzierte Infarktgrof3e
2. Geringere Neutrophilenakkumulation
3. Verbesserte endotheliale Funktion
4. Weniger Gewebeddem
5. Geringere Bildung von Sauerstoffradikalen

Es konnte von weiteren Arbeitsgruppen bestatigt derer dass die durch
Postkonditionierung hervorgerufende Kardioprotekticahnlich der durch
Préakonditionierung ist (Halkost al., 2004, Tsanget al., 2004). Durch eine
Kombination von Pra- und Postkonditionierung |&ssh jedoch kein additiver,
protektiver Effekt erzielen (Halkcet al., 2004, Tsangt al., 2004).

Der Effekt der Postkonditionierung wurde inzwisclsgwohlin vitro als auchin
vivo im Tiermodell und in einer Studie an 30 Patien{Staatet al., 2005)
nachgewiesen. Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiberzadir Postkonditionierung
eingesetzten Tiermodelle und die damit erzielteotghtiven Effekte aus den
Jahren 2003-2007 (nach Yellon und Hausenloy, 2005).
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Tab. 1: Ein Uberblick iiber verschiedene Tiermodellezur Postkonditionierung aus den
Jahren 2003-2007 (nach Yellon und Hausenloy, 2005)

Studie Tiermodell Protektiver Effekt

Zhaoet al. Invivo | Infarktgrol3e

(2003) Hunderherz . .
| Neutrophilenakkumulation
| Oxidativer Stref
1 Endotheliale Funktion

Kin et al. Invivo Rattenherz| | InfarktgréRe

(2004 a) . .
| Neutrophilenakkumulation
| Oxidativer Stref3
Keine Protektion, wenn Postkonditionierung nacteers
Minute der Reperfusion erfolgt.

Galagudzaet Isoliertes | Kammerflimmern

al. (2004) Rattenherz

Tsanget al. Isolierte | Infarktgrof3e

(2004) Rattenherzen . L :
Kardioprotektion ist von der PI3K-AKT Phosphorylielg
abhangig.
Downstream target von AKT, eNOS und p70S6 Kinase
sind aktiviert.
Protektion von Pré- und Postkonditionierung ishhic
kumulativ.

Halkoset al. Invivo Hundeherz| | InfarktgréRe

(2004) I
| Oxidativer Stref
| Kammerflimmern
Protektion von Pré- und Postkonditionierung ishhic
kumulativ.

Yanget al. Invivo | Infarktgrol3e

(2004 a) Kaninchenherz ] ) )
Kardioprotektion wird durch ERK-, NOS- und
mitochondrialem Kp-Kanal-Inhibitoren verhindert.
Keine Kardioprotektion, wenn Postkonditionierungriih
nach Beginn der Reperfusion beginnt.
Protektion von Pra- und Postkonditionierung ishhic
kumulativ.

Yanget al. Isoliertes | Infarktgrol3e

(2005) Kaninchenherz

Kardioprotektion wird durch PI3K-AKT- und
Guanylatcyclase-Inhibitoren und Adenosin-Rezeptor-
Blockern verhindert.
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Argaudet al. | Invivo Kaninchenherz | Infarktgrof3e
(2005 a) - o "
Inhibiert Calcium-induziertes Offnen der mPTP.
Chiariet al. In vivo Kaninchenherz | Infarktgrof3e
(2005) . _ _—
Kardioprotektion von PI3K-AKT abhéangig.
Isofluran induzierte Protektion und ischamische
Postkonditionierung kumulativ.
Serviddioet Isoliertes Rattenherz 1 Funktion
al. (2005) . . I
| mitochondrialer oxidativer Stref3
Sunet al. Neonatale 1 Zellviabilitat
(2005) Rattenkardiomyozyten o
| oxidativer Stref3
| Calcium-Akkumulation
Darlingetal. | Isoliertes Kaninchenherz| | Infarktgro3e
2005
( ) Kardioprotektion Uber ERK1/2 und nicht Uber PI3K-
AKT.
Kin et al. Isoliertes | Infarktgrof3e, abhangig von der verzégerten
(2005 a) Ratten/Mauseherz Auswaschung von Adenosin und der Aktvierung dles
Adenosinrezeptors A2a und A3, aber nicht Al.
Yanget al. Isoliertes Kaninchenherz| | Infarktgrof3e
2005
( ) Kardioprotektion nicht von zirkulierenden
Blutfaktoren, -zellen abhéngig, sondern von PI13-K-
und Guanylcyclase-Aktivierung und Beteiligung
von Adenaosinrezeptoren.
Heuschetal. | Invivo Mauseherz | Infarktgrof3e
(2006) _ . . ,
Connexin 43 ist keine Voraussetzung fiir
Kardioprotektion durch Postkonditionierung.
Kaljustoet al. | Isolierte Rattenherzen Keine Postkonditionierunghmaeisbar
2006
( ) in vivo Rattenherz | Infarktgrof3e
isoliertes Mauseherz Rattenherzen fur Studien der Postkonditionierung
L . ungeeignet; genetisch veranderte Mause grol3es
invivo Mauseherz Potential fir Forschung.
Tanget al. Invivo Rattenherz | Infarktgrof3e
(2006) , : - .
Kardioprotektion nur, wenn Ischdmie < 45 min.
Zhuet al. Isoliertes Rattenherz | Infarktgrof3e
(2006) . _ . ,
Kardioprotektion am remodellierten Myokard Uber
Aktivierung von PI3K-PKB/AKT.
Philipp et al. In vivo Kaninchenherz | Infarktgrof3e
(2006) . - .
Abhéngig von A2b-Rezeptor Aktivierung, die
wiederum von PKC-Aktivierung abhéangig ist.
Schwartzet Invivo Schweineherz Postkonditionierung aktiviert AKT UK, jedoch

al. (2006)

keine Kardioprotektion.
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lliodromitis et | Invivo Schweineherz | Infarktgrof3e

al. (2006 a) . _ . )
Kardioprotektion beim Schwein nur, wenn > 4
Zyklen Ischamie/Reperfusion.

lliodromitis et | In vivo Kaninchenherz Postkonditionierung kein protektizéiekt bei

al. (2006 b) Kaninchen mit Hypercholesterinamie und
Artheriosklerose.

Lim et al. In vivo Mauseherz | Infarktgrof3e

(2007) T . .
mPTP wichtig fir Kardioprotektion.

Tsutsumiet In vivo Mauseherz | Infarktgrof3e

al. (2007) . ) B _ )

Isolierte, adulte, murine | ROS I6sen Kardioprotektion aus.
Kardiomyozyten

Gomezet al. In vivo Mauseherz | Infarktgrof3e

(2007) )
1 funktionelle Erholung
1 Langzeit-Uberleben
Aufgrund der Inhibition der mPTP.

Donatoet al. | Isoliertes Kaninchenherz| | Infarktgro3e

(2007) . . .
Kardioprotektion bei gesunden und
hypercholesterinamischen tber Aktivierung von A
Rezeptoren und jse-Kanélen.

Mykytenkoet | Invivo Hundeherz | Infarktgrof3e

al. (2007) L
| Superoxidanionbildung
| PMN-Akkumulation
Myokardschaden nehmen mit Dauer bis zu Begin
der Reperfusion zu. Kardioprotektion durch
Postkonditionierung auch nach langerer Dauer
effektiv.

Fujitaet al. Invivo Hundeherz | Infarktgrofi3e

(2007) - , N
Aktivierung von AKT und ERK tber langere,
transiente Azidose zu Beginn der Reperfusion.

Zhaoet al. Invivo Schweineherz | no-reflow

(2007)
| Nekrose

Jedoch nicht bei Hypercholesterinamie.

Da der Effekt der Postkonditionierung inzwischenvagbl in vivo als auch in

1-

Entzindungszell-freien Versuchen, am isoliert peifarten Herzen und in der

Zellkultur, nachgewiesen werden konnte, geht mawowaaus, dass es eine

Neutrophilen-abhangige und eine Neutrophilen-unagig@® Komponente gibt.
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3.1 Zeitlicher Ablauf der Postkonditionierung
Bei der Postkonditionierung sind zum einen die Dawer Ischamie-
Reperfusionszyklen und zum anderen der Zeitpunkt Plestkonditionierung

wahrend der Reperfusion fir die Kardioprotektiotseheidend.

Bei der Ratte fuhrten zum Beispiel Reperfusionsdsaie-Sequenzen von je 30
Sekunden nicht zu einer Reduktion der Infarktgré8eguenzen von je 15
Sekunden und von je 10 Sekunden hingegen schonef\*fohansest al., 2005
a). Es wurde an verschiedenen Spezies bestatag,di@ Dauer der Reperfusions-
Ischamiezyklen wichtiger ist als die Anzahl der EByk(Kin et al., 2004 a; Yang
et al., 2004 a).

Beginnt die Postkonditionierung nicht zeitgleicht mer Reperfusion, kann eine
zeitliche Abweichung von Sekunden bis Minuten -@chn Herzfrequenz der
Spezies- den Schutz ausléschen (kirel., 2004 a; Yanget al., 2004 a). Die

InfarktgréRe entspricht dann der GroRe ohne Posdikonierung, jedoch war die
Neutrophilenansammlung gleich grof3 wie bei rechitmsi Postkonditionierung.
Diese Ergebnisse lassen es fraglich erscheinedjeobleutrophilenansammliung
eine Schlusselrolle beim Reperfusionsschaden spielt

Es scheint so als ob kleinere Spezies (und dangindde Herzen, hdhere
Herzfrequenz) kirzere Zyklen bendtigen als grofSpezies (mit entsprechend
gréReren Herzen, niedrigere Herzfrequenz). Die @eliir die grofienabhangigen
Unterschiede  sind  komplex. Als  mdgliche  Ursachen miken
Speziesunterschiede der Signalwege, der Mediatomer, Trigger, der
Kollateraldurchblutung und der Stoffwechselraté&rage (Vinten-Johansesal.,
2005 a).

Es ist noch unbekannt nach welcher Ischdmiedause &itervention durch
Postkonditionierung noch maoglich ist. Man weil3 rdass die finale Infarktgréf3e
noch nicht erreicht sein darf (Tsadgl., 2005).

3.2. Wirkung der Postkonditionierung

Uber welche Mechanismen die Postkonditionierungagehre Wirkung entfalten

kann, ist unbekannt. Es wird die Beteiligung vona@Ginnucleotid-bindenden
Protein gekoppelten Rezeptoren, die Aktivierung yoatektiven Signalwegen
(Stickoxid, RISK) (Vinten-Johansed al., 2005 b), die Protein-Kinase C, die
massive Freisetzung von ROS (Hearse, 1991; Grdl., 1992), die Aktivierung
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der mitochondrialen Jgp-Kanale und die Inhibition der mPTP-Offnung
(Halestrapet al., 2004; Juhaszow al., 2004;Fenget al., 2005) diskutiert.

3.2.1. Guaninnucleotid-bindende Protein gekoppelte Rezepten

Da es noch nicht bekannt ist, ob die Reperfusidesialle oder die ischamischen
Phasen wéahrend der Postkonditionierung die Kardtefgtion auslosen (Vinten-
Johansenet al., 2005 a), ist es moglich, dass sowohl die zusdizh
Reokklusionen nach der Indexischdmie wéahrend destkBoditionierung die
Produktion von Adenosin, Bradykinin und Opioidemdradert, als auch, dass die
Unterbrechung der Reperfusion die Auswaschung wvedogen freigesetzten
Adenosin- oder Purinzwischenprodukten verzogem @al., 2004 b).

3.2.1.1 Adenosin

Adenosin ist ein korpereigenes Signalmolekil. Eslwermutet, dass durch die
Postkonditionierung Adenosin langsamer ausgewaswoheh und somit hdohere
intravaskulare Gefallkonzentrationen moglich sindhddgen freigesetzem
Adenosin wird eine Rolle bei der Kardioprotektionrch Postkonditionierung
zugesprochen (Kiet al., 2004 b; Philipget al., 2004). Endogenes Adenosin soll,
neben dem inhibitorischen Effekt auf Neutrophileyrath Aktivierung von
KoronargefaRendothel und von Myozyten abschwachewikung auf die
Freisetzung von Oxidantien und Cytokinen haben t@rirdJohansesmt al., 2005
a). Die in blutfreien Zellmodellen beobachtete Kapdotektion spricht auch fur
eine Wirkung des Adenosins auf andere Zelltypenenelden Neutrophilen
(Darling et al., 2004; Galagduzet al., 2004; Suret al., 2004; Tsangt al., 2004;
Yanget al., 2004 b).

Dabei werden die kardioprotektiven Eigenschaftem itiber bestimmte der
insgesamt vier Rezeptorsubtypen,(Aza, Azs, Az) vermittelt. Kinet al. (2005 a)
konnten zeigen, dass die kardioprotektiven Eigesfseh des Adenosins wahrend
der Reperfusion durch die Rezeptorsubtypem And Ag vermittelt werden,
jedoch nicht durch den Subtyp,.,ADurch die Gabe des,A-Rezeptorantagonist
ZM241385 wird die durch Postkonditionierung ausgedd Kardioprotektion
verhindert (Kin et al., 2004 b). Die Aktivierung des A-Rezeptorsubtyps
wéahrend der Reperfusion wurde mit den anti-entaéiheh Effekten in
Zusammenhang gebracht (Cronstetial., 1983; Cronsteirt al., 1985; Cronstein
et al., 1986; Cronsteirt al., 1992; Zhaaet al., 1996; Zhacet al., 1997; Budde=t
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al., 2000; Zhacet al., 2000).

3.2.1.2 Bradykinin

Wahrend der Reperfusion verabreichtes Bradykinouzesrt die Infarktgrof3e
Uber den RISK Signalweg und die Produktion vonkstiad (Yanget al., 2004 c).
Bell und Yellon (2003) kamen in einem Ischamie-Rémons-Mausmodell zu
ahnlichen Ergebnissen. Ob endogenes Bradykinin &ode wahrend der

Postkonditionierung spielt, ist noch unbekannt.

3.2.1.3 Opioide
Von den drei Opioidrezeptorsubtypes, (x, p) kommen zwei d «) in
Kardiomyozyten vor. Das Myokard kann mit Enkephatin Endorphinen und

Dynorphinen die endogenen Hauptopiode synthetisiere

In einem Rattenmodell wurde mit dem Subtyp-unselektinhibitor Naloxon die
Kardioprotektion der Postkonditionierung aufgehol§gim et al., 2005 b). Die
Kardioprotektion = konnte aber auch durch  Subtypifisehe 6-

(Naltrindolhydrochlorid) beziehungsweise-Inhibitoren (Nor-Binaltorphimine
Dyhydrochlorid) aufgehoben werden.

3.2.2.  Protektive Signalwege

3.2.2.1 Stickoxid

Die Beteiligung von Stickoxid (NO) an der Postkdiadiierung wurde durch
Inhibition der Stickoxid-Synthase (NOS) untersucBazu wurde mittels L-

NAME die NOS kurz vor der Reperfusion inhibiert.eDinhibition alleine hatte
keine Auswirkung auf die Infarktgrof3e, die Inhibrii in Verbindung mit

Postkonditionierung hob jedoch die Kardioprotektauf (Yanget al., 2004 a).

An isoliert perfundierten Rattenherzen wurde digeBigung der endothelialen
Isoform der Stickoxidsynthase (eNOS) nachgewie3sar(get al., 2004). Durch

die Aktivitat der eNOS wird NO im gesunden Gefal#hdl tonisch freigesetzt.
Diese Freisetzung von NO aus dem koronaren Gef@Rszldist wahrend

Ischamie und Reperfusion beeintrachtigt (blal., 1993; Guoet al., 1996). Da

im Hundemodell Effekte auftreten, die als physidobge Antwort auf erhdhte
NO-Bildung gelten, wird angenommen, dass durchHPdistkonditionierung weiter
NO freigesetzt wird (Zhaat al., 2003; Halkoset al., 2004). eNOS st das
Hauptenzym, das NO in GefalR3en (Kedtyal., 1996) und im Gewebe (Balligand



|. EINLEITUNG 21

et al., 1995) bildet. Es wird zum Teil durch AKT-abhangighosphorylierung am
Serin 1177 aktiviert, zudem ist es elawnstream target der PI3-Kinase-AKT-
Aktivitat und anderer RISK-Signalwege (Hausendbgl., 2004).

3.2.2.2 Reperfusion injury salvage kinase

Die Beteiligung verschiedenereperfusion injury salvage kinase (RISK)-
Signalwege an der Kardioprotektion wéahrend der Kewostitionierung wird
derzeit untersucht. Hausenlay al. (2005) konnten zeigen, dass Komponenten
der RISK, AKT und ERK1/2, an der durch Postkonditesung hervorgerufenen
Kardioprotektion beteiligt sind. Andere Arbeitsgpgm hingegen zeigten, dass der
PISK/AKT-Signalweg und nicht ERK1/2 bei der Postldgionierung eine Rolle
spielt (Philippet al., 2004; Tsangt al., 2004). Dartber hinaus konnte an isoliert
perfundierten Rattenherzen eine Erhohung des pbe&gi Level durch
Postkonditionierung nachgewiesen werden (Tseangl., 2004; Philippet al.,
2004; Yanget al., 2004 b).

Es konnte sowohl durch den Einsatz von dem MEK-ERHK@hibitor PD-98059
(Yanget al., 2004 a) als auch durch den von PI3K-InhibitorEsafiget al., 2004;
Zhuet al., 2006) die Kardioprotektion der Postkonditioniegwerhindert werden.

3.3. Protein-Kinase C

Bei Nagetieren sind die Isoformenund 6 der Protein-Kinase C (PKC) im
Zusammenhang mit der Postkonditionierung die beselen. PKG konnte als
»Schlechte” Isoform an der Pathogenese der Myokddden nach Ischamie und
Reperfusion beteiligt sein (Inagadtial., 2003 a, 2003 b). PK&wird mit erhdhter
Superoxid-Anion-Bildung, mitochondrialer Dysfunktiaind der Freisetzung von
Cytochrom  C und nachgeschalteten pro-apoptotischBaktoren in
Zusammenhang gebracht (Murretlal., 2004; Churchilkt al., 2005). PKE wird
hingegen als ,gute” Isoform mit der Kardioprotektim Zusammenhang gebracht
(Tomaet al., 2004; Kostyaket al., 2006; Philippet al., 2006). PKE verhindert
die Offnung der mPTP (Bainegt al., 2003). Die Reduktion der InfarktgréRe
durch Kardioprotektion lasst sich durch nicht-sélek PKC-Antagonisten (Zatta
et al., 2006; Pennat al., 2006) und durch selektive PK@&ntagonisten (Zattat
al., 2006) aufheben. Selektive PB@ntagonisten reduzieren die Infarktgrol3e
(Zattaet al., 2006).
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Es wird vermutet, dass Postkonditionierung die Wikdt der kardioprotektiven
PKCe steigert und die der kardiodestruktiven RKd&bnimmt.

3.4. Reactive oxygen spezies

Zu denreactive oxygen spezies (ROS) zahlen Superoxidanion und Stickoxid mit
den jeweiligen Produkten. Normalerweise entstehenbsi der Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser in den Mitochondrien.

ROS haben vielfaltige Funktionen im Koérper untedenem als ein Bestandteil
der zellularen Homoostase, bei der Signalibermigtibei der Differenzierung,
wahrend der Mitose und der Immunantwort, aber @l€eine Antwort auf Strel3,
wie zum Beispiel nach Ischdmie und Reperfusion. Mf#h der Reperfusion
kommt es zu einer massiven Freisetzung von ROSadamoMyokard (Zweieret
al., 1987; Duilioet al., 2001) als auch in isolierten Mitochondrien (Seddid et
al., 2005). Hearse (1973) beschrieb die Tatsache, dlas#/iederherstellung der
Sauerstoffversorgung auch negative Auswirkungenalsabxygen paradox. Die
ROS-Konzentration wahrend der Reperfusion hat sgeade Wirkung auf das
Myokard (Ytrehuset al., 1986). ROS schadigen durch Lipidperoxidation die
Membran, denaturieren Proteine und beschadigegetiemische DNA.

ROS hat eine Doppelrolle, zum einen die als Bot#fistum anderen die des
schadigenden Agens. Ob die Rolle als Botenstoffr atie als Schadstoff
Uberwiegt hangt unter anderm davon ab in welchenzKotration ROS
vorkommen, ob eine Umwandlung von weniger zu stareaktiven Spezies
stattfindet, ob die Umgebung Eisen fiir die Fenteaion bereitstellt und ob die
ROS-bildenden Enzyme aktiviert werden.

Postkonditionierung verhindert im Zellmodell dieeiimal3ige ROS-Bildung, den
Calciumoverload sowohl im Zytosol als auch im Mitochondrium undiueiert
den Zelltod (Suret al., 2005). Im Tiermodell wurde tber die Dihydroethiah-
Farbung eine geringe ROS-Bildung (Halletsal., 2004; Kinet al., 2004 a)und
weniger Produkte der Lipidperoxidation nachgewie&@raoet al., 2003; Halkos

et al., 2004; Kinet al., 2004 a). Postkonditionierung verhindert die UkiBige
Superoxid-Bildung im koronarem Gefal3endothel (Mgkyto et al., 2007), dies
ist vielleicht der Grund fur die Erhaltung der Etflfunktion in epikardialen
Koronararterien (Zha&t al., 2003). An isolierten Rattenherzen wurde gezeigt,

dass die Gabe von einem Radikalfanger wahrend dperusion den Effekt der
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Postkonditionierung aufhebt, wird jedoch der Ralfitkeger erst nach der
Postkonditionierung verabreicht, hebt es den Effestit auf (Pennat al., 2006).

Die Versuche von Penrat al. (2006) legen nahe, dass bei der Kardioprotektion
durch Postkonditionierung sowohl die Erhaltung B@S als Botenstoff als auch
die verminderten Schaden durch die Oxidantien eiRelle spielen.
Postkonditionierung reduziert auch die Oxidation nvdslutathion, dem
wichtigsten Antioxidans im Kérper (Serviddebal., 2005).

3.5. ATP-abhéangiger Kalium-Kanal

Der Aktivierung des ATP-abhéngigen Kalium-Kanalsaf#&Kanal) wird im
Zusammenhang mit der Postkonditionierung Bedeulbengemessen (Yargg al .,
2003, 2004 a). Die Blockade des Kanals sowohl enih ahichtselektiven Inhibitor
Glibenclamide als auch mit dem selektiven Inhibitl@s mitochodrialen kp-
Kanals 5-Hydroxydecantoate (5-HD) hob die karditgktve Wirkung der
Postkonditionierung auf (Yang al., 2004 a). Die Wirkung von 5-HD legt nahe,
dass der mitochondriale Jfe-Kanal eine Rolle spielt. Ob der entsprechende
sarkolemmale Kanal eine Wirkung hat ist nicht usiieht. Ebenso ist unbekannt,
ob die Aktivierung des krp-Kanals wahrend der friithen Postkonditionierung oder
spater wahrend der Reperfusion erfolgt. Fraglich asch, ob eine spéatere
Inhibition des Krp-Kanal nach der Postkonditionierung die Kardiopkbta
aufhebt.

3.6. Mitochondriale Permeabilitats-Transitionspore
Neben dem Krp-Kanal ist die mitochondriale Permeabilitats-Trénsispore

(mPTP) ein Ziel der Postkonditionierung.

Wahrend der friilhen Reperfusion wird die Offnung demspezifischen
mitochondrialen Permeabilitdts-Transitionspore  (BPT durch  Calcium-
Uberschuss und oxidativen Stress getriggert. DdaeOfdieser Pore hat eine
gravierende Anderung der Membranpermeabilitat nlgds da es zum Einstrom
von normalerweise impermeablen Proteinen mit nagéfaer Zellschwellung
fuhrt, was wiederum einen Zusammenbruch des Progpadienten und eine

Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung zurgedhat.

Die Offnung der mPTP wurde mit dem Einsetzen de#tafies sowohl durch
Apoptose als auch durch Nekrose in ZusammenhangggbHinzu kommt, dass

die Verhinderung der mPTP-Offnung als kardiopratekilt (Hausenloyet al.,
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2002, 2003). Argaucet al. (2005 a) zeigte im Kaninchenmodell, dass durch
Postkonditionierung die Offnung der mPTP verhindeitd. Damit ware die
Beteiligung von (vermutlich erhéhtem) NO (Yaetgal., 2004 a), das die Offnung
der mPTP verhindert (Piantadagi al., 2002) und einer reduzierten Belastung
sowohl durch ROS als auch durch intrazellulares mitdchondriales G (Sun

et al., 2005) moglich. Es ist jedoch noch nicht bekarmft,die Inhibition der
Offnung der mPTP die anderen physiologischen unitulaeen Effekte der
Postkonditionierung zur Folge hat.

3.7. Aktiver und passiver Anteil der Postkonditionierung

Es ist in der Diskussion, ob es bei der Protektiorch Postkonditionierung einen
aktiven und einen passiven Anteil gibt (Tsastcal., 2004; Abb. 5). Durch die
schrittweise Reperfusion kommt es beim passiveneiArtur Reduktion der
Sauerstoffradikale, der Calciumuiberladung und deuttphilen. Im aktiven
Anteil kommt es zur Aktivierung dereperfusion injury salvage kinase (RISK).
Dafur sind zwei interagierende Signalwege verantebr der eine verlauft Uber
Aktivierung von PI3K, AKT und eNOS und inhibiertedOffnung der mPTP, der
andere aktiviert MEK1/2 und ERK1/2. AKT und ERKZHRtivieren p70s6K, das

schlie3lich zur Proteintranslation fuhrt oder zoegilnaktivierung von BAD.
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Postkonditionierung

ﬂ passiv ﬂ aktiv

Schrittweise Reperfusion

/RISK-Slgnalweg\A
* Radikale| PIBK €--------- » MEK1/2

< Neutrophilenakkumulatiog RK1/2

AKT
« Mitchondriale C&'-Konzentration| \ /
"BAD

eNOS P70s6K

Inhibition der Proteintranslation

mPTP-Offung

Abb. 5: Schematische Ubersicht der Postkonditioniemg nach Tsanget al., 2004.Der passive
Ast fihrt jeweils zur Reduktion von freien Radikaleder Neutrophilenakkumulation und der
mitochondrialen Calciumiberladung. Der aktive Aghrt Uber eine Aktivierung des RISK-
Signalweges zu einer Inhibition der mPTP-Offnungy, Broteintranslation oder Inaktivierung von
BAD.

Durchin vivo Versuche wurde herausgefunden, dass die Protestientiber den
ERK1/2-Signalweg als tber den PI3K/AKT-Signalwegtamde kommt (Darling
et al., 2005). Schwartet al. (2006) zeigten im Schweinemodell, dass es dureh di
Postkonditionierung zwar zur Aktivierung von AKT ditRK kommt, dies aber

keineswegs vor Reperfusionsschaden schutzt.

3.8. Pharmakologische Postkonditionierung

Die Postkonditionierung lasst sich auch durch Nsekase, wie zum Beispiel
durch Isofluran, auslésen (Femrgal., 2005; Webert al., 2005). Chiariet al.
(2005) wiesen am Kaninchenherz wahrend der frihepeRusion eine um
ungefahr 50% verminderte Infarktgréf3e durch Isaftunach. Dieser Effekt wird

vermutlich Uber die Phosphatidylinositol-3-Kinagd3K) vermittelt.

3.9. Klinische Bedeutung der Postkonditionierung
Die Besonderheit der ischamischen Postkonditiongrum Vergleich zur

Préakonditionierung liegt in der klinischen UmsetKedt bei der Therapie des
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akuten Myokardinfarkt beim Menschen (Heusch, 200é&jen et al., 2005;
Vinten-Johansest al., 2005 b).

In einer Studie an 30 Patienten mit akutem Myokdedtkt und Symptombeginn
vor weniger als 6 Stunden wurde von Stadl. (2005) durch 4 Zyklen von 1-
minutiger Reperfusion/1-minitiger Reokklusion zugB@ der Reperfusion eine
deutliche Reduktion der Creatin-Kinase-Freisetzgexgigt.

4. Die hyperbare Sauerstofftherapie

Die hyperbare Sauerstofftheraphibygerbaric oxygenation, HBO) wird als
primare Therapie bei der Dekompressionskrankheit, doterieller Gasembolie
und bei Kohlenmonoxid-Vergiftung angewendet (Tilsbée al., 1996). Darluber
hinaus findet die HBO als unterstiitzende Therameéndung zur Férderung der
Wundheilung (Thackhamet al., 2008), bei diversen Infektions- und
Inflammationsgeschehen und unter anderem auch éen Myokardinfarkt
(Yogaratnanet al., 2008).

Bei der hyperbaren Sauerstofftherapie wird 100%e&aoff in der Einatemluft
mit einem hoherem als dem normalen Atmosphéarenduesibreicht. Diese
Sauerstoffdosis hat vielfaltige, férderliche biocheche, zellulare und
physiologische Effekte (Yogaratnagnal., 2007).

Sterlinget al. (1993) zeigten im Kaninchenmodell eine signifilcaReduktion der
InfarktgrofRe, wenn zu Beginn der Reperfusion Saokrlyperbar verabreicht

wurde.

In neueren Studien konnte eine dosisabhangige,dpaaodektive Wirkung der
hyperbaren Sauerstofftherapie gezeigt werden (Daldeal., 2004; Cabigast
al., 2006; Yogaratnaret al., 2007; Aralet al., 2008).

Darlber hinaus konnten Petrosiib al. (2011) in einem Rattenmodell zeigen,
dass hyperoxische Prakonditionierung sowohl die BmPffung als auch die
Cytochrom C Freisetzung inhibiert und dartber kavdbtektiv wirkt.

5. Die Perfluorocarbone

Die Perfluorocarbone (PFC) sind vollstéandig mit étgnen (Fluor) subsituierte
Kohlenstoffverbindungen. PFCs wurden wéhrend denn Bar Atombombe
entwickelt (Sloviteret al., 1969; Clarket al., 1972; O’'Brienet al., 1972; Geyer,
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1975; Clark, 1981) und werden seitdem in verschedédndustriellen Bereichen
(Clark et al., 1970; Bankst al., 1994; Loweet al., 1997) und auch medizinisch
(Clark et al., 1966; Sloviteret al., 1969; Clarket al., 1972; Geyer, 1973; Geyer,
1975; Clark, 1981; Geyer, 1982; Mitsumb al., 1982; O'Brienet al., 1982;
Tremperet al., 1982; Shaffeet al., 1992; Spiesst al., 1996; Lowest al., 1999;
Riesset al., 1999; Obraztsoet al., 2000; Riess, 2005) genutzt.

5.1. Chemische und physikalische Eigenschaften der Peutbrocarbone
PFCs sind klare, farblose, geruchlose, nicht ldigerund nicht brennbare
Flissigkeiten mit der doppelten Dichte von Was€drahg, 1998).

Nur die vollstandige Substitution mit Halogenen wandelt polare
Kohlenwasserstoffe in unpolare PFCs. PFCs sinddpyarb und sind daher nicht
mit wassrigen Losungen mischbar (Keipert, 1998;a@tsovet al., 2000).

Durch die sehr energiereiche, intramolekulare Kstieff-Fluor-Bindung und die
geringe Eigenschaft intermolekulare Bindungen egehen, konnen PFCs nicht
an Enzyme oder Proteine binden. Sie sind biologiseht (Sloviteret al., 1969;
Clark et al., 1972; O'Brienet al., 1972; Geyer, 1975; Clark, 1981) und werden
nicht im Koérper metabolisiert (Chang, 1998).

Aufgrund der unpolaren Struktur haben PFCs optimale
Atemgastransporteigenschaften und kénnen bei atmiospghem Druck und
Kdrpertemperatur grol3e Mengen davon binden. LieeR#C, wie zum Beispiel
Perflubron, 16sen mehr Sauerstoff als zyklische PR@Ge zum Beispiel
Perfluorodecalin (Lowe, 1999). Die gute Gaslosleihk die geringe
Oberflachenspannung und die geringe Permittivitat @FC héngen unter
anderem mit den geringen Van-der-Waals-Kréaftenrdesrs zusammen (Riesb

al., 1982).

PFC l6st Gase und bindet sie nicht wie Hamoglolmmalent. Es kommt beim
PFC durch die Gasaufnahme und -abgabe weder zuti8truKonformations-

noch zu Verhaltensanderungen.

Die Gasmenge, die durch PFC gelost werden kann, gthanom
Loslichkeitskoeffizienten des Gases ab und ist kdirproportional zu dem
Partialdruck des Gases. Die Loslichkeit folgt al#®m Henry-Gesetz (Riess,
2005; Arabet al., 2008), das heil3t, dass die PFCs eine hohe Gaskination
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wahrend der Begasung brauchen um entsprechendeeM&as zu l6sen.

5.2. Medizinischer Einsatz der Perfluorocarbone

Es wurde sowohl die intravendse Verabreichungaath die pure, unverdinnte
Gabe zur Flussigkeitsbeatmung gepruft (Cletrlal., 1966; Sloviteret al., 1969;
Clark et al., 1972; Geyer, 1973; Geyer, 1975; Clark, 1981; Gel@82; Mitsuno
et al.,, 1982; O'Brienet al., 1982; Trempert al., 1982; Spiesst al., 1996;
Obraztsowt al., 2000).

Clark und Gollan (1966) zeigten an Mausen und Katdee Mdglichkeit der
Flissigbeatmung mit PFC. Die in PFC geldste Merayge&toff war in der Lage
die Atemfunktion zu verbessern, jedoch gab es la¢zéh Beeintrachtigungen bei
der Kohlenstoffdioxidabatmung (Clagk al., 1966). Dieser erste Versuch und die
damit erhofften Einsatzmoéglichkeiten der PFC faszien Wissenschaftler von

nun an.

Die Eigenschaft der PFC bei Raumtemperatur bei@@hklal so viel Sauerstoff
transportieren zu kdnnen wie Wasser, lie3en di¢gssigkeit als Gaslieferant
ideal erscheinen. Die intraventse Verabreichungdendurch die Entwicklung
einer PFC-Mikroemulsion in Salz mdglich (Slovietral., 1967). Bei den ersten
Versuchen zur intravendsen Verabreichung an Ratiberwiegte jedoch die
Emboli-Bildung diesen Nutzen (Geyeiral., 1968).

Nachdem herausgefunden wurde, dass Perfluorodedcimeller als die bis dahin
entwickelten PFC aus dem Korper ausgeschieden (@tdrk et al., 1973;
Okamotoet al., 1973; Naitoet al., 1990), begann die Entwicklung der ersten
industriellen Emulsion Fluosol® (Green Cross Co@saka, Japan).

Die erste Generation der industriellen PFC, Flu@sl20%®, wurde in den
spaten 70er Jahren des 20. Jahrhunderts in denud8An Japan als Blutersatz
bei andmischen Patienten eingesetzt (Mitsetrad., 1982; Trempeet al., 1982).
Die mit 12 Stunden relativ kurze Plasmahalbwertszeder hohe
Sauerstoffpartialdruck (>400 mmHg) und die gerindgplikationsdosis
limitierten den Einsatz am Patienten (Sartesthl., 2001).

Die zweite Generation setzt auf lineare Perfludrone. Oxygent® (Alliance
Pharmaceutical Corporation, San Diego, CalifornidJSA) enthalt
Perfluoroocytyloromid und Perfluorodecylbromid, al€mulgator wird
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Eidotterphospholipid verwendet. Oxyfluor® (HemG&t,Louis, Missouri, USA)
enthalt Perfluorodichlorooctane und als Emulgateban Eidotterphospholipid
auch Triglycerid.

Im medizinischen Bereich konnen PFC als Blutersatz, Fliissigbeatmung, als
Sensibilisator bei der Radiotherapie, zum Schuiz Timanplantationen und als
Kontrastmittel bei Magnetresonanz- und Computerignayohie eingesetzt werden
(Shafferet al., 1992; Loweet al., 1999; Riesst al., 1999; Riess, 2005). Trotz
dieser vielfaltigen Einsatzbereiche, ist derzeih k&-C fur den klinischen Einsatz

zugelassen (Castabal., 2010).

5.3. Perfluorcarbone beim myokardialen Reperfusionsschagh

PFC mit einer sehr hohen Sauerstoff-Loslichkeit ngim aufgrund dieser
Eigenschaft bei der Therapie der Ischamie hilfresgin (Clarket al., 1966;
Magovernet al., 1982; Trempeet al., 1982).

Es wurden verschiedene Einsatzmdglichkeiten von HRCmyokardialen

Ischamiemodellen untersucht:

Zum einen wurde PFC als kardioplegische Lésungylodialen Ischamiemodellen
untersucht. Es konnte im Vergleich zu bisher vedeten kardioplegischen
Losungen gezeigt werden, dass die Sauerstoffammeic und die
postischamische Myokardleistung verbessert sinchigta 1979; Johnsod al.,
1988; Mosceet al., 1996). Das myokardiale ATP bleibt fast vollstandrhalten
(Flahertyet al., 1984).

Zum anderen wurde PFC als Emulsion wahrend derufsemkn transluminalen
Koronarangioplastie durch den Ballonkatheter lokarabreicht um eine
Verbesserung der Sauerstoffversorgung des Gewebesrreichen und den
Schaden der Isch&mie zu begrenzen (Andessah, 1985; Jaffest al., 1988).

Dariber hinaus wurden PFC als Perfusionlésung beode¥len zur

Myokardischamie (Koronarverschluss, akuter Myokafiatkt) eingesetzt.

Glogaret al. (1981) zeigte im Hundemodell, dass die InfarktgraBch 6 Stunden
LAD-Koronararterien-Verschluss bei den anamischemt PFC infundierten
Hunden, sowohl bei 100% Sauerstoff in der Einatéiméds auch bei Raumluft,
geringer war als bei den anédmischen, mit Ringetdtakinfundierten

beziehungsweise den unbehandelten KontrolltieremleRt al. (1982) fanden in
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einem Hundemodell heraus, dass PFC den PartialdrankKohlenstoffdioxid

unabhangig von einer zusatzlichen Sauerstoffzukedimziert.

Bei den ersten Versuchen mit PFC wurden grol3e Megeon eingesetzt, so

dass eine anschliel3ende Blutaustauschtransfusiongémglich war.

Formanet al. (1985) konnten zeigen, dass geringe Dosen vonsBItIDA 20%®
die Infarktgréf3e reduzieren ohne einen erheblichestieg des pulmokapillaren
Verschlussdruckes und des linksventrikularen Figiainucks und vor allem ohne
eine Blutaustauschtransfusion als Folge zu habéuglithe Ursachen hierfir sind
ein verminderter Endothelschaden nach PFC-Gabe eginB der Reperfusion
(Formanet al., 1987 a, b) und zumindest vitro eine schnellere ROS-Bildung
durch Neutrophile (Formaet al., 1992).

In Kklinischen Studien bei Patienten mit akutem Myahnfarkt konnte gezeigt
werden, dass der Einsatz von PFC eine verbessenteikulare Funktion, eine
reduzierte Infarktgrof3e und eine verbesserte Katilitat zur Folge hat (Forman
et al., 1991, Glazier, 2005). Als Nebenwirkungen tratembklinischen Einsatz
vermehrt Lungenédeme und kongestives Herzversaggiall et al., 1994 b).
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. GEGENSTAND DER ARBEIT

In Zellkulturen primarer humaner Kardiomyozyten deirin einem Hypoxie-
Reoxygenierungsmodell der Einfluss einer Erh6hueg Atemgase Sauerstoff
und Kohlenstoffdioxid auf Zell-, RNA- und Mitochondnebene untersucht. Das
Mitochondrium nimmt als ,Kraftwerk der Zelle® im dhamie- und
Reperfusionsgeschehen eine zentrale Rolle ein. é3ahddigte Mitochondrien
den Zelluntergang einleiten ist deren Funktiongfii& das Weiterleben der Zelle
von entscheidender Bedeutung. Unser besonderesnAggk lag auf dem von
Fukudaet al. (2007) postulierten Isoformeswitch der COX4-Untereinheiten. Da
die Offnung der mPTP wahrend der Reperfusion vdecheidender Bedeutung
fur das Weiterleben der Zelle oder den Zelluntegganit Einleitung von
Apoptose beziehungsweise Nekrose ist, galt uns@rdsse einer moglichen
Stabilisierung dieser Pore.

Zunéchst wurde versucht, ob das von Aehlal. (2008) eingefiihrte Hypoxie-

Reoxygenierungsmodell mit PFC-gebundenem Sauegstoff auf ein Modell zur

ischamischen Postkonditionierung Ubertragbar isiziDwurde die Hypoxiedauer
von 12 auf 4 Stunden reduziert. Zunachst wurdePR{E-gebundenem Sauerstoff
das Modell Uberprift und anschlieBend die Wirkuran WFC-gebundenem

Kohlenstoffdioxid untersucht.

Es wurden folgende Parameter sowohl nach hypetwtis@ls auch nach

Kohlenstoffdioxid-vermittelter, ischamischer Postlldionierung betrachtet:

1. Auf Zellebene: Verénderung des pH-Wertes
2. Auf RNA-Ebene: Expression von COX4-1 und COX4-2 soilF 1o
mittels quantitativereal time PCR
3. Auf Zellorganellebene: Entwicklung einer Resisteiez mPTP gegenuber
wiederholten Calciumreizen mittels Calciumfluoreszsestimmung
Die zentralen Ziele dieser Arbeit waren ein Zellmibdir die ischamische,
Kohlenstoffdioxid-vermittelte =~ Postkonditionierung u z entwickeln, die
biologischen Mechanismen zu untersuchen und dadeirod Optimierung der

Therapie zu erméglichen.



I1l. M ATERIAL UND METHODEN

32

1. M ATERIAL UND METHODEN

1. Material

1.1 Zellen
Human Cardiac Myocytes

cryopreserved (HCM)

1.2. Zellkulturmedien
Myocyte Growth Medium
Supplement Mix Myocyte Growth
Medium

Cryo-SFM

1.3. Chemikalien
100 bp DNA Ladder, 100 — 2072 bp

1kb DNA Ladder, 0,5 — 40 kb

1-Bromoperfluorooctane (PFC)

5x Extraction Buffer A

5x Storage Buffer

6x Loading Dye

Agarose

Aqua ad iniectabilia

BSA-Standard

PromoCell, Heidelbergyt®ehland

PromoCell, Heidelberg, Dsaitland
PromoCell, Heidelipddeutschland

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

Gibco BRL Divisdgrinvitrogen,
Gaithersburg, USA

Gibco BRL Divison olvitrogen,
Gaithersburg, USA

ABCR, Karlsruhe, Behtand

Sigma-Aldrich Chemie, Steeim,

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Steimheli

Deutschland

Fermentas International Inc.

Burlington, Ontario, Kanada

Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornien, USA

Braun, Melsungen, Deutsctila

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rockford, USA
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ca’

Ca-Green

Chloroform

Coomassie-Brilliant-Blau

DEPC-Wasser

DNAsel 10x Reaction buffer
DNAsel Amplification Grade

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS) w/o Ca Mg

EDTA, 25 mM
Ethanol

Ethidiumbromid

Glutamat

Isopropylalkohol

KH2POy

Malat

MOPS

Primer

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories Ginb
Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Invitrogen GmbH, Chdd, USA
Invitrogen GmbH, Caré&h USA

Sigma-AldGtiemie, Steinheim,
Deutschland

Invitrogen GmbH, Carlsbad, USA
VWR, Fontenay, Frankreich

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Steinhgim

Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Eurofins MWG, Ebersberg,

Deutschland
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Pyruvat

RNAse Out

Succinate

Sucrose

TAE

Trizema

Trizol Reagent

1.4. Kits
DetachKit (HepesBSS, Trypsin/EDTA,
TNS)

First strand cDNA Synthesis Kit for
RT-PCR

Light Cycler Fast Start DNA Master
SYBR Green |

1.5.
96-Loch-Platte

Gerate und Zubehor

Axiovert Mikroskop

Cellstar Tubes 15 ml

Cellstar Tubes 50 ml

Elektrophoresekammer SubCell GT

mit Spannungsgerat PowerPac 3000

Eppendorf Combitips plus, 0,5 ml

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,

Deutschland
Invitrogen GmbH, Carlsbad, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland

Promega Corporation, Madison, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,

Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschlan

PromoCell, Hdibrg, Deutschland

Roche DiagnostHeidelberg,
Deutschland

Roche DiagnostHeidelberg,

Deutschland

Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Zeiss, Gottingen, Deutschland

Greiner bio-one, Frickerses
Deutschland

Greiner bio-one, Frickerses

Deutschland

BioRad Laboratdne., Hercules
Kalifornien, USA

Eppendorf AG, Hbaing,
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Eppendorf tubes (2ml)

Fluoreszenzmessgerat Gemini

Gelimager Biovision

Videodokumentationssystem

Glasmorser u. —stoRel Glascol

Hypoxie-Kammer

Inkubator Heracell
Kimtech Préazisionstlicher

LightCycler Capillaries 20 pul

LightCycler System

Parafilm “M”

Petrischalen 13,8 cm Durchmesser

Petrischalen 5,3 cm Durchmesser

pH Meter MP 220

Pipetman Filter Tips 0,1-10ul
Pipetman Filter Tips 20-200ul
Pipetman Filter Tips 2-30ul
Pipette Pipetman, 0,2-2 pul
Pipette Pipetman, 20-200 pl

Pipette Pipetman, 2-20 pul

Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Molecular Devices Gnigrtaning,
Deutschland

Peqglab, Erlangen,
Deutschland

ABCR, Karlsruhe,tBehland

Dinkelberg Analytics, Ulm,

Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Kimberly-Clark, Dalla&sSA

Roche Diagnostiggidelberg,

Deutschland

Roche Diagnostics, Heidelberg
Deutschland

Brand GmbH & CO KG, Wertheim
Deutschland

Nunc, Wiesbadeunschland
Nunc, Wiesbadeutsbhland
Mettler, Toledo, Giel3en, Deulsct
Gilson, VilliersBel, Frankreich
Gilson, VilliersBel, Frankreich
Gilson, VilliersBel, Frankreich
Gilson, Villiers lel Berankreich
Gilson, Villiers lel Brrankreich

Gilson, Villiers le Betankreich
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Pipettenspitzen ep T.I.P.S., 1000 pl

Pipettenspitzen ep T.I.P.S., 200 pl

Pipettor Easyspet

Pipettor Eppendorf Reference 1000 pl

Pipettor Mulitpette plus

Plastikkulturflaschen 25 ¢m

Plastikkulturflaschen 80 ¢m

Eppendorf A@nburg,
Deutschland

Eppendorf A@&nburg,

Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Eppendorf A@nburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Sicherheitswerkbank Biohazard EN 12469 Thermoqghchen, Deutschland

Spektroskop SpectraMAX Plus
Stripette 10ml

Stripette 25ml

Stripette 2mi

Stripette 5ml

Thermocycler PTC 200

Thermomixer 5436
Thermowell Tubes, 0,5 ml RNase
DNase free

Vortex Heidolph Reax top

Waage Scaltec

Molecular Devices,r§umale, USA
costar, Corning Inc., CorninggAJ
costar, Corning Inc., CorninggAJ
costar, Corning Inc., Corning,AJS
costar, Corning Inc., Corning,AJS

Biozym, Hess, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

costar, Corning, I@orning, USA

Heidolph instruments Gh& CO
KG, Schwabach, Deutschland

Scaltec Instruments, Géttingen,

Deutschland
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Zellkratzer Costar Corning Incorporated, Cornid§A
Zentrifuge Biofuge primo R Heraeus, Hanau, Dehltsad

1.6. Gase

CO, Linde Gase, Unterschleil3heim,

Deutschland

Gasgemisch fur medizinische Zwecke Air Liquide, gridorf
5Vol% CG, 95 Vol% N Deutschland
Carbogen: 95 Vol% &5 Vol% CQ Sauerstoffwerk Friedrichshafen,

Friedrichshafen Deutschland

1.7. Software

LightCycler Software version 5 Roche Diagnostig¢sidelberg,
Deutschland

Softmax pro Molecular Devices GmbH, Ismaning,

Deutschland

2. Methoden

2.1. Zellkultur

Es wurden flr Langzeitversuche geeignetete mermsehli kryokonservierte
Herzmuskelzellen (HCM) in Passage 2, Myocyte Growitedium und
SupplementMix Myocyte Growth Medium von PromoCelHeidelberg,
Deutschland, bezogen. Die Zellen wurden in 1 mursdéreien, DMSO-haltigen
Cryo-SFM geliefert. Laut Hersteller waren pro mb@0 000 Zellen enthalten. Die
Zellen wurden in Trockeneis geliefert. Die Kultikieg erfolgte laut des
Instruction Manual for cryopreserved human cardiac myocytes des Herstellers.
Zunéchst wurde das Myocyte Growth Medium mit dem@ementMix Myocyte
Growth Medium (Promocell, Heidelberg, Deutschlandysetzt. Von diesem
Medium wurden 5 ml in eine 25 énPlastikkulturflasche (Nunc, Wiesbaden,
Deutschland) gegeben und diese 30 Minuten bei 37it®Raumluft und 5% C®
inkubiert. Eine ausreichende Menge Medium ist vots@heidender Bedeutung,
da das Einfriermedium DMSO enthélt, das beim Awdtaeine zelltoxische

Wirkung entfaltet. Daher muss die Menge des Medismgewahlt werden, dass
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das toxische DMSO ausreichend verdiinnt wird. DadriErtube mit den darin
enthaltenen, kryokonservierten HCM wurde aus deotKeneis entnommen. Um
den Uberdruck zu reduzieren wurde der Deckel legehiffnet und die Zellen
wurden bei 34°C inkbubiert, bis ca. 70% aufgetaaten. Das Einfriertube wurde
mit Ethanol (VWR, Fontenay, Frankreich) von au3emnemigt und die Zellen
umgehend in die bereits mit vorgewdrmten Medium seleene
Plastikkulturflasche (Nunc, Wiesbaden, Deutschlaiwhrfiihrt und anschlieRend
bei 37°C mit Raumluft und 5%CQnkubiert. Ein Medienwechsel erfolgte am
nachsten Tag um das zelltoxische DMSO des Einfedioms weiter zu
verdinnen. Die Herzmuskelzellen wurden in einemh¥knis von 1:2 gesplittet,
wenn sie eine Konfluenz von 60% erreichten. Zumttepl wurde das Detach Kit
(PromoCell, Heidelberg, Deutschland) verwendet. r&ue erfolgte ein
Waschschritt mit HepesBSS (Promocell, HeidelbergutSchland) um das im
Medium enthaltene fetale Kalberserum, ein Trypsiiiitor, zu entfernen. Im
Anschluss wurde das gleiche Volumina Trypsin (PrGelh Heidelberg,
Deutschland) auf die Zellen gegeben und fur maxndlinuten belassen. Die
Zellen l6sten sich unter vorsichtigem Schwenken lkenchtem Klopfen von der
Kulturflache. Durch ein aquivalentes Volumen TNSofRoCell, Heidelberg,
Deutschland) wurde die Trypsinaktivitat gestoppie Bellsuspension wurde bei
220g und 4°C fur 4 Minuten zentrifugiert. Der kldtberstand wurde entfernt und
die Zellen in frischem Medium resuspendiert und RlafstikkulturgefalZe (Nunc,
Wiesbaden, Deutschland) der entsprechenden Grdfisltvédas Medium wurde
24 Stunden nach dem Splitten gewechselt um dasoxstthe Trypsin zu
entfernen, danach erfolgte der Medienwechsel 8l8tdnden.

Fur die Hypoxie wurden die Zellen in PetrischaleNurfc, Wiesbaden,
Deutschland) mit 13,8 cm Durchmesser fur die Mitoarienextraktion und in
Petrischalen mit 5,3 cm Durchmesser fur die PCRyesi. Die Petrischalen
wurden fur 24 Stunden weiter inkubiert und vor #ipoxie wurde noch ein

Medienwechsel durchgefihrt.

2.2. Hypoxie und Reoxygenierung

Fur die Hypoxie wurde das Modell von Arab al. (2008) modifiziert. Die
Hypoxie-Kammer (Dinkelberg Analytics, Ulm, Deutsahtl) wurde mit 70%
Ethanol (VWR, Fontenay, Frankreich) gereinigt utid 20 Minuten unter das
UV-Licht der Sicherheitswerkbank Biohazard EN1246Bermoquest, Minchen,
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Deutschland) gestellt. In die Kammer wurden die réipander gestapelten
Petrischalen mit den Zellen reingestellt und zdg#fitzu oberst und zu unterst je
eine Petrischale mit 50 ml Aqua ad iniectabiliag@r, Melsungen, Deutschland).
Die Wasserschalen sollten das Austrocknen der iZellech den Gasfluss in der
Hypoxiekammer vermeiden. Die Kammer verblieb fiBtdnden im Inkubator bei
37°C und 95% B 5% CQ (Air Liquid, Dusseldorf, Deutschland). Mit dieser
Hypoxie wurde eine Ischamie, die mit einem Infadsichehen vergleichbar ist,
nachgeahmt.

Die Reoxygenierung mit PFC (ABCR, Karlsruhe, Dehblsod) erfolgte ebenfalls
nach einer modifizierten Methodik von Arabal. (2008). Diese beschreibt, dass
die Viabilitat postischdmischer Myozyten von derngentration des zugefiihrten
oxygenierten PFC abhangig ist. Die beste Protektiorde mit 750uM @in 0,1

UM PFC erreicht (Aralet al., 2008). Diese Menge entspricht 300 pl PFC (grol3e
Petrischale) bzw. 75 ul PFC (kleine Petrischal@,fidr 10 Minuten mit 95% ©
(Sauerstoffwerke Friedrichshafen, Friedrichshafzeutschland) begast wird. Fur
die Reoxygenierung mit GQvurden 2 ml (grof3e Petrischale) bzw. 0,5 ml (ldein
Petrischale) PFC verwendet, das ebenfalls 10 Mmuteit CO, (Linde,
UnterschleiBheim, Deutschland) begast wurde. Dgsadte PFC wurde luftdicht

verschlossen.

Die Herzmuskelzellen wurden zur Reoxygenierung des Hypoxie-Kammer
entnommen, das Medium gewechselt, bei den Probenmi2 (grofe
Petrischalen)/0,5ml (kleine Petrischalen) mit £egastes PFC (ABCR,
Karlsruhe, Deutschland) beziehungsweise 300ul @yréfetrischalen)/75 pl
(kleine Petrischale) mit £begastes PFC hinzugefugt. Dies wurde fiir 10 Mimute
unter leichtem Schwenken belassen, es erfolgtemieuter Medienwechsel und
eine Inkubationszeit bei 37°C und 5% £@ede Probe wurde von einer Kontrolle
begleitet, bei der das Medium gewechselt wurde died unter den gleichen
Bedingungen wie die Proben inkubiert wurde. Dieulmdktionszeit variierte je
nach Versuch zwischen 5, 15, 30, 45 und 60 Minuten.

2.3. pH-Messung
Die Zellkulturmedien der Kontroll- und Probengruppeiurden mit dem pH-
Meter MP 220 (Mettler Toledo, Giel3en, Deutschlam&d) Raumtemperatur

gemessen. Bei den Kontrollgruppen wurde der Wesh ger Hypoxie, sowie der
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Wert nach Ablauf der Inkubationszeit gemessen, den Probengruppen
zusatzlich der Wert nach 10-minttiger PFC-BeharglluBei der Auswertung
wurde die Differenz zwischen dem pH-Wert nach Aber Inkubationszeit und

dem pH-Wert nach der Hypoxie berechnet.

2.4. Mitochondrien-Extraktion und Calcium-Retentions-Kap azitat-
Messung

2.4.1. Mitochondrien-Extraktion

Das Ziel der Mitochondrien-Extraktion war intakte itdéhondrien mit
unbeschadigter innerer und &ufRerer Membran zu gewinDazu wurden die
Mitochondrien intakter Herzmuskelzellen mittels pikalischer Trennung

gewonnen. Alle Schritte fanden auf Eis statt.

Nach der Inkubationszeit erfolgten zunéachst zwesdiachritte mit dem gleichen
Volumen Dulbecco’s PBS w/o Ca Mg (Sigma-Aldrichei8heim, Deutschland)
wie zuvor das Zellmedium verwendet wurde. Es wur@aml PBS w/o Ca Mg
dazugegeben und die Zellen mit einem Zellkratzeorifhg Incorporated,
Corning, USA) entfernt. Die Zell-Suspension wurdei B20g und 4°C fur 4
Minuten zentrifugiert. Der klare Uberstand wurdefemt, die Zellen in 1ml 1x
Extraction Buffer (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deuitand) resuspendiert und 5
Minuten im Mdrser (ABCR, Karlsruhe, Deutschland) nfagenisiert. Das
Homogenisat wurde bei 600g und 4°C fiir 5 Minutentizteigiert, der Uberstand,
der Mitochondrien und andere Zellorganellen enthvelirde bei 11000g und 4°C
fur 10 Minuten zentrifugiert. Nach diesem Zentréitignsschritt befanden sich
die Mitochondrien im Pellet, der Uberstand wurdewaefen und das Pellet in
100 pl 1x Storage Buffer (Sigma-Aldrich, Steinhebeutschland) geldst und bei

-80°C eingefroren.

2.4.2. Mitochondrialer Bradford Assay

Zur Feststellung der Mitochondrienkonzentration deurein Bradford Assay
durchgefuhrt. Fir die Standardkurve wurde 20 pl B8andard 2 pg/ml (Thermo
Fisher Scientific Inc., Rockford, USA) verwendetdumit Aqua ad iniectabilia
(Braun, Melsungen, Deutschland) auf 200 pl aufdef@00 ul dieser BSA-
Verdinnung wurde in das ersWell (Al) einer transparenten 96-Loch-Platte

(Nunc, Wiesbaden, Danemark) gegeben. Inwigs B1-H1 wurden jeweils 100
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pul Aqua ad iniectabilia (Braun, Melsungen, Deutaodl) vorgelegt. Um die
Verdinnungsreihe zu erstellen wurden jeweils 10@erl Verdiinnung aus dem
oberenWell (bei Al startend) enthommen und in das sich daruméndende
gegeben. Die 100 pl aus H1 wurden verworfen, damnch in allenWells die
gleiche Menge Flussigkeit befand. Zusatzlich wurdenh 1Well als Blank mit
100 pl Agqua ad iniectabilia (Braun, Melsungen, Bebtand) ein weiteregvell
wurde mit 1 pl 1x Storage Buffer und jeViell mit je 1 pl der mitochondrialen
Proben (in Storage Buffer, Sigma Aldrich, Steinheideutschland) beflllt. Der 1
ul des 1x Storage Buffer und der Proben wurde myiiaAad iniectabilia (Braun,
Melsungen, Deutschland) 1:100 verdunnt. Zu Verdagsteihe, Proben und
Blank wurden je 25 pl Coomassie-Brillant-Blau (BRad Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland) hinzugegeben und vermischt.

Nach einer Standzeit von 5 bis maximal 60 Minutemigelte man nach der
Messung im Spektrophotometer SpektraMAX Plus (MalcDevisces GmbH,
Sunnyvale, USA) bei einer Wellenlange von 595 nrhaawl der Standardkurve
die Proteinmenge in pg/ml. Die Versuche wurden mitgefahr 40 ug

Mitochondrienprotein durchgefiihrt.

2.4.3. Calcium-Retentions-Kapazitat

Mit Hilfe der Calcium-Retentions-Kapazitata{cium retention capacity = CRC)
wurde der Gehalt an €alonen bestimmt, den die Mitochondrien aufnehmeth un
speichern koénnen, ehe sie mit einer calciumindtemerCalciumfreisetzung
reagieren (Icha®t al., 1994; Ichaset al., 1997; Fontaineet al., 1998). Diese
Calciumfreisetzung kann man mittels Calcium-bindanéluoreszenzfarbstoffe
sichtbar machen (Ichasal., 1994; Icha%t al., 1997; Fontainet al., 1998).

Als Vorbereitung fur die Messung der Calcium-Retamg-Kapazitat erfolgte
zuerst die Herstellung der bendtigten Puffersulzeianund Substrate der
Atmungskette fir den CRC-Puffer.

Puffer

1M Sucrose 10,269 g Sucrose auf 30 ml mit Aquimiadtabilia

auffillen

0,1M Tris/MOPS 6,05 g Tris in 250 ml Aqua ad inadatia, pH 7,3 mit
MOPS einstellen, auf 500 ml auffillen
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0,1M EGTA/Tris 3,81 g EGTA in 50 ml Aqua ad inieloilga, pH 7,3 mit Tris
einstellen, auf 100 ml auffullen

1M Pi 6,805 g KHPQ, in 25 ml Aqua ad iniectabilia, pH 7,3 mit

Tris einstellen, auf 50 ml auffillen
Substrate der Atmungskette

0,25M Glutamat/Tris u. 0.125 Malat/Tris 9,2 g Glatt und 4,2 g Malat
in 100 ml Aqua ad iniectabilia, auf 250 ml alii

0,25M Pyruvat/Tris 5,5 g Pyruvat in 100 ml Aquaiaiéctabilia, pH 7,4 mit
Tris einstellen, auf 250 ml auffillen

Es folgte die Herstellung des CRC-Puffers, dazudemar200 ul 0,25 M Glutamat-
Tris und 0,125 Malat-Tris, 200 pl 0,25 M PyruvaisTr2,5 ml 1 M Sucrose, 100
pl 1 M Pi, 500 pl 0,2 M EGTA-Tris,1 ml 0,1 M Tris-dps und 5,5 ml Aqua ad
iniectabilia  zusammenpipettiert. Ca-Green Stock viflagen, Karlsruhe,
Deutschland) wurde 1:5 verdinnt, davon 10 pl zd ZRC-Puffer gegeben. 3 pul
0,1 M C&" wurden mit Ca-Green-CRC 1:500 verdiinnt. Ca-Gréedeb an freies
Calcium und ermdglicht durch Fluoreszenz die phetinische Bestimmung der
Calcium-Konzentration. Die G&Ca-Green-CRC-Lésung diente al®ading-
Lésung. Je Messschritt wurden 15 pl dazugegebes, eftspricht einer &a

Menge von 3 nmol.

Die Mitochondrien wurden aufgetaut, bei 11000g ufC fur 10 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das é?el+40ug; siehe Bradford-
Assay) in 50 ul Ca-Green-CRC geldst.

Gemessen wurde in einer schwarzen 96-Loch-PlattendN Wiesbaden,
Deutschland) mit dem Fluoreszenzsmessgerat (MaecDevices, Ismaning,
Deutschland) und der Software Softmax pro (Moleculzevices GmbH,
Ismaning, Deutschland). Als erstes erfolgte die ddag des Hintergrundwertes,
dazu wurden 50 pl Ca-Green-CRC bei Extension/EomsSD5/535 fur t=1 min
gemessen, danach erfolgte die Zugabe der in Ca@BE geldsten
Mitochondrien und die entsprechende Messung wie tbéintergrundwert. Alle 2
Minuten wurden 15 pl der GaCa-Green-CRQ oading-Losung zugegeben und
bei gleicher Extension/Emission wie der Hintergnwed gemessen.
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2.4.4. Calcium-Retentions-Kapazitat im Rahmen der Vorversehe

Im Rahmen der Vorversuche fiihrten wir die Messungen oben beschrieben
durch. Bei der Reoxygenierung der £Rrobe verwendeten wir jedoch 1 ml statt
spater 2 ml mit Kohlenstoffdioxid-begastem PFC.Zegyte sich hier nur eine
malfige Stabilisierung der mPTP gegenlber wiedermoGalciumreizen nach
ischAmischer Reoxygenierung (gO im Vergleich zur normoxischen
Reoxygenierung (N) (Abb. 6).

[Ca2+] l
in nmol

Abb. 6: Mitochondriale Calcium Retention Capacity —Messung im Rahmen der Vorversuche.
Die ischamische Reoxygenierung (g@rzielte hier im Vergleich zur Normoxie (N) eingRige
Stabilisierung der mPTP gegeniiber Calcium. Ab eiBalciumkonzentration von [§ = 36
nmol/l reagiert die Normoxie mit einer Calciumedtiag, die ischamisch reoxygenierten
Mitochondrien puffern Calcium weiterhin ab (n=3).

2.5. RNA-Extraktion, cDNA-Synthese, PCR

2.5.1. RNA-Extraktion

Die Zellen wurden nach der Methode der Guanidie@ymat-Phenol-

Chloroform-Extraktion von Chomczynski (1987) mitiZal lysiert. Dazu wurde
zu jeder kleinen Petrischale 1 ml Trizol (InvitrogeKarlsruhe, Deutschland)
hinzugegeben und fir 1-5 Minuten belassen. DaTnut den darin enthaltenen
lysierten Zellen wurde in ein Eppendorf-Tube (Eppmh AG, Hamburg,

Deutschland) tGberfuhrt.
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2.5.1.1 Phasentrennung

Es wurden 0,2 ml Chloroform (Sigma-Aldrich, Steimhg Deutschland)
dazugegeben und zur besseren Durchmischung wuederdbe fur 15 Sekunden
geschwenkt und anschlieend 2 Minuten bei Raumtexrpeinkubiert. Zur
Phasentrennung erfolgte ein Zentrifugationsschugit 12000g und 4°C fur 15
Minuten. Die obere wassrige Phase enthielt vomalRNA, die untere organische
Phase Uberwiegend Chloroform, Proteine und DNA.

2.5.1.2 RNA-Prazipitation

Die wassrige Phase wurde in ein neu&sbe Uberfiuhrt und 0,5 ml
Isopropylalkohol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutksid) zur RNA-Féllung
dazugegeben und 10 Minuten bei Raumtemperatur iekubDurch das
Zentrifugieren bei 12000g und 4°C fur 10 Minuteldéie die RNA ein gelartiges
Préazipitat.

2.5.1.3 Waschschritt

Der Uberstand wurde entfernt und das Gel-Pellet iml 75% DEPC-Ethanol
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) gelOst. INacneuter Zentrifugation bei
7500 g und 4°C fur 5 Minuten wurde der Uberstanaveefen und das Pellet bei
Raumtemperatur getrocknet. Das trockene Pellet evund 7pul HO (Roche
Diagnostics, Heidelberg, Deutschland) aufgenomrien.die RNA-Ausbeute zu
maximieren wurde 10 Minuten bei 55-60°C inkubiert.

2.5.2. DNA-Verdau

Die verbleibende DNA wurde mit verdinnter DNAsetdeaut. Dazu wurden fir 6
Proben 20 pl Mastermix aus 14 ul.(H (Roche Diagnostics, Heidelberg,
Deutschland), 2ul 10x Buffer (Invitrogen, Karlsruh@eutschland), 2 ul 1:10
verdinnter DNAsel (Invitrogen, Karlsruhe, Deutscdpund 2 pl RNAse Out

(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) hergestedt3Jul Mastermix wurde zu dem
in 7 pul KO gelosten RNA-Pellet gegeben, fur 15 Minuten bauftemperatur

inkubiert und die Reaktion mit je 1 ul EDTA (Invogen, Karlsruhe, Deutschland)
gestoppt. Um sicherzugehen, dass die DNAsel koingédetaturiert wurde, folgte

eine Erhitzung auf 60°C fur weitere 10 Minuten.
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2.5.3. cDNA-Synthese

Mit dem cDNA-Synthesis Kit for RT-PCR (Roche Diagtios, Heidelberg,

Deutschland) erfolgte die cDNA-Synthese. Flur 6 BProbenétigte man 82,6 pl
Mastermix, bestehend aus 14 pl 10x Buffer, 28 plCMg14 ul Deoxy, 7 pl

RNA-Inhibitor, 14 pl Random Primer und 5,6 pl AMVFIRJe 11,8 pl Mastermix
wurden zu 8,2 pul RNA gegeben und im Thermocycle€ DO (Biozym, Hess,
Deutschland) bei 25°C fur 10 min, bei 42°C fur 6hnbei 95°C fur 5 min und
bei 4°C fur 5 min inkubiert.

254 Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction

Durch Benutzung spezifischer Primer (Eurofins MV\Ebersberg, Deutschland)
(Simpsonet al. 2000 und Tabelle 2) wurden Transkripte der CytoshrC
Oxidase 4-1 (COX4-1), der Cytochrom C Oxidase 4=©X4-2), deshypoxic
inducible factor 1a (HIF lo), und als Transkripte eines konstitutiv exprinmeert
Genes 28S rRNA mittels PolymerasekettenreaktiorR)P&nplifiziert und durch
SYBR Green | quantifiziert (Morrisoet al., 1998).

Tab. 2: Die verwendeten Primer mit spezifischer Seegnz, Anlagerungs- und
Schmelztemperatur (nach Simpsonst al., 2000)

Gene Primer | Primer-Sequenz (5’-3’) Anlagerungs- | Schmelz-

temperatur temperatur
28 S forward | TTG AAA ATC CGG GGG AGAG | 54°C 87°C
rRNA

reverse | ACATTG TTC CAA CAT GCC AG

COX4-1 | forward | GAG CAATTT CCACCTCTGC 55°C 87°C
reverse | CAG GAG GCC TTCTCCTCCTC

COX4-2 | forward | GCT ATG CCC AGC GCT ACT AC | 55°C 78°C
reverse | CAT CTC CGC AAAGGT CTC AT

HIF 1o | forward | ACA AGT CAC CAC AGG ACAG | 52°C 83°C
reverse | AGG GAG AAA ATC AAG TCG

Fur die PCR wurde das LightCycler System (Rochegiwatics, Heidelberg,
Deutschland) nach Herstellerinformationen verwen#est wurde ein Mastermix
aus HO, MgCh, 1:10 verdinntem Primeforward, 1:10 verdinntem Primer
reverse und der SYBR-Green-Mischung hergestellt. Es etéoldje Herstellung
einer Verduinnungsreihe einer bestimmten cDNA, rait &onzentrationen 1:10,
1:100, 1:1000 und 1:10000. Hierzu wurden 2 ul eiceNA mit 18 ul HO
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versetzt und dies entsprechend weiterverdinnt.@aeskapillare wurden mit 18

ul Mastermix und 2 pl cDNA beziehungsweise 2 pbienter cDNA befullt.

Als erstes fand ein 10-minutiger Denaturierungstichwei 95°C statt. Dieser
sogenannteHot-Start-Approach dient zur Reduktion der unspezifischen PCR-
Produkte. Die hier verwendete Taq-Polymerase lexgt bei Temperaturen >
60°C in aktiver Form vor. Es folgten 55 Zyklen, diaus je einer
Denaturierungsphase bei 95°C fur 10 Sekunden, eAdagerungsphase bei der
fur den jeweiligen Primer spezifischen Anlagerueggteratur fiir je 10 Sekunden
und einer Synthesephase bei 72°C fir je 20 Sekubdstanden. Zwischen den
Zyklen fand jeweils mittels spektroskopischer Megseine Quantifizierung der
dsDNA statt. Diese Messung erfolgte fir je 2 Selem@°C unter der jeweils
spezifischen Schmelztemperatur der Primer, dadwvahde verhindert, dass

unspezifische Produkte mitgemessen wurden.

Nach der Amplifikation wurde eine Schmelzkurve durufheizen auf 95°C,
Abklhlen auf 65°C und erneutes, langsames Aufheizéh1°C/s ermittelt. Bei
diesem Verfahren wird die unterschiedliche Schreetqteratur von spezifischen
und unspezifischen PCR-Produkten ausgenutzt.

2.5.5. Agarosegelelektrophorese

Zum Nachweis der spezifischen Produkte der qRT-P@Rrde eine
Agarosegelelektrophorese durchgefuhrt. Fir das Bg&sosegel wurde zunachst
75 ml 1x TAE (Promega Corporation, Madison, USA)} mj125 g Agarose
(Invitrogen Life technologies, Carlsbad, KalifornjeUSA) zusammen in der
Mikrowelle bei 600 W erhitzt bis keine Schlieren mesichtbar waren. Danach
wurde die Losung 10 Minuten bei 50-60°C auf derzdkitte inkubiert und 7,5 pl
Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,ubschland) dazugegeben.
Danach wurd das Gel umgehend in die schon mit desheRkamm versehene
Probenkammer gegossen und dort zum Auspolimensie€88-40 Minuten
belassen.

Die Proben wurden aus den Light-Cycler-Glaskamhagewonnen, indem sie
kopfiuber in Eppendorf-Tubes (Eppendorf AG, Hambudgutschland) gestellt
und bei 3000g fir 1 Minute zentrifugiert wurden.eDso gewonnen Proben
wurden mit 5 pl 6x Loading Dye (Fermentas Intemradi Inc., Burlington,
Ontario, Kanada) versetzt. 2 pl Markerlésung 100 Uzulder (Gibco BRL
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Division of Invitrogen, Gaithersburg, USA) wurde tn@ pl 6x Loading Dye

(Fermentas International Inc., Burlington, OntaKanada) versetzt.

Das Gel wurde in die Elektrophoresekammer (SubGgll-BioRad Laboratories
Inc., Hercules, Kalifornien, USA) gesetzt, mit LAH (Promega Corporation,
Madison, USA) Uberschichtet und die Taschen Dbeladebie
Elektrophoresekammer wurde an die Stromquelle (Pohsc 3000, BioRad
Laboratories Inc., Hercules, Kalifornien, USA) asgalossen und bei konstanter
Spannung von 100 V 45-50 Minuten laufen gelassenAmschluss daran wurden
die Proben unter UV-Licht mittels des Gelimager o(Bi Vision
Videodokumentationssysteme, Peglab, Erlangen, Diglaisd) sichtbar gemacht
und digital gespeichert (Abb. 7).

100bp
Marker

Abb. 7: Agarosegelelektrophorese der RT-PCR-Amplikate. Es sind nach Abschluss der
Schmelzkurve stabile Amplifikate entstanden.
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V. ERGEBNISSE

1. Hyperoxische Reoxygenierung von Kardiomyozyten

1.1. Reduktion des pH-Wert des Zellmediums nach hyperosicher
Reoxygenierung

Die Versuche von Cohea al. (2007) zeigten, dass die Aufrechterhaltung der

Gewebeazidose wahrend der Reperfusion kardioprotekt

Wir untersuchten daher den pH-Wert des Zellmedioath 4-stindiger Ischamie
und 30 Minuten nach Reoxygenierung unter normoxsdN) beziehunsgweise
hyperoxischen (¢ Bedingungen.

Wie in Abb. 8 dargestellt, ist der pH-Wert der hggesch reoxygenierten P
Herzmuskelzellen mit 31% (81%) signifikant reduziert im Vergleich zu den
normoxisch reoxygenierten (N) (100%8%) HCM.
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Abb. 8: pH-Wert des Zellmediums nach Reoxygenierungunter Sauerstoff-vermittelter
Hyperoxie. Unter Hyperoxie reoxygenierte Kardiomyozyten)@eisen nach 4h Hypoxie und 30
min nach Reoxygenierung einen reduzierten pH-Wem 81% (+31%) im Vergleich zur
normoxischen Reoxygenierung (N) auf. Die Daten &mé und im Vergleich zur normoxischen
Reoxygenierung angegeben. Der pH-Wert der normbais&keoxygenierung ist auf 100% gesetzt
(+ 3%, n=3). *=p <0,05
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1.2. Verminderte Expression der normoxischen COX4-1 Untesinheit
der Cytochrom C Oxidase nach hyperoxischer Reoxyg&rung

Die Regulation der COX4 Untereinheiten ist ein wigér Bestandteil der

Anpassung an ischdmische Bedingungen. Die COX#&4fbiis gilt hierbei im

Vergleich zu COX4-2 als weniger energieeffizienseform, die unter aeroben

Bedingungen exprimiert und unter ischdmischen dur€@N degradiert wird

(Fukudaet al., 2007).

Nach 4-stindiger Ischamie und 15 Minuten nach hypscher (Q)
beziehungsweise normoxischer Reoxygenierung (NJdeualie RNA mit Trizol
lysiert und mittelgeal time PCR quantifiziert.

Es zeigte sich bei den hyperoxisch mit, Qeoxygenierten humanen
Kardiomyozyten (C@) eine signifikant gesteigerte Expression von CQX4uf
RNA-Ebene auf 1212% _(+991%) im Vergleich zu den normoxisch
reoxygenierten (N) (100% 92%) (Abb. 9).
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Abb. 9: Expression COX4-1 nach hyperoxischer und ronoxischer Reoxygenation.Die
mittels real time PCR quantifizierte RNA weist eine deutliche Hochuiagjon der hyperoxisch
reoxygenierten Kardiomyozyten fOauf 1212% (991%) im Vergleich zur normoxischen
Reoxygenierung (N) auf. Die Daten sind angegebe®innd im Vergleich zur normoxischen
Reoxygenierung. Die Expression von COX4-1 der notisuhen Reoxygenierung ist auf 100%
gesetzt (+92%, n=3). * = p <0,05
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1.3. Regulation der ischamischen COX4-2 Untereinheit deCytochrom

C Oxidase nach hyperoxischer Reoxygenierung
Fukuda et al. (2007) konnten in ihren Versuchen an verschiedene
Saugetierzellen nachweisen, dass die ischamisatexrgieeffizientere Isoform
COX4-2 der COX4 Untereinheit der Cytochrom C Oselaunter Ischamie

vermehrt exprimiert wird.

Uns interessierte nun wie diese Isoform in unsersitmodell reguliert wird.
Hierzu untersuchten wir, unter den gleichen Versbheldingungen wie bei COX4-
1, die Expression von COX4-2 nach 4-stindiger Isghaund 15 Minuten nach

hyperoxischer (¢ beziehungsweise normoxischer Reoxygenierung (N).

Die Ergebnisse der quantitativen PCR zeigen einechkgulation der
hyperoxisch @reoxygenierten COX4-2 Expression auf 249% Z48%) im
Vergleich zur COX4-2 Expression in normoxisch regawyierten humanen
Kardiomyozyten (100% #00%) (Abb. 10).
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Abb. 10: Expression von COX4-2 nach hyperoxischernd normoxischer Reoxygenierung.
Die Quantifizierung durchreal time PCR zeigt unter hyperoxischer Reoxygenierung) @ne
deutliche Hochregulation um das etwa 2,5-fache 249% (+ 248%) im Vergleich zur
normoxischen Reoxygenierung (N). Die Daten sindegeben in % und im Vergleich zur
normoxischen Reoxygenierung. Die Expression von €QXder normoxischen Reoxygenierung
ist auf 100% gesetzt (¥00%, n=3).
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1.4. Vermehrte Expression von HIF Jr nach hyperoxischer
Reoxygenierung

HIF 1o ist das sauerstoffregulierte Protein des HIF lekbetimers. Unter

hypoxischen Bedingungen liegt Hlf in der nicht hydroxylierten, aktiven Form

vor und zeigt somit die Anpassung des Organismwdi@hlypoxie und die damit

verbundene effektivere Nutzung der AtmungskettéSemenza et al., 1996; lyer

et al., 1998; Seagroves et al., 2001).

Nach 4-stindiger Hypoxie und 15 Minuten nach Reerygrung unter
normoxischen (N) beziehungsweise hyperoxischenriggeatigen (@ wurde die
HIF la-Expression quantifiziert. Hyperoxisch reoxygereellerzmuskelzellen
zeigen eine signifikant gesteigerte Expression R lo auf 42878028% (+
42834599%) im Vergleich zu den normoxisch reoxygdan (100%_+43%)

(Abb. 11).
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Abb. 11: Expression von HIF Ir nach hyperoxischer und normoxischer Reoxygenierundie
Quantifizierung durctreal time PCR zeigt unter hyperoxischer Reoxygenierung eimatlidhe
Hochregulation auf 42878028% &#2834599%) im Vergleich zur normoxischen Reoxygemig.
Die Daten sind angegeben in % im Vergleich zur mxisthen Reoxygenierung. Die Expression
von HIF lo der normoxischen Reoxygenierung ist auf 100% geée#3%, n=3). * = p <0,05
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2. Ischdmische Reoxygenierung von Kardiomyozyten

2.1. Reduktion des pH-Wert des Zellmediums nach C@vermittelter
ischamischer Reoxygenierung

Nachdem wir zeigen konnten, dass der pH-Wert de8mgdiums nach

hyperoxischer Reoxygenierung im Vergleich zur Naxiacsignifikant abnimmt,

untersuchten wir den pH-Wert des Zellmediums nashiddiger Ischamie und

30 Minuten nach C@vermittelter Reoxygenierung (GDim Vergleich zur

Reoxygenierung unter normoxischen Bedingungen (N).

Wie in Abb. 12 dargestellt, ist der pH-Wert dethi@misch reoxygenierten (GO
mit 28% (#17%) signifikant reduziert im Vergleich zu den napasch
reoxygenierten (N) (100%3860) HCM.
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Abb. 12: pH-Wert des Zellmediums nach ischamischeund normoxischer Reoxygenierung.
Unter passagererdschamie reoxygenierte Kardiomyozyten (§Oweisen 30 min nach
Reoxygenierung mit 28% (£7%) einen reduzierten pH-Wert im Vergleich zurmoxischen
Reoxygenierung (N) auf. Die Daten sind angegebe®innd im Vergleich zur normoxischen
Reoxygenierung. Der pH-Wert der normoxischen Reerigrung ist auf 100% gesetzt 8§96,
n=3). * = p <0,05
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2.2. Regulation der normoxischen COX4-1 nach ischamische
Reoxygenierung

Da wir bereits anhand unseres Zellmodells auf RNv&fie zeigen konnten, dass

die COX4-1-Isoform nach hyperoxischer Reoxygenigrimermehrt exprimiert

wird, untersuchten wir auch die Auswirkung von gciischer Reoxygenierung

auf das Expressionsverhalten der normoxischennsof@OX4-1.

Zu diesem Zweck untersuchten wir mittels quanti&atiPCR die Auswirkungen
auf das Expressionsverhalten von COX4-1 nach 4dgjén Ischamie und 15

Minuten nach ischamischer Reoxygenierung {Cih Vergleich zur Normoxie

(N).

Es zeigte sich eine insignifikant verringerte Exggien von COX4-1 auf RNA-
Ebene bei den ischamisch mit £@oxygenierten humanen Kardiomyozyten
(COy) auf 18% (45%) im Vergleich zu den normoxisch reoxygenier{dh)
(100%_192%) (Abb. 13).
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Abb. 13: Expression von COX4-1 nach ischdmischer Rgygenierung im Vergleich zur
Normoxie. Die Quantifizierung durchieal time PCR zeigt unter ischdmischer Reoxygenierung
(CO,) eine signifikant verminderte Expression von COX4uf 18% (+15%) im Vergleich zur
normoxischen Reoxygenierung (N). Die Daten sindegeben in % und im Vergleich zur
normoxischen Reoxygenierung. Die Expression der &QXler normoxischen Reoxygenierung
ist auf 100% gesetzt (32%, n=3).
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2.3. Vermehrte  Expression von COX4-2 nach ischamischer
Reoxygenierung

Vergleichend zu unseren Versuchen zur AuswirkungRkEoxygenierung unter

Sauerstoffvermittelter Hyperoxie auf das Expressienhalten der COX4-2 auf

RNA-Ebene, untersuchten wir auch die Auswirkung eunischamischen

Bedingungen.

Die Ergebnisse der quantitativen PCR zeigen einglidee Hochregulation der
ischamisch C@reoxygenierten (Cg COX4-2 Expression auf 7649192% (+
3077554%) im Vergleich zur COX4-2 Expression inmokisch reoxygenierten
(N) humanen Kardiomyozyten (1009460%) (Abb. 14).
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Abb. 14: Expression der ischdmischen COX4-2 nach dsdmischer und normoxischer
Reoxygenierung. Die Quantifizierung durchreal time PCR weist unter ischamischer
Reoxygenierung (C£ eine deutlich vermehrte Regulation von COX4-2 &649192% (+
3077554%) im Vergleich zur normoxischen Reoxygemigr(N). Die Daten sind angegeben in %
und im Vergleich zur normoxischen Reoxygenierunge Expression der COX4-2 nach
normoxischer Reoxygenierung ist auf 100% geset2i0@%, n=3). * = p <0,05
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2.4. Verminderte Expression von HIF o nach ischamischer
Reoxygenierung
Wir untersuchten die Expression von HIé& dach isch&mischer Reoxygenierung

unter den gleichen Bedingungen wie bei der hypsaoin Reoxygenierung.

Die HIF lo-Expression der ischdmisch reoxygenierten {Cilderzmuskelzellen
nahm auf 1% (%) im Vergleich zu den normoxisch (N) reoxygetaar(100%
+43%) ab (Abb. 15).
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Abb. 15: Expression von HIF Ir nach ischAmischer Reoxygenierung in % des normoxiken
Wertes. Die Quantifizierung durchreal time PCR zeigt unter ischdmischer Reoxygenierung
(CO,) eine deutliche Runterregulation von HIé& duf 1% (+1%) im Vergleich zur normoxischen
Reoxygenierung (N). Die Daten sind angegeben in 6 Vergleich zur normoxischen
Reoxygenierung. Die Expression von HIk der normoxischen Reoxygenierung ist auf 100%
gesetzt (+43%, n=3). * = p <0,05
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2.5. Stabilisierung der mitochondrialen Permeabilitats-Transitionspore
nach ischamischer Reoxygenierung

Da die Stabilisierung der mPTP als ein Bestandteil Kardioprotektion gilt

(Cromptonet al., 1987; Crompton, 1999; Hausenlelyal., 2002; Hausenlowt

al., 2003; Gomes=t al., 2007; Limet al., 2007), war es ein Ziel unserer Arbeit zu

untersuchen, ob durch ischamische Postkonditiongeeine Resistenzerh6hung

gegenuber Calcium erreicht werden kann.

Die HCM wurden nach 4-stindiger Ischamie fur 1 8Samormoxisch (N)
beziehungsweise ischdmisch reoxygeniert ACODanach erfolgte die

Mitochondrienextraktion.

Die Ergebnisse der CRC-Versuche zeigen, dass diechMindrien sowohl der
normoxisch als auch der ischamisch reoxygeniert&@MHC&" abpuffern und
damit die Calciumschwankungen dampfen. Ab einéf-Banzentration von etwa
30 nmol/l (=10. Calciumbeladung) reagieren die m{isch reoxygenierten
jedoch mit einer Calciumentladung. Abb. 16 verdelt] dass die Mitochondrien
der ischamisch reoxygenierten die wiederholten iGaleize weiterhin

abpuffern, wohingegen die normoxisch reoxygeniertemit einer

Calciumentladung reagieren. Die Calciumentladunigt geit einer Offnung der
mPTP einher (Ichagt al., 1994; Fontainet al., 1998).
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Abb. 16: Messung der mitochondrialen Calcium Retention Capacity. Die ischamische
Reoxygenierung (C% erzielte im Vergleich zur Normoxie (N) eine Staérung der mPTP
gegeniiber Calcium. Ab einer Calciumkonzentration [@&'] = 30 nmol/l reagiert die Normoxie
mit einer Calciumentladung, die ischamisch reoxyggen Mitochondrien puffern Calcium
weiterhin ab.

Die Stabilitat der mPTP wird durch die ischamis&eoxygenierung mindestens
um das 3-fache im Vergleich zur normoxischen Reerigrung gesteigert (Abb.
17).
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Abb. 17: mPTP-Stabilitat nach ischamischer und normxischer Reoxygenierung.Die
ischamische Reoxygenierung erhéht die mPTP-Stabilitn das etwa 3-fache auf 316% (%)

im Vergleich zur normoxischen Reoxygenierung. Diatdh sind angegeben in % im Vergleich
zur normoxischen Reoxygenierung. Die mPTP-Stabitiiér normoxischen Reoxygenierung ist
auf 100% gesetzt (8%, n=3). * = p< 0,05
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V. DISKUSSION

1. Konzentrationserhdhung der Atemgase Sauerstoff und
Kohlenstoffdioxid als  Therapiemoglichkeit  beim
Myokardinfarkt

Im Rahmen dieser Arbeit war es ein wichtiges Zi, Effekte einer Erhéhung
der Konzentration der Atemgase Sauerstoff und Kahdfdioxid zu
untersuchen. Die Wirkung des hyperoxischen Sauérstoder Therapie des
Myokardinfarkts wird schon seit ungefahr 20 Jahuatersucht. Bei den ersten
Versuchen zur therapeutischen Verabreichung von REFC-gebundenen,
hyperoxischen Sauerstoff konnte eine signifikanteddktion der Infarktgréf3e
gezeigt werden (Kendt al., 1990; Formaret al., 1991). Im Rahmen weiterer
Studien mit unterschiedlichen Applikationsformendunosierungen kam es zu
widerspruchlichen Ergebnissen hinsichtlich der Réda der Infarktgréf3e und
damit erschien die kardioprotektive Wirkung deseainffs fraglich (Walkt al.,
1994 b). Einen ersten Beitrag zur kardioprotektjivemrkungslosen oder
zelltoxischen Einordnung des Sauerstoffs, lieferdie Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe aus dem Jahr 2008 (Aretbal., 2008). Es konnte in einem
Zellmodell mit humanen Kardiomyozyten und der Agation von verschiedenen
an PFC-gebundenen Sauerstoffdosierungen gezeigtdemjer dass die
Sauerstoffwirkung dosisabhangig ist. Die optimatesid fur die Kardioprotektion
wird mit einer moderaten Hyperoxie mit einem,p@00 mmHg erreicht. Wird
die Dosis weiter erhdht, wirkt Sauerstoff zelltakigArabet al., 2008). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass die Vitalitat der hgpisch reoxygenierten
Kardiomyozyten vergleichbar mit der Vitalitat nigsthamischer Zellen ist (Arab
et al., 2010). Um sicherzustellen, dass die beobachtetetektiven Effekte auf
der Sauerstoffgabe und nicht auf der PFC-Gabe ah Beruhten, wurden
Kontrollversuche mit alleinigem PFC durchgefuhrtie Dalleinige Gabe der
Tragersubstanz hatte jedoch keine verbesserteitdétht zur Folge, so dass
deren Einfluss ausgeschlossen werden konnte (@&rah 2008).

Ob Kohlenstoffdioxid im Rahmen der Herzinfarktth@ealber eine Erh6hung der
Konzentration mdoglicherweise eine vergleichbare tektove Wirkung wie
Sauerstoff entfalten kann, ist bisher unbekannies$p(2009) verdeutlichte dieses
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fehlende Wissen um Kohlenstoffdioxid mit folgend&itat: ,Wir wissen nicht,
ob ein gesteigerter C&-luss von Nutzen ist oder zu einer Beeintrachtigbai
Gesunden und Kranken fuhrt. Wir wissen auch nichtsich der C@-Fluss in

verschiedenen Geweben unterscheidet.”

Von Lungenpatienten, die zum Beispiel aufgrund rickronic obstructiv
pulmonary disease (COPD), im arteriellen Blut einen dauerhaft ermigign
Sauerstoffpartialdruck  (Partialinsuffizienz: ;Qp<60mmHg; pCO,=35-45
mmHg=physiologisch) und im fortgeschrittenen Stadiauch einen erhdhten
Kohlenstoffdioxidpartialdruck (Globalinsuffizienz: Pa02<60mmHg;
pP.CO,>45mmHg) haben, weil3 man, dass die Steuerung deumg bei einer
Globalinsuffizienz Uber den Sauerstoffpartialdruokd den pH-Wert reguliert
wird und nicht wie beim (Lungen-)Gesunden vornebmli Gber den
Kohlenstoffdioxidpartialdruck. Dies deutet eine Aspungsfahigkeit des Korpers
an nicht physiologische, toxische Kohlenstoffdigpadialdriicke an. Ab L£O,-
Werten  >60-70mmHg kommt es zur BewusstseinstribunDiese
Beeintrachtigung des Bewusstseins durch Kohlerditofid wird auch als C®
Narkose bezeichnet und zur Betdubung vor der Sahiag oder in Rahmen von
Tierversuchen verwendet. Bei Patienten mit dauerhagérhohtem
Kohlenstoffdioxidpartialdruck ist die Toleranz gedgber toxisch erhéhtem GO
Partialdruck von g0O,>60-70mmHg auch nach oben verschoben. Die

Bewusstseinsbeeintrachtigung tritt spater ein.

In dieser Arbeit wurde nun zum ersten Mal mit huerarZellen einin vitro

Modell etabliert, um den Einfluss einer erhéhterhkeostoffdioxidgabe wéahrend
der Reperfusion auf kardioprotektive Mechanismenuatersuchen. Dazu wurde
das von Arabet al. (2008) etablierte Modell zur Hypoxie und die anCPF
gebundenen Sauerstoff-Reoxygenierung zunachst vem ddrt verwendeten
Ischdmiedauer von 12 Stunden auf eine kirzere a@estd von 4 Stunden
Ubertragen, wie es den klinischen Ergebnissen dschamischen
Postkonditionierung entspricht, die im dritten Alwsitt ndher erlautert werden.
Mit den in unserem Modell verwendeten Kohlenstafkiikonzentrationen
konnten wir eine Kardioprotektion auf Zell-, RNAnd Mitochondrienebene

nachweisen.

Das heildt es gelang uns erstmals in einem humang&mo Modell, aufzuzeigen,

dass eine erhohte Menge von Kohlenstoffdioxid esnkitzende Wirkung bei
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Kardiomyozyten entfalten kann.

2. Kardioprotektion durch Azidose

Der kardioprotektive Effekt einer Azidose wahrered Hiypoxie beziehungsweise
der Reperfusion ist schon seit langerem bekannkddaten Binget al. (1973)
nachweisen, dass eine Azidose zur Zeit der Hypodie funktionelle
Wiederherstellung des Herzmuskels wahrend der Rpowgrung verbessert.
Nayler et al. (1979) konnten an isoliert perfundierten Kanindieuzen den

kardioprotektiven Effekt einer milden Azidose wéahdeler Hypoxie bestatigen.

Einige Jahre spater wurde untersucht, ob auch éin€ose wahrend der
Reperfusion einen vergleichbaren Effekt hat. Detesr Versuche hierzu fuhrten
Kitakazeet al. (1988)an isoliert perfundierten Frettchenherzen durcl.kénnten

zeigen, dass eine transiente Azidose wahrend dérerir Reperfusion das

myocardial stunning verhindert.

Kitakaze et al. (1997) wiesen am Hundemodell nach, dass sowohl die
respiratorische als auch die metabolische Azidodkrend der Reperfusion die

Infarktgré3e verringert.

Nachdem auch gezeigt werden konnte, dass eine geideahrend der
Reperfusion einen kardioprotektiven Effekt hat,gliehen Coheret al. (2007)
diesen Effekt mit dem der Postkonditionierung. Slomgbe azide Reperfusion als
auch die Postkonditionierung muss fur mindesteMirfuiten und zwar gleich zu
Beginn der Reperfusion erfolgen, um einen ahnlicleamitzenden Effekt zu
erzielen. Sie vermuten, dass die Zyklen der Poslikionierung zwar genug
Sauerstoff liefern, damit die Mitochondriegactive oxygen spezies produzieren
kénnen, aber die Zeitdauer zu kurz ist um den pHtWe normalisieren und
somit eine verlangerte Azidose die mPTP-Offnundnivetert.

Fujita e al. (2007) konnten in ihrem Modell nachweisen, dass
Postkonditionierung Uber eine verlangerte, transieAzidose wahrend der
Reperfusion zu einer Aktivierung von AKT und ERK dumamit zu einer
Reduktion der Infarktgrof3e fuhrt. Durch die Gaba Watriumhydrogencarbonat
wurde der Effekt der Postkonditionierung aufgehobed AKT und ERK wurden

nicht aktiviert.

Es gibt weitere Hinweise, dass die Wirkung der Rwosditionierung durch eine
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verlangerte Azidose wahrend der Reperfusion erreidhd. Ebenso wie eine
verlangerte Azidose wahrend der Reperfusion eiredni@n-Overload verhindert
(Steenbergemt al., 1977), reduziert auch die Postkonditionierung idtra- und
extrazellulare Calciumkonzentration (Setnal., 2005). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass eine verlangerte Azidose eine vere@@-Freisetzung und eine
verstarkte Wirkung von Adenosin zur Folge hat (Meeet al., 1978; Gurevicius

et al., 1995; Kitakazest al., 2001). Beides Effekte, die als kardioprotektaltgn

und deren Inhibition die durch Postkonditionieruregmittelte Kardioprotektion
aufheben (Yangt al., 2004; Kinet al., 2005). Dies lasst den Schluss zu, dass die
durch Postkonditionierung vermittelte Kardioprotekt durch eine verlangerte

Azidose wahrend der friihen Reperfusion vermittéitw

Auf diesen Ergebnissen aufbauend, untersuchtenbweirunseren Versuchen
zunachst den pH-Wert des Zellmediums. Wir konntaiped zeigen, dass sowohl
die hyperoxische als auch die ischamische Postkongirung den pH-Wert im

Vergleich zur normoxischen Reoxygenierung signiitkaeduziert. Nach dem
aktuellem Wissensstand miusste dieser Umstand eirdidfrotektion, vermutlich

uber eine Inhibition der mPTP-Offnung (Coletral., 2007), zur Folge haben.

3. Die Postkonditionierung als Therapiemoglichkeit

Murry et al. (1986) beschrieben vor 25 Jahren als erste dasoRta&mn der
ischAmischen Prékonditionierung im Hundemodell. kBante gezeigt werden,
dass kurze Reperfusions-lschamiezyklen vor einelgdéen Okklusion der
Koronararterien nicht etwa das Ausmall des Myokéadites vergrol3ern,
sondern die endogene Protektion triggern und daddies InfarktgrofRe drastisch
reduzieren (Murryet al., 1986). So faszinierend diese Erkenntnisse augknya
sie waren klinisch nicht umsetzbar. Bei einem P&tie mit akutem Herzinfarkt
(acute myocardial infarction = AMI) ist die Koronararterie zum Zeitpunkt der
Einlieferung in ein Krankenhaus bereits verschinssed damit die Mdglichkeit
einer Intervention vor der Okklusion nicht mehr glegn.

Umso grolRer waren die Hoffnungen als Zteh@l. (2003) vor einigen Jahren
nachweisen konnten, dass auch Ischamie-Reperfy&ienz die der Ischamie
nachgeschaltet sind, kardioprotektiv wirken. DieBa&nomen wurde, parallel zur
Préakonditionierung, Postkonditionierung genannt. dga protektive Effekt der
Pré- und der Postkonditionierung ahnlich ist (Halkbal., 2004; Tsangt al.,
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2004) und die Methode der Postkonditionierung kithiumsetzbar ist, vor allem
auch wahrend der perkutanen transluminalen coronamgioplasie (PTCA),
entwickelte sich ein grol3es Interesse an diesedibhdgit zur Kardioprotektion.
Bei der PTCA kann durch die In- und Deflation desyplasie-Ballons nach der
Wiederherstelllung des Gefal3flusses der repetetivefaR3verschluss der

Postkonditionierung nachgeahmt werden.

Die Effekte der Postkonditionierung konnten inzwisc an verschiedenen
Spezies bestétigt werden. Jedoch muss die Postioméiung unmittelbar nach
der Reperfusion erfolgen, da ansonsten der Sclusgetischt wird (Kiret al.,
2004 a; Yangt al., 2004 a).

Staatet al. (2005) konnten die Wirkung der Postkonditionigrarstmalsn vivo
beim humanen akuten Herzinfarkt nachweisen. Es evurBatienten in diese
Studie aufgenommen, die innerhalb von 6 Stundeoh rdem Einsetzen von
Brustschmerzen, vorgestellt worden waren. Durchaliga, jeweils 1-minitige
De- und Inflation des PTCA-Ballons konnte die IiktgroRe um 36% reduziert
werden. Die verminderte Infarktgrof3e wurde anhaed gignifikant reduzierten
Creatinin-Kinase (CK)-Freisetzung der Postkondigaimngs-Gruppe beurteilt.

Die verminderte CK-Freisetzung konnte auch in eBterdie bestétigt werden, in
welcher die Unterschiede zwischen >4 Inflationed &8 Inflationen untersucht
wurden (Darlinget al., 2007).

Thibaultet al. (2008) untersuchten die Langzeitwirkung der Rastitionierung
in einer Kklinischen Studie Uber den Zeitraum vamem Jahr. Sie konnten dabei
zeigen, dass sich die Postkonditionierung dauepusitiv auf die Reduktion der

InfarktgréRe und auf die funktionelle Wiederhersiey) des Myokards auswirkt.

Neben der oben beschriebenen ischAmischen Podikomnetiung gibt es auch
eine hyperoxische Postkonditionierung. Stoee al. (2009) fihrten einen
klinische, prospektive Studie an Patienten durclei klenen zwischen
Symptombeginn und PTCA maximal 6 Stunden vergangaren. In dieser
Studie wurde der Sauerstoffpartialdruck des Bluteginem extrakorporalem
Kreislauf auf 760-1000 mmHg erhdht um anschliel3asl hyperoxemische Blut
Uber einen intrakoronaren Katheter dem Kreislaufiretid einer Dauer von 90
Minuten wiederzuzufuhren. Durch diese hyperoxis@@handlung konnte die

Infarktgro3e signifikant reduziert werden.
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Es ist noch unbekannt, nach welcher Zeitdauer dmervention durch
Postkonditionierung moglich ist (Tsamegal., 2005). In denn vivo undin vitro
Tiermodellen dauerte die Ischamie zwischen 30 ur@® Minuten. Die
Algorithmen variierten stark: 2-20 Zyklen mit einBauer zwischen 5 und 60
Sekunden. Bei Zellkulturversuchen variierte dieh#suoie zwischen 2 und 8
Stunden (Sumt al., 2005; Suret al., 2006; Zhacet al., 2006; Wanget al., 2006)
und die 2-3 Reperfusions-lschamiezyklen hattenrje Bauer von 5 Minuten. In
die klinischen Studien zum humanen akuten Herzmfavurden Patienten
eingeschlossen, die innerhalb von 6 Stunden natckeien der Brustschmerzen
in ein Krankenhaus eingeliefert worden waren (S¢ghat., 2005; Thibaulet al.,
2008). Die hier zitierte grof3e Variation sowohl dechamiedauer als auch der
Anzahl und der Lange der Reperfusions-lschamienykérdeutlicht wie variabel

die Postkonditionierung gestaltet werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wollten wir unter anderencha den Effekt der
ischamischen Postkonditionierung untersuchen. Da die Ischamiedauer im
bisher von Arabet al. (2008) verwendeten Modell zur Ischamie und
Reoxygenierung fir ein Modell der ischamischen oslitionierung zu lang
erschien, reduzierten wir die Ischdmiedauer vomuf24 Stunden. Durch die 10-
mindtige Gabe von Kohlenstoffdioxid-gebundenem PREG Beginn der
Reperfusion versuchten wir die Postkonditionierungchzuahmen. Andere
Arbeitsgruppen imitierten die Postkonditionierumgiliren Zellmodellen, indem
sie zwischen einem hypoxischen einem normoxischkublator wechselten (Sun
et al., 2005; Wangt al., 2006).

Vergleicht man die Dauer der Reperfusionszyklemlltsiman fest, dass in
Versuchen mit Zellkulturen mit deutlich langerentelvallen (5 Minuten)
gearbeitet wird, algn vivo beziehungsweise am isoliert perfundiertem Hergen (
60 Sekunden). Eine mogliche Erklarung fur dieseensahiedliche Zeitdauer ist
die deutlich langsamere Stoffwechselrate von Z#llken verglichen mit dem

vivo undin vitro genutzten Herzen (Swhal., 2005).

Einen ersten Anhaltspunkt, ob unser Modell zur IRo®litionierung funktioniert,
sollte uns die pH-Wert-Messung liefern. Eine vegkinte Azidose wahrend der
Reperfusion gilt als kardioprotektiv (Kitakaeeal., 1988 und 1997) und dieser
Effekt wird durch Postkonditionierung vermittelt@enet al., 2007; Fuijiteet al.,
2007). Wir konnten sowohl durch hyperoxischen Ssto#fr als auch durch
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hyperkapnisches Kohlenstoffdioxid eine signifikaRteduktion des pH-Wertes in
den eingesetzten Kardiomyozyten erreichen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass unser Modell ein@nggrte Azidose wahrend der

Reperfusion zur Folge hat. Dies lasst eine protektWirkung mdglich

erscheinen.
4. Die Regulation der Untereinheiten der Cytochrom C
Oxidase 4

Nachdem wir anhand der pH-Wert Messung einen kardiektiven Effekt
unserer verschiedenen Postkonditionierungsmodedlenwten konnten, stellte
sich die Frage wie die COX4-Isoformen in unseremd®&lboauf RNA-Ebene

reguliert werden.

Die sauerstoffabhangige Regulation der COX und da&mit verbundenen
Auswirkungen auf die Atmungskette wurden zunachst der Hefe
Saccharomyces cerevisiae nachgewiesen. Die COX5 der Hefe hat zwei
Isoformen, COX5a und COX5b, die den Isoformen CQAXdnd COX4-2 der
Saugetiere ahneln (Burket al., 1998). Bei guter Sauerstoffversorgung wird
COX5a vermehrt exprimiert, die Expression von COXbihgegen unterdrickt.
Unter Ischamie verhalt sich die Expression anddiesTranskription von COX5a
wird unterdriickt und die Repression der COX5b vaudigehoben (Lowryt al.,
1984; Forsburget al., 1989; Kwastet al., 1998). Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dass die vermehrt expremierte COX5b einehndlere
Elektronentransferrate und damit eine hohere Effizider Cytochrom C Oxidase
und der gesamten Atmungskette zur Folge hat (\Waeet al., 1991; Allenet
al., 1995).

Fukudaet al. (2007) untersuchten die Expression der enstpneldmelsoformen

(COX4-1 und COX4-2) an unterschiedlichen Saugetim. Sie wiesen nach,
dass nach 24-stindiger Hypoxie sowohl bei mendatiqLeber, Lunge, Colon,
Uterus) als auch bei murinen Zellen (glatter Pulararterienmuskel) COX4-2
auf mRNA-Ebene exprimiert wird. COX4-1 wurde bei nmen glatten

Pulmonalarterienmuskelzellen und bei humanen Utewnsl Leberzellen auf
MRNA-Ebene nicht sauerstoffabhangig reguliert. B&usen, die einem 3-

woOchigen Sauerstoffmangel ausgesetzt waren, wur@X4e2 in Lunge und
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Leber im Vergleich zu normalen Sauerstoffbedingmngermehrt exprimiert, in
Gehirn, Herz und Niere hingegen weniger. Daraust Isish schlussfolgern, dass
die COX4-2 Induktion eine physiologische Antwort fauldypoxie ist.
Interessanterweise liel3 sich in den Geweben, dig4=Dunter Hypoxie vermehrt
gebildet hatten, auch eine gesteigerte LON-Expoassachweisen. LON ist eine
mitochondriale Protease, die durch Stress, Hypouied Ischamie des
endoplasmatoschen Retikulums aktiviert wird (Heral., 2002). Den Versuchen
von Fukudeet al. (2007) folgend wird unter Sauerstoffmangel HiBkiivert, das
wiederum tragt zur gesteigerten Bildung von COXdrizi LON bei. LON baut
COX4-1 proteolytisch ab.

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zeigen, dassinam humanenn vitro
Modell der hyperoxischen Postkonditionierung na2kstiindiger Ischamie und 3
Stunden nach hyperoxischer Reoxygenierung HiBtabilisiert wird (Aralet al.,
2008). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass dipré&ssion von COX4 im

Vergleich zur normoxischen Reperfusion signifikabhimmt (Arabet al., 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression deX@Q nach 4-stindiger
Ischamie und 15 Minuten nach hyperoxischer Reoxggeng untersucht. Mittels
quantitativer RT-PCR konnten wir zeigen, dass urdezsen Bedingungen
COX4-1 im Vergleich zur normoxischen Reoxygenierurgjgnifikant
hochreguliert wird. Interessanterweise wurde COX4dessen Induktion als
physiologische Antwort auf Sauerstoffmangel giltntar den gleichen

Bedingungen ebenfalls vermehrt exprimiert.

Vergleichend dazu untersuchten wir zum gleicheripdekt die Regulation der
COX4-lIsoformen nach ischamischer Postkonditionigrutierbei ergab sich eine
tendenziell verminderte Expression der COX4-1 unihe e signifikante
Hochregulierung der COX4-2.

Damit konnten wir auf der Ebene der RNA analog zm dErgebnissen von
Fukudaet al. (2007) bestatigen, dass eine Ischamie die vetsé&xpression von
COX4-2 zur Folge hat.

Die Differenz hinsichtlich der signifikant hochrdguten COX4-1 nach
hyperoxischer Reoxygenierung im Vergleich zu degeBnissen von Fukudas
Arbeitsgruppe kann verschiedene Grinde haben. @aidaet al. (2007) wurde
die Expression von COX4-1 unter ischamischen Bediggn untersucht. Wir
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hingegen legten Wert auf die Expression nach eraasienten Ischamie und nach
einer erfolgten hyperoxischen Reoxygnierung. Sonk&rder unterschiedliche
Zeitpunkt (wahrend der Ischamie oder nach der Rgemigrung) der RNA-
Extraktion als auch die Ischamiedauer (24 StunderVergleich zu 4 Stunden)
eine wichtige Rolle spielen. Fukadhal. (2007) konnten nachweisen, dass bei
murinen, glatten Pulmonalarterienzellen und bei &oem Leber- und
Lungenzellen COX4-1 nicht sauerstoffabhéngig exm@itrwird. Einen Hinweis
darauf, dass COX4 auch in humanen Kardiomyozytenerstoffabhangig
reguliert wird, geben uns die Ergebnisse unserbeifggruppe aus dem Jahr 2010
(Arabet al., 2010). Der Unterschied zwischen der Expressam®@OX4 nach 12-
stundiger Ischamie und 3 Stunden nach hyperoxisédeoxygenierung im
Vergleich zur vermehrten Expression nach 4-stimdgghdmie und 15 Minuten
nach hyperoxischer Reoxygenierung hédngen von dereDder Ischamie (12
Stunden im Vergleich zu 4 Stunden) und dem Eingetisg Reoxygenierung ab.
Es ergeben sich dadurch Hinweise darauf, dass @iaeh kiirzeren Ischamiezeit
die protektiven Vorgédnge weit schneller ablaufes alach einer langeren
Ischamie. Um die Unterschiede bezuglich der Ischdmier zu klaren, laufen

derzeit diesbezugliche Versuche in unserer Arbeitgge.

Um zu bestéatigen, dass COX4-1 nach einer 4-stiindigehamie zu einem
anderen Zeitpunkt signifikant erniedrigt ist, bddzs weiterer verlaufskinetischer

Untersuchungen.

Wir konnten aber trotz der widerspriichlichen COXE+gjebnisse zeigen, dass
sowohl nach hyperoxischer als auch nach ischamigtbexygenierung COX4-2
vermehrt exprimiert wird und damit die Effizienzrd&tmungskette gesteigert
wird. Wir gehen davon aus, dass es sich hierbei emen zentralen

Regulationsmechanismus handelt.

5. Die Rolle von HIF lo und die Beeinflussung durch
Postkonditionierung

Zhaoet al. (2010) untersuchten die Auswirkung der Postkoowirung auf die
HIF la-Expression im Rattenmodell. Es konnte auf Prot®ne gezeigt werden,
dass die HIF d-Expression nach 30-minitiger Ischamie und 3 Zyklen
Postkonditionierung von je 10 Sekunden und 3 Stam@deh der Reperfusion um
das 5,8-fache ansteigt und zwar im Vergleich ziretnandelten Kontrolle, bei der
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auf die 30 Minuten Ischamie direkt die 3 StunderpdRusion folgten. Die
InfarktgroéRe war bei den postkonditionierten Herazen 24% kleiner als bei
denen der Kontrolle. Durch eine zuséatzliche phaolwsche
Préakonditionierung mit DMOG, einem Prolylhydroxysamhibitor, der den
Abbau von HIF & verhindert, 24 Stunden vor der Isch&mie, konnteosb die
HIF la-Expression gesteigert als auch die Infarktgro@eziert werden. Zhaet
al. (2009) konnten die Wirkung der Postkonditionierunguch an
hyperlipamischen Ratten zeigen. Dieser Kardioptaiaklag ebenfalls eine
gesteigerte HIF d-Expression zu Grunde (Zha al., 2009). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass Hyperlipidamie selbst aucle ejasteigerte HIF ot
Expression induziert, die durch Ischdmie und Rep&rh weiter gesteigert
werden kann. Die gesteigerte Hl-Expression durch Hyperlipiddmie wurde
auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet gfall, 2004; Rodriguezt al.,
2005), der Wirkmechanismus bleibt jedoch noch uahek Es wird zum einen
vermutet, dass die gesteigerte HIFao-Bxpression die myokardiale
Gewebehypoxie widerspiegelt (Zlati al., 2004) und zum anderen, dass fur die
gesteigerte Expression nicht unbedingt hypoxisceeil@jungen notwendig sind,
sondern dass sie Teil der zellularen Kompensatmm gesteigertem oxidativen
Stress ist (Khatret al., 2004).

Fukuda et al. (2007) zeigten in ihrem Modell, dass unter hypokxen
Bedingungen HIF d die Untereinheiten COX4-1 und COX4-2 reziprok et
das heil3t, die normoxische Isoform COX4-1 wird @luetne gesteigerte LON-
Expression degradiert, wohingegen die ischamissb&im COX4-2 vermehrt

exprimiert wird.

Arab et al. (2008; 2010) konnten in einemm vitro Zellmodell an humanen
Kardiomyozyten mit 12-stiindiger Ischamie zeigergsddie Gabe von moderaten
Dosen oxygenierten PFC wahrend der Reoxygenierisn§tdbilisierung von HIF

1o und Degradierung von COX4 zur Folge hat.

Wir konnten in unserem Modell zeigen, dass bei hyyischer Reoxygenierung
die Expression von HIF ol auf RNA-Ebene zunimmt und bei ischamischer

Reoxygenierung abnimmt.

Eine mogliche Erklarung fur die verminderte Expr@ss/on HIF Tu in unserem

Modell zur ischamischen Postkonditionierung istssdavir die Expression von
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HIF 1o zu einem Zeitpunkt gemessen haben kénnten, beidigntIF Ti-Peak
bereits vorbei ist oder noch bevor steht. Um dieklaren bedarf es kinetischer
Verlaufsuntersuchungen. Zhabal. (2010) untersuchten die HIF2Expression
in ihrem Modell nach einer deutlich kiirzeren Iscié80 Minuten im Vergleich
zu 4 Stunden) und nach einer deutlich langeren Regoxerung (3 Stunden im

Vergleich zu 15 Minuten). Auch dies bietet Ansdtmemdgliche Erklarungen.

Fukudaet al. (2007) untersuchten die Expression unter 24-48estjer Hypoxie.

Wir hingegen die Expression nach 4-stindiger Hypaxnd 15 Minuten nach
Reoxygenierung. Sowohl die unterschiedliche Zekdaals auch der Zeitpunkt
der Expressionsbestimmung —unter Hypoxie oder rdmh Reoxygenierung—
bieten Ansatze fur eine mdgliche Erklarung der &ghz. Zudem ist es méglich,
dass sich das Expressionsverhalten verschiedetlen Zeterscheidet und, dass
auf die Konzentrations-Erhohung der Atemgase, Saofér und

Kohlenstoffdioxid, wéahrend der Reoxygenierung zwaterschiedlich reagiert

wird, es aber dennoch zu einer Kardioprotektion kdm

6. Stabilisierung der mitochondrialen Permeabilitats-

Transitionspore durch ischamische Postkonditionierang

Vor dem Hintergrund des von Cohetral. (2007) beschriebenen Zusammenhangs
zwischen der durch Postkonditionierung erreichteiddse und der Inhibition der
mPTP-Offnung, galt unser Interesse auch der mPHiR. $tabilisierung diente

uns als Nachweis eines kardioprotektiven Effektsnaitochondrialer Ebene.

Wahrend Ischamie und Reperfusion werden extrazellulnd intrazellulér
Bedingungen geschaffen (Halestrepal., 1998; Yellonet al., 2007), die zur
Offnung der mPTP wahrend der friihen ReperfusionefiitiGriffith et al., 1995;
Qianet al., 1997). Die Offnung der mPTP findet wahrend déhén Reperfusion
statt, also in dem gleichen Zeitfenster indem audie ischamische

Postkonditionierung kardioprotektiv wirkt.

Argaud et al. (2005 a) konnten im Kaninchenmodell zeigen, dassoblb

Préakonditionierung als auch Postkonditionierung wet spezifische mPTP-
Inhibitor NIM811 die InfarktgréRe ahnlich reduziemt Basierend auf der Arbeit
von Ichaset al. (1994) entwickelten Argau@t al. (2005 b) ein Modell zur
Quantifizierung des Calcium-Uberschusses, der zifinudg der mPTP fiihrt.
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Dazu wurden Kaninchenherzém vivo vor beziehungsweise nach der Ischamie
pra- beziehungsweise postkonditioniert und ans8bhe die Mitochondriemn
vitro wiederholten CaGiReizen ausgesetzt. Dabei konnte gezeigt werdesg da
die préa- und postkonditionierten Mitochondrien dryst deutlich héheren Cag&l
Beladungen mit einer Offnung der mPTP und damiteirier Calciumentladung
der intramitochondrialen Speicher reagieren (Prdkmmierung 12x20 pM
CaCl; Postkonditionierung 12x20 pM CatKontrolle 4x20 uM CagG).

Einen weiteren Hinweis auf den Zusammenhang zwisdhieibition der mPTP-

Offnung und der durch Postkonditionierung vermiéel Kardioprotektion,

brachte ein Versuch, bei dem die durch Postkondérong erreichte

Infarktreduktion bei Wildtyp-M&ausen mit der von Ms&an verglichen wurden, bei
denen eine regulatorische Untereinheit der mPTRJopkilin-D, ausgeschaltet
worden war. Bei den Cyclophilin-DKnock-out-Mausen konnte durch
Postkonditionierung keine Infarktreduktion erreicherden. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass die mPTP eine Schlussdbelider Infarktreduktion durch
Postkonditionierung spielt (Liret al., 2007).

In den Versuchen von Gomez al. (2007) wurde die Calcium-Retentions-
Kapazitat (CRC) von Postkonditionierung und von iDed?5, einem mPTP-
Inhibitor, miteinander und mit einer Kontrolle védapen. Es zeigte sich, dass
Postkonditionierung und Debio-025 zu einer ahnlghgesteigerten Resistenz

gegenuber wiederholten Calciumreizen fuhren (Goehek, 2007).

Bei unseren Versuchen zur ischamischen Postkongitiong mit erhéhten
Kohlenstoffdioxidkonzentrationen isolierten wir dvitochondrien und setzen sie
wiederholten Calciumreizen aus. Um eine moglichkeiGaentladung sichtbar zu
machen, verwendeten wir den FluoreszenszfarbsBaiicium-Green. Damit

konnten wir zeigen, dass die ischamisch postkandérten Mitochondrien eine
etwa 3-fach gesteigerte Stabilitdt gegentber Cal@izen im Vergleich zu den
normoxisch reoxygenierten hatten. Die Normoxiegeuppagierte bei der 10.
Calciumbeladung mit einer calciuminduzierten Calditeisetzung aus den

intramitochondrialen Speichern, mit der die OffnunB TP einhergeht.

Wir kdnnen —wie auch die Ergebnisse von Argaudil. (2005 a), Limet al.
(2007) und Gomez (2007) zeigen— bestatigen, dass idchamische

Postkonditionierung eine erhdhte Calciums-Reteskapazitat und damit auch
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eine Stabilisierung der mPTP zur Folge hat. Auch den Coheret al. (2007)
beschriebenen Zusammenhang zwischen Azidose undPni®hnten wir in
unserem Modell sehen.

Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die mitigher Erhdéhung der
Kohlenstoffdioxidkonzentration erzielte ischamischHeostkonditionierung in
unseremn vitro-Modell Uber eine Stabilisierung der mPTP kardiogkav wirkt.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Da die humane koronare Herzkrankheit eine der bsigin Todesursachen in den
Industrienationen darstellt, gibt es vielfaltige sBebungen deren Therapie zu
optimieren. Die moglichst schnelle Rekanalisierules betroffenen Gefalles ist
bis heute die Therapie der Wahl. Ein Hauptaugennderk Forschungsarbeiten
liegt aber auch auf der Verminderung des Repenfigsichadens, da dieser einen
betrachtlichen Teil der Infarktgré3e ausmachen kd@urch Interventionen wie

der hyperbaren Sauerstofftherapie und der Postkongirung wird versucht

diesen Schaden zu minimieren.

Die Mitochondrien von Kardiomyozyten stehen im Mipiunkt dieser Arbeit. Sie
liefern als ,Kraftwerke* der Zelle neben Warme augtetabolisch nutzbare
Energie, indem sie Nahrstoffe und andere Energjetrénittels Sauerstoff in die
Energiespeicherform ATP umwandeln. Dariber hinaugken sie durch

~Abpufferung® der Calciumkonzentrationsschwankungem der zellularen

Calciumhomoostase mit. Auch bei der Vemittlung detodes nehmen sie eine
wichtige Rolle ein. Nach aktuellen Forschungserigsam stellt die Offnung der
mPTP wahrend der frihen Reperfusion einen entsehéah Wendepunkt

zwischen reversiblem und irreversiblem, letalené&igsionsschaden dar.

In unseremn vitro Modell mit hyperoxischer Reoxygenierung konnten &mnen
kardioprotektiven Effekt zeigen, der sich durcheewerlangerte Azidose wahrend
der Reperfusion, durch eine verminderte COX4-1-Egpion und durch eine
deutlich gesteigerte Expression von COX4-2 datstédrgleichend dazu konnten
wir im selben Modell mit ischamischer Postkonditeang ebenfalls eine
verlangerte Azidose und eine deutlich vermehrte @Q>XExpression
nachweisen.  Dartber hinaus fanden wir auch eine 6hé&h
Calciumretentionskapazitat, die mit einer mPTP-Btadxung bei der durch

Kohlenstoffdioxid-vermittelte Postkonditionierunmpleergeht.

Durch die vorliegende Arbeit konnte damit erstmame durch erhohte
Kohlenstoffdioxidkonzentration erreichte Kardiogkiion aufgezeigt werden.
Dies kann als wichtiger Beitrag zur Grundlagenfbtsgy des Ischémie-
Reperfusionsgeschehen im Allgemeinen und zur Therdes menschlichen

Herzinfarkts im Besonderen gesehen werden.
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VII. SUMMARY

THE EFFECT OF INCREASING COLEVELS ON THE MITOCHONDRIAL
PERMEABILITY TRANSITION PORE OPENING IN ISCHEMIC HMAN
CARDIOMYOCYTES

The human coronary heart disease is one of the constnon causes of death in
industrialized nations. This is the reason whyeheme many theories to optimize
its treatment and therapy. The rapid recanalizatiotme affected vessel has been
the treatment of choice to date. One of the magasscientific research papers
and projects have been focused on, is how to mbairfie reperfusion injury, as it

Is a major determinant of the infarct size. Inteti@ns such as hyperbaric oxygen
therapy and postconditioning are attempts to mingntine reperfusion injury.

The main focus of this thesis is the mitochondfiawoman cardiomyocytes. These
“cellular power plants” do not only create heat bl#o metabolic usable energy
by converting nutrients and other energy sourcds, tlve aid of oxygen, into the

storage form ATP. Furthermore, they are a parthaf talcium homeostasis
mechanism, because they buffer variations in tiaeldeof calcium. Additionally

they play an important role in the mediation ofl @dath. According to current
research findings the mPTP opening during the eapgrfusion is a key point to

determine if the reperfusion injury is reversibtaroeversible and lethal.

Our in vitro model of hyperoxic reoxygenation showed a carditgmtive effect.
This is established by a prolonged acidosis duthmeg reperfusion, a reduced
expression of COX4-1 and an increased expressi@4-2. In comparison to
this, the ischemic postconditioning model also skéadwa prolonged acidosis and
an increased expression of COX4-2. Additionallyréhés a higher calcium
retention capacity, which is associated with aibtation of the mPTP through

carbon dioxide postconditioning.

Our research showed for the first time that inaeddsvels of carbon dioxide have
a cardioprotective effect. This is an importanttdbation to the basic research of
the ischemia-reperfusion and particularly to therapy of the human coronary

heart disease.
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. 1: Bedingungen, die zur Offnung der mPTP unter Regeh fihren (nach
Halestrapet al., 2004)

. 2: Sauerstoffabhangige Regulation der COX-Untereteheriach Fukudet
al., 2007.

. 3: Mechanismen und Mediatoren des ReperfusionsschednVermaet
al., 2002.

. 4. Protokoll zur Pra- und Postkonditionierung nacla@#t al., 2003.
. 5: Schematische Ubersicht der Postkonditionierundy i@anggt al., 2004.

. 6: MitochondrialeCal cium Retention Capacity —Messung im Rahmen der

Vorversuche.
. 7: Agarosegelelektrophorese der RT-PCR-Amplifikate.

. 8: pH-Wert des Zellmediums nach Reoxygenierung ubéererstoff-
vermittelter Hyperoxie.

. 9: Expression COX4-1 nach hyperoxischer und normieisc

Reoxygenation.

10: Expression von COX4-2 nach hyperoxischer und narscher

Reoxygenierung.

11: Expression von HIFd nach hyperoxischer und normoxischer

Reoxygenierung.

12: pH-Wert des Zellmediums nach ischamischer und ogischer

Reoxygenierung.

13: Expression von COX4-1 nach ischamischer Reoxygemgeim

Vergleich zur Normoxie.

14: Expression der ischamischen COX4-2 nach ischamisand

normoxischer Reoxygenierung.

15: Expression von HIFd nach ischamischer Reoxygenierung in % des

normoxischen Wertes



VIII. A BBILDUNGS- UND TABELLENVERZEICHNIS 74

Abb. 16: Messung der mitochondrialé€al cium Retention Capacity.

Abb. 17: mPTP-Stabilitdt nach isch&mischer und normoxis&teExygenierung.

Tab. 1: Ein Uberblick Uber verschiedene Tiermodelle zustRanditionierung aus
den Jahren 2003-2007 (nach Yellon und Hausen@g5R

Tab. 2: Die verwendeten Primer mit spezifischer Sequenzlagerungs- und
Schmelztemperatur (nach Simpsenal., 2000)



IX. LITERATURVERZEICHNIS 75

IX. L ITERATURVERZEICHNIS

Agati L (1999) Microvascular integrity after repesfons therapyAm
Heart J 138(2 Pt2):76-78

Allen DG, Xiao X-H (2003) Role of the cardiac Na+/léxchanger during

ischemia and reperfusio@ardiovasc Res 57:934-941

Allen, L.A., Zhao, X.-J., Caughey, W., and PoytéQ. (1995). Isoforms
of yeast cytochrome c¢ oxidase subunit V affecthiimeiclear reaction center and
alter the kinetics of interaction with the isoformkyeast cytochrome d. Biol.
Chem. 270, 110-118.

Ambrosio G, Jacobus WE, Mitchell MC, et al. (1989fects of ATP
precursors on ATP and free ADP content and funatioecovery of postischemic
hearts Am J Physiol. 256:H560-H566

Ambrosio G, Zweier JL, Flaherty JT (1991) The rielaship between
oxygen radical generation and impairment of myoehehergy metabolism
following post-ischemic reperfusiod Mol Cell Cardiol 23: 1359-1374

Anderson, HV, Leimgruber, PP, Roubin, GS, NelsoK, Bruentzig, AR
(1985). Distal coronary artery perfusion duringqueéaneous transluminal
coronary angioplastyAmHeart J 110, 720-6.

Arab A, Kuemmerer K, Wang J, Bode C, Hehrlein Q0@ Oxygenated
perfluorochemicals improve cell survival during xggenation by pacifying
mitochondrial activityJ Pharmacol Exp Ther. 325(2):417-24.

Arab A, Wang J, Bausch K, von Schmédel K, Bode €hitiein C. (2010)
Transient hyperoxic reoxygenation reduces cytoclerdin oxidase activity by
increasing superoxide dismutase and nitric oxid&ol Chem. 285(15):11172-7.

Argaud L, Gateau-Roesch O, Muntean D, Chalabrdyskeufouat J,
Robert D, et al. (2005 b) Specific inhibition oktmitochondrial permeability
transition prevents lethal reperfusion injuiyMol Cell Cardiol 38:367— 74.



IX. LITERATURVERZEICHNIS 76

Argaud L, Gateau-Roesch O, Raisky O, Loufouat hdraD, Ovize M.
(2005 a) Postconditioning inhibits mitochondriatpeability transition.
Circulation. 111(2):194-7.

Arnold JMO, Braunwald E, Sandor T, et al. (198%)tiopic stimulation
of reperfused myocardium, effects on infarct siad enyocardial functionJ Am
Coll Cardiol. 7:580-589

Baines CP, Song C-X, Zheng Y-T, Wang G-W, Zhangydng O-L, Guo
Y, Bolli R, Cardwell EM, Ping P (2003) Protein kseC[epsilon] interacts with
and inhibits the permeability transition pore imdtac mitochondriaCirc Res
92:873-880

Balligand JL, Kobzik L (1995) Nitric oxide-dependgrarasympathetic
signalling is due to activation of constitutive etftklial (type Ill) nitric oxide
synthase in cardiac myocyt&sBiol Chem 270:14582-14586

Banks, RE, Smart, B.E., Tatlow, J.C., eds. (1994ganofluorine

chemistry: principles and commercial applicatiddaw York: Plenum Press.

Becker LC, Levine JH, DiPaula AF, et al. (1986)&wsal of dysfunction
in postischemic stunned myocardium by epinephrimel gostextrasystolic
potentiation.J Am Coll Cardiol. 7:580-589.

Bell RM, Yellon DM (2003) Bradykinin limits infarain when
adminstered as an adjunct to reperfusion in moaaé:hthe role of P18K, Akt
and eNOSJ Mol Cell Cardiol 35:185-193

Bing, 0. H. L., W. W. Brooks, and J. V. Messer. {39 Heart muscle
viability following hypoxia: protective effect ofcadosis. Science (Wash. DC).
180:1297-1298.

Bolli R, Jeroudi MO, Patel BS, et al. (1989 a) Btrevidence that oxygen-
derived free radicals contribute to postischemicaoaydial dysfunction in the
intact dogProc Natl Acad Sci U SA 86:4695-4699

Bolli R, Jeroudi MO, Patel BS, et al. (1989 b) Medkreduction of free

radical generation and contractile dysfunction biicxidant therapy begun at the



IX. LITERATURVERZEICHNIS 77

time of reperfusion: evidence that myocardial “stitg” is a manifestation of

reperfusion injuryCirc Res. 65:607—-622.

Bolli R, Marban E (1999) Molecular mechanisms ofargrdial stunning
Physiol Rev 79(2):609-634

Bolli R, Patel BS, Jeroudi MO, et al. (1988) Dentoautson of free radical
generation in “stunned” myocardium of intact dogghwhe use of the spin trap
alpha-phenyl N-tertiary butyl nitronkClin Invest. 82; 476-485

Bolli R, Patel BS, Zhu WX, et al. (1987) The ironhetator
desferrioxamine attenuated postischemic ventricdiafunction.Am J Physiol.
253: H1372-H1380.

Bradford MM, (1976) A rapid and sensitive methodlué quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the priple of protein-dye binding,
Anal Biochem May 7; 72: 248 — 254

Braunwald E, Kloner RA (1985) Myocardial reperfusia double-edged
sword?J Clin Invest 76:1713-1719

Braunwald E, Kloner RA. (1982) The stunned myoaardi prolonged,
post-ischemic ventricular dysfuncti@irculation 66: 1146-1149

Budde JM, Velez DA, Zhao Z, Clark KL, Morris CD, kaki S, Guyton
RA, Vinten-Johansen J (2000) Comparative studyMPA79 and adenosine in
inhibition of neutrophil-mediated vascular and mgxial injury during 24 h of
reperfusionCardiovasc Res 47:294-305

Burke, P.V., and Poyton, R.O. (1998). Structuregfiom of
oxygenregulated isoforms in cytochrome c¢ oxidaseExp. Biol. 201, 1163
1175.

Cabigas BP, Su J, Hutchins W, Shi Y, Schaefer RBcims RF,
Nilakantan V, Kindwall E, Niezgoda JA, Baker JE.O(B) Hyperoxic and
hyperbaric-induced cardioprotection: role of nitokide synthase 3ardiovasc
Res. 72(1):143-51.



IX. LITERATURVERZEICHNIS 78

Capaldi RA (1990) Structure and assembly of cytoete ¢ oxidaseArch
Biochem Biophys 280(2): 252-262

Carden DL, Granger DN (2000) Pathophysiology ofhésnia —
reperfusion injuryd Pathol 190(3):255-266

Castro ClI, Briceno JC (2010) Perfluorocarbon — Base/gen carriers:
review of products and trialgrtif Organs 34(8): 622-634

Chang, TMS, ed. (1998). Blood substitutes: Primsdpmethods, products
and clinical trialsKarger Landes Systems ISBN 3-8055-6633-6.

Chiari PC; Bienengraeber MW, Patel PS, et al. (208&flurane protects
against myocardial infarction during early repeidns by activation of
phosphatidylinositol-3-kinase signal transductienidence for anesthetic-induced
postconditioning in rabbit&nesthesiology 102:102-109

Chomczynski P, Sacchi N. (1987) Single-step metifd@INA isolation by
acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform agtion.Anal Biochem.
162(1):156-9.

Churchill EN, Szweda LI (2005) Translocation oftd&KC to
mitochondria during cardiac reperfusion enhancegmxide anion production

and induces loss in mitochondrial functiémch Biochem Biophys 439:194-199

Clark LC, Becattini F, Kaplan S. (1972) The physgtal effects of
artificial blood made from inert organic solverda J Med i 9: 16—-29

Clark LC. (1981) Emulsion of perfluoronated soligefor intravenous gas
transportFed Proc 34: 1468-1477.

Clark, LC (1970). Introductiored Proc 29(2), 1698.

Clark, LC, Becattini, F, Kaplan, & al. (1973). Perfluorocarbons having a
short dwell time in the liveiScience 181, 680.

Clark, LC, Gollan, F (1966). Survival of mammalg&thing organic
liquids Science. 152(730):1755-6.



IX. LITERATURVERZEICHNIS 79

Cohen MV, Yang XM, Downey JM. (2007) The pH hypatiseof
postconditioning: staccato reperfusion reintrodumesgen and perpetuates
myocardial acidosigCirculation. 115(14):1895-903

Cooley DA, Ruel GJ, Wukasch DC (1972) Ischemic @witre of the
heart: “Stone Heart”. Am J Cardiol 29:575-577

Crompton M (1999) The mitochondrial permeabilitgrisition pore and its
role in cell deathBiochem J 341:233-249

Crompton M, Costi A, Hayat L. (1987) Evidence foe tpresence of a
reversible Ca2+-dependent pore activated by oxidatiress in heart
mitochondriaBiochem J. 245(3):915-8.

Cronstein BN, Kramer SB, Weissmann G, Hirschhoi1$83)
Adenosine: a physiological modulator of superoxaden generation by human
neutrophils.J Exp Med 158:1160-1177

Cronstein BN, Levin RI, Belanoff J, Weissmann Grddhhorn R (1986)
Adenosine: an endogenous inhibitor of neutrophitiaied injury to endothelial
cells.J Clin Invest 78:760-770

Cronstein BN, Levin R, Philips M, Hirschhorn R, rdmson SB,
Weissmann G (1992) Neutrophil adherenceto endaoiinels enhanced via
adenosineAl receptors and inhibited via adenosiheegeptors] Immunol
148:2201-2206

Cronstein BN, Rosenstein ED, Kramer SB, WeissmanHifschhorn R
(1985) Adenosine: a physiologic modulator of sugil® anion generation by
human neutrophils. Adenosine acts via an A2 receptdiuman neutrophils.
Immunol 135:1366-1371

Darling C, Maynard M, Przyklenk K (2004) Post-camehing via
stuttering reperfusion limits myocardial infarctesiin rabbit heartAcad Emerg
Med 11:536-a

Darling CE, Jiang R, Maynard M, Whittaker P, Vintéohansen J,

Przyklenk K. (2005) Postconditioning via stutterimggperfusion limits myocardial



IX. LITERATURVERZEICHNIS 80

infarct size in rabbit hearts: role of ERK1/&n J Physiol Heart Circ Physiol.
289(4):H1618-26.

Darling CE, Solari PB, Smith CS, Furman MI, Przylke K (2007)
'Postconditioning’ the human heart: multiple bablaaflations during primary

angioplasty may confer cardioprotecti@asic Res Cardiol. 102(3):274-8.

Date T, Mochizuki S, Belanger AJ, Yamakawa M, Luo\VAncent KA,
Cheng SH, Gregory RJ, Jiang C. (2005) Expressiaoos$titutively stable hybrid
hypoxia-inducible factor-lalpha protects cultureat cardiomyocytes against
simulated ischemia-reperfusion injurm J Physiol Cell Physiol. 288(2):C314-
20.

Davenpeck KL, Gauthier TW, Albertine KH, Lefer AM494) Role of P-
selectin in microvascular leukocyte-endothelia¢émattion in splanchnic
ischemiareperfusiorAm J Physiol (Heart Circ Physiol) 267:H622—H630

Dekleva M, Neskovic A, Vlahovic A, Putnikovic B, Bslin B, Ostojic M.
(2004) Adjunctive effect of hyperbaric oxygen treaht after thrombolysis on
left ventricular function in patients with acute avardial infarctionAmerican
Heart Journal. 148(4):E14.

Donato M, D'Annunzio V, Berg G, Gonzalez G, Schreig Morales C,
Wikinski RL, Gelpi RJ. (2007) Ischemic postcondiiiiog reduces infarct size by
activation of Al receptors and K+(ATP) channels lboth normal and
hypercholesterolemic rabbit$Cardiovasc Pharmacol. 49(5):287-92.

Duilio C, Ambrosio G, Kuppusamy P, DiPaula A, Beck€, Zweier JL
(2001) Neutrophils are primary source of O2 radichlring reperfusion after
prolonged myocardial ischemiam J Physiol (Heart Circ Physiol) 280:H2649—
H2657

Eckle T, Kohler D, Lehmann R, El Kasmi K, EltzschitK. (2008)
Hypoxia-inducible factor-1 is central to cardiogation: a new paradigm for
ischemic preconditioningCirculation. 118(2):166-75.

Ellis JG, Wynne J, Braunwald E, et al. (1984) Resgoof reperfusion-
salvaged stunned myocardium to inotropic stimutatfon Heart J. 107: 13-19.



IX. LITERATURVERZEICHNIS 81

Feng J, Lucchinetti E, Ahuja P et al. (2005) Isathe postconditioning
prevents opening of the mitochondrial permeabilitgnsition pore through
inhibition of glycogen synthase kinase &festhesiology 103: 987-995

Flaherty JT, Jaffin, JH, Magovern, GJ,Jr., Karkd®, Gardner, TJ,
Miceli, MV, Jacobus, WE (1984). Maintenance of &écanetabolism during
global ischemia with perfluorocarbon cardioplegrproves myocardial
preservationCirculation 69(3), 585-92.

Flaherty JT, Pitt B, Gruber JW, et al. (1994) Reborant human
superoxide dismutase (h-SOD) fails to improve recgwf ventricular function in
patients undergoing coronary angioplasty for aowecardial infarction.
Circulation. 89:1982-1991.

Fleet WF, Johnson TA, Graebner CA, et al. (1985¢dEfof serial brief
ischemicepisodes on extracellulaf, H, and activation in the pidirculation.
72:922-932.

Follette DM, Fey K, Buckberg GD, Helly JrJJ, Stésd Foglia RP,
Maloney JV Jr (1981) Reducing postischemic damagemmporary modification
of reperfusate calcium, potassium, pH, and osntglakriThorac Cardiovasc Surg
82:221-238

Fontaine E, Eriksson O, Ichas F, Bernardi P. (1#8&)ulation of the
permeability transition pore in skeletal muscleauitondria. Modulation By
electron flow through the respiratory chain compglekBiol Chem.
273(20):12662-8.

Forman MB, Bingham S, Kopelman HA, Wehr C, Santié, Kolodgie
F, Vaughn WK, Friesinger GC, Virmani R (1985) Retitut of infarct size with
intracoronary perfluorochemical in a canine prepamnaof reperfusion
Circulation. 71(5):1060-8

Forman MB, Perry JM, Wilson BH, Verani MS, KaplaR,’-Shaw! FA,
Friesinger GC.(1991) Demonstration of myocardigkréusion injury in humans:

results of a pilot study utilizing acute coronangeoplasty with



IX. LITERATURVERZEICHNIS 82

perfluorochemical in anterior myocardial infarctidnPAm Coll Cardiol.
18(4):911-8.

Forman, MB, Pitarys, CJ, Vildibill, HD, Lambert, TIngram, DA,
Virmani, R, Murray, JJ (1992). Pharmacologic pdration of neutrophils by
Fluosol® results in a sustained reduction in irtfaree in the canine model of
reperfusionJ Am Coll Cardiol19(1), 205-16.

Forman, MB, Puett, DW, Bingham, SE, Virmani, R, feangco, MV,
Light, RT, Bajaj, A, Price, R, Friesinger, G (198)/ Preservation of endothelial
cell structure and function by intracoronary pesflachemical in a canine

preparation of reperfusioirculation 76(2), 469-79.

Forman, MB, Puett, DW, Wilson, BH, Vaughn, WK, Himger, GC,
Virmani, R (1987 b). Beneficial long-term effectiofracoronary
perfluorochemical on infarct size and ventriculamdtion in a canine reperfusion
model.J Am Coll Cardiol 9(5), 1082-90.

Forsburg, S.L., and Guarente, L. (1989). Commuiunatbetween
mitochondria and the nucleus in regulation of clftomme genes in the yeast
Saccharomyces cerevisiae. AnRav. Cell Biol. 5, 153-180.

Fujita M, Asanuma H, Hirata A, Wakeno M, Takahama3dsaki H, Kim
J, Takashima S, Tsukamoto O, Minamino T, Shinoxgkifomoike H, Hori M,
Kitakaze M. (2007) Prolonged transient acidosisirdurearly reperfusion
contributes to the cardioprotective effects of postlitioning.Am J Physiol Heart
Circ Physiol. 292(4):H2004-8.

Fukuda R, Zhang H, Kim JW, Shimoda L, Dang CV, SeraeGL. (2007)
HIF-1 regulates cytochrome oxidase subunits tonop# efficiency of respiration
in hypoxic cellsCell. 129(1):111-22.

Galagudza Met al. (2004) Ischemic postconditioning: brief ischemia
during reperfusion converts persistent ventrictilaillation into regular rhythm.
Eur J Cardiothorac Surg 25: 1006-1010



IX. LITERATURVERZEICHNIS 83

Garcia-Dorado D, Gonzalez MA, Barrabes JA, Ruiz-iMell, Solares J,
Lidon R-M, Blanco J, Puigfel Y, Piper HM, Soler-8oU (1997) Prevention of
ischemic rigor contracture during coronary occladiy inhibition of Na+-H+

exchangeCardiovasc Res 35:80-89

Geyer RP. (1973) Fluorocarbon-polyol artificial bitbsubstituted\N Engl
JMed 289: 1077-1082

Geyer RP. (1975) “Bloodless” rats throught the aifsartificial blood
substitutesFed Proc 34: 1499-1505.

Geyer RP. (1982) Oxygen transport in vivo by meanserfluorochemical
preparationsN Engl J Med 307: 304-305

Geyer, RP, Monroe, RG, Taylor, K (1968). Survivatais having red

cells totally replaced with emulsified fluorocarb&iederation Proc 27, 384-90.

Glazier JJ (2005) Attenuation of reperfusion mi@saular ischemia by
acqueos oxygen: experimental and clinical obsesmatAm Heart J 149(4): 580-
584

Glogar, DH, Kloner, RA, Muller, J, DeBoer, LW, Brawald, E, Clark,
LC (1981). Fluorocarbons reduce myocardial ischedaimage after coronary
occlusion.Science 211(4489), 1439-41.

Gomez L, Thibault H, Gharib A, Dumont JM, Vuagnia@x Scalfaro P,
Derumeaux G, Ovize M. (2007) Inhibition of mitoclivial permeability
transition improves functional recovery and reduossrtality following acute
myocardial infarction in miceAm J Physiol Heart Circ Physiol 293(3):H1654-61.

Granger DN (1999) Ischemia — reperfusion: mechasisfrmicrovascular
dysfunction and the influence of risk factors foardiovascular disease
Microcirculation 6(3):167-178

Griffiths EJ, Halestrap AP. (1995) Mitochondrialmspecific pores
remain closed during cardiac ischaemia, but opem ugperfusionBiochem J.
307 (Pt 1):93-8.



IX. LITERATURVERZEICHNIS 84

Grill HP, Zweier JL, Kuppusamy P, Weisfeldt ML, Rerty JT (1992)
Direct measurement of myocardial free radical gatn@n in an in vivo model:
effects of postischemic reperfusion and treatmerth vinuman recombinant
superoxide dismutaskAm Coll Cardiol 20:1604-1611

Gross GJ, Farber NE, Hardman HF, et al. (1986) #B®@akactions of
superoxide dismutase and catalase in stunned ndrogaof dogsAm J Physiol.
250:H372-H377.

Gross GJ, Gumina RJ (2001) Cardioprotective effeciéa+/H+
exchange inhibitor®rugs of the Future 26:253-260

Gumina RJ, Auchampach JA, Wang R, Buerger E, Eiakng& Moore J,
Daemmgen J, Gross GJ (2000) Na+/H+ exchange irdgmkinduced
cardioprotection in dogs: effects on neutrophilsus cardiomyocyte&m J
Physiol (Heart Circ Physiol) 279:H1563—-H1570

Guo J-P, Murohara T, Buerke M, Scalial R, Lefer AN896) Direct
measurement of nitric oxide release from vasculdothelial cellsJ Appl
Physiol 81:774-779

Gurevicius J, Salem MR, Metwally AA, Silver JM, Gtgl GJ.(1995)
Contribution of nitric oxide to coronary vasoditati during hypercapnic acidosis.
Am J Physiol Heart Circ Physiol 268: H39-H47

Halestrap A.P. (1999) The Mitochondrial Permeapilitansition: its
molecular mechanism and role in reperfusion injiMitochondria and cell death,
Biochemical Society Symposia, eds Brown G.C., Nicholls D.G., Cooper C.E.
(Portland Press, London), vol. 66, pp 181-203.

Halestrap A.P., McStay G.P., Clarke S.J. (2002) ddéreneability

transition pore complex: another vieBiochimie 84:153-166.

Halestrap AP, Clarke SJ, Javadov SA (2004) Mitochiah permeability
transition pore opening during myocardial repedusi— a target for

cardioprotectiorCardiovasc Res 61:372-385



IX. LITERATURVERZEICHNIS 85

Halestrap AP, Kerr PM, Javadov S, Woodfield KY (&p&lucidating the
molecular mechanism of the permeability transipone and its role in
reperfusion injury of the heaiBiochim Biophys Acta 1366:79-94

Halkos ME, Kerendi F, Corvera JS, et al. (2004) bymlial protection
with postconditioning is not enhanced by ischenmecpnditioningAnn Thorac
urg 78:961-969

Hausenloy DJ, Duchen MR, Yellon DM. (2003) Inhibgimitochondrial
permeability transition pore opening at reperfugontects against ischaemia-
reperfusion injuryCardiovasc Res. 60(3):617-25.

Hausenloy DJ, Maddock HL, Baxter GF, Yellon DM. @20 Inhibiting
mitochondrial permeability transition pore openiagiew paradigm for
myocardial preconditioningCardiovasc Res. 55(3):534-43.

Hausenloy DJ, Tsang A, Mocanu MM, and Yellon DM@pPlschemic
preconditioning protects by activating prosurvikeldases at reperfusioAmJ
Physiol (Heart Circ Physiol) 288:H971-H976

Hausenloy DJ, Yellon DM (2004) New directions foofecting the heart
against ischaemia-reperfusion injury: targetingReperfusion Injury Salvage
Kinase (RISK)-pathwayCardiovasc Res 61:448-460

Hearse DJ (1991) Reperfusion-induced injury: a iptessole for oxidants

stress and its manipulati@ardiovasc Drugs Ther 5:225-235

Hearse DJ, Humphrey SM, Chain EB (1973) Abrupt ygexation of the
anoxic potassium-arrested perfused rat heart:dy stbmyocardial enzyme
releaseJ Mol Cell Cardiol 5:395-407

Heusch G (2004) Postconditioning. Old wine in a rmttle?J Am Coll
Cardiol 44:1111-1112

Heusch G, Bichert A, Feldhaus S, Schulz R (2006lole of
cardioprotection by postconditioning in connexindiicient miceBasic Res
Cardiol 101(4):354-6.



IX. LITERATURVERZEICHNIS 86

Heyndrickx GR, Millard RW, McRitchie RJ, et al. (18) Regional
myocardial functional and electrophysiological edtens after brief coronary
artery occlusion in conscious dodg<Clin Invest. 56: 978—-985.

Hori O, Ichinoda F, Tamatani T, Yamaguchi A, SatdO¢awa K, Kitao
Y, Miyazaki M, Harding HP, Ron D, Tohyama M, M Stdd, Ogawa S. (2002)
Transmission of cell stress from endoplasmic réfituto mitochondria:
enhanced expression of Lon proteas@ell Biol. 157(7):1151-60.

Hurtado C, Pierce GN (2001) Sodiumhydrogen exchamtgbition: pre-
versus post-ischemic treatmeBésic Res Cardiol 96:312-317

Ichas F, Jouaville LS, Mazat JP. (1997) Mitochoadiie excitable
organelles capable of generating and conveyindralatand calcium signals.
Cell. 89(7):1145-53.

Ichas F, Jouaville LS, Sidash SS, Mazat JP, Holmahkv EL. (1994)
Mitochondrial calcium spiking: a transduction megisan based on calcium-
induced permeability transition involved in cella@am signalling.FEBS Lett.
348(2):211-5.

lliodromitis EK, Georgiadis M, Cohen MV, Downey JBofilis E,
Kremastinos DT (2006 a) Protection from postconditig depends on the
number of short ischemic insults in anesthetized.j@asic Res Cardiol 101:502—
507

lliodromitis EK, Zoga A, Vrettou A, Andreadou |, Rakevaidis IA,
Kaklamanis L, Kremastinos DT. (2006 b) The effeetigss of postconditioning
and preconditioning on infarct size in hyperchaesiemic and normal
anesthetized rabbitAtherosclerosis. 188(2):356-62.

Inagaki K, Chen L, Ikeno F, Lee FH, Imahashi K, ByuDM, Rezaee M,
Yock PG, Murphy E, Mochly-Rosen D (2003 b) Inhibitiof delta-protein kinase
C protects against reperfusion injury of the iscloemeart in vivo Circulation
108:2304-2307



IX. LITERATURVERZEICHNIS 87

Inagaki K, Hahn HS, Dorn Il GW, Mochly-Rosen D (308) Additive
protection of the ischemic heart ex vivo by comditreatment with d-Protein
kinase C inhibitor and e-Protein kinase C activatrculation 108:869-875

Ito BR, Tate H, Kobayashi M, et al. (1987) Revdssibnjured,
postischemic canine myocardium retains normal ectite reserveCirc Res.
61:834-846.

lvan, M., Kondo, K., Yang, H., Kim, W., Valiando,, Dhh, M., Salic, A.,
Asara, J.M., Lane, W.S., and Kaelin, W.G., Jr. @OMIF-a targeted for VHL-
mediated destruction by proline hydroxylation: imgtions for O2 sensing.
Science 292, 464—-468.

lyer, N.V., Kotch, L.E., Agani, F., Leung, S.W., ughner, E., Wenger,
R.H., Gassmann, M., Gearhart, J.D., Lawler, A.My4, X.Y., and Semenza, G.L.
(1998). Cellular and developmental control of O2mkeostasis by hypoxia-
inducible factor 1aGenes Dev. 12, 149-162.

Jaakkola, P., Mole, D.R., Tian, Y.M., Wilson, M.Gjelbert, J., Gaskell,
S.J., Kriegsheim, A.V., Hebestreit, H.F., Mukhehj,, Schofield, C.J., Maxwell,
P.H., Pugh, C.W., and Ratcliffe, P.J. (2001). Tangeof HIF-alpha to the von
Hippel-Lindau ubiquitylation complex by O2-reguldterolyl hydroxylation.
Science 292, 468—472.

Jaffe, CC, Wohlgelernter, D, Cabin, H, Bowman, lecRelbaum, L,
Remetz, M, Cleman, M (1988). Preservation of lefttvicular ejection fraction
during percutaneous transluminal coronary angitylag distal transcatheter
coronary perfusion of oxygenated Fluosol DA 20%8nHeart J 115, 1156-64.

Jennings RB, Kaltenbach JP, Sommers HM, et al. J1Sdudies of the
dying myocardial cell. In: James TN, Keyes JW, ddie Etiology of Myocardial

Infarction. Boston, Mass: Little, Brown and Co 189-205.

Jennings RB, Murry CE, Steenbergen C Jr, et aBL®evelopment of

cell injury in sustained acute ischem@rculation. 82(suppl):11-2—I1-12

Jennings RB, Reimer KA, Hill ML, et al. (1981) Tbiachemia, in dog



IX. LITERATURVERZEICHNIS 88

hearts, in vitro, I: comparison of high energy ghfeeste production, utilization and
depletion and of adenine nucleotide catabolisnotal ischemia in vitro vs severe
ischemia in vivoCirc Res. 49:892-900.

Jennings RB, Reimer KA, Steenbergen C Jr. (1986)ddxdial ischemia
revisited: the osmolar load, membrane damage, apeérfusion.J Mol Cdll
Cardiol. 18:769-780.

Jennings RB, Schaper J, Hill ML, et al. Jr. (198%Hect of reperfusion
late in the phase of reversible ischemic injury:ames in cell volume,
electrolytes, metabolites, and ultrastruct@ec Res. 56:262—-278.

Jennings RB, Sebbag L, Schwartz LM, et al. (2001gtad¥dolism of
preconditioned myocardium: effect of loss and r@tesnent of cardioprotection.
J Mol Cdll Cardiol. 33:1571-1588.

Jennings RB, Steenbergen C Jr. (1985 b) Nucleatetabolism and
cellular damage in myocardial ischemianu Rev Physiol. 1985;47:727—-749.

Jeroudi MO, Triana FJ, Patel BS, et al. (1990) é&ffef superoxide
dismutase and catalase, given separately, on ndiatétunning.”Am J Physiol.
259:H889-H901

Johnson, DL, Greene, PS, Gott, VL, Gardner, TJ&§1L98ew pluronic-
free perfluorocarbon cardioplegia improves myocdrdkygenationCirculation
78(5 Pt 2), 111153-7.

Juhaszova M, Zorov DB, Kim SH, Pepe S, Fu Q, Fishb&V, Ziman
BD, Wang S, Ytrehus K, Antos CL, Olson EN, Soll&§ (2004) Glycogen
synthase kinaseB3mediates convergence of protection signaling tabih the
mitochondrial permeability transition podeClin Invest 113: 1535-1549

Kaljusto ML, Mori T, Mohammad Husain Rizvi S, Galalza M, Frantzen
ML, Valen G, Vaage J. (2006) Postconditioning irtsrand mice.Scand
Cardiovasc J. 40(6):334-41.

Kanter, KR (1979). Suoeriority of perfluorocarbaraioplegic
controversy. Jhorac Cardiovasc Surg 77, 803.G.



IX. LITERATURVERZEICHNIS 89

Keipert, PE (1998). Perfluorochemical emulsionsurfe alternatives to
transfusionBlood Subst Princ Meth Prod Clin Trials 2, 127-56.

Kelly RA, Balligand J-L, Smith TW (1996) Nitric oste and cardiac
function.Circ Res 79:363—-380

Kent KM, Cleman MW, Cowley MJ, Forman MB, Jaffe CKaplan M,
King SB 3rd, Krucoff MW, Lassar T, McAuley B, et.a1990) Reduction of
myocardial ischemia during percutaneous transluhgasnary angioplasty with
oxygenated Fluos@dm J Cardiol. 66(3):279-84.

Kevin LG, Camara AKS, Riess ML, Novalija E, StowE [2003)
Ischemic preconditioning alters real-time measdi®2radicals in intact hearts
with ischemia and reperfusioAm J Physiol (Heart Circ Physiol) 284:H566—
H574

Khatri JJ, Johnson C, Magid R, Lessner SM, Laude RMalov SI,
Harrison DG, Sung HJ, Rong Y, Galis ZS. (2004) \Wecoxidant stress
enhances progression and angiogenesis of expeahaheroma Circulation.
3;109(4):520-5.

Kin H et al. (2005 a) Postconditioning reduces infarct sizeadanosine

receptor activation by endogenous adeno$iaediovasc Res67: 124—-133

Kin H, Lofye MT, Amerson BS, Zatta AJ, Kerendi Faldos ME, Zhao Z-
Q, Headrick JP, Guyton RA, Vinten- Johansen J (2)0dardioprotection by
“postconditioning” is mediated by increased retemiof endogenous intravascular
adenosine and activation of A2a receptors duripgnfasion.Circulation 110:111-
168

Kin H, Zatta AJ, Jiang R, Reeves JG, MykytenkoaleScu G, Zhao Z-Q,
Wang N-P, Guyton RA, Vinten-Johansen J (2005 b)vatibn of opioid
receptors mediates the infarct size reduction stddmditioning.J Mol Cell
Cardiol 38:827

Kin H, Zhao ZQ, Sun HY, et al. (2004 a) Postcomaiing attenuates
myocardial ischemia-reperfusion injury by inhibgievents in the early minutes



IX. LITERATURVERZEICHNIS 90

of reperfusiorCardiovasc Res 62:74-85

Kitakaze M, Node K, Takashima S, Asanuma H, AsakdraSanada S,
Shinozaki Y, Mori H, Sato H, Kuzuya T, Hori M. (2D0Role of cellular acidosis
in production of nitric oxide in canine ischemic oeardium.J Mol Cell Cardiol
33: 1727-1737

Kitakaze M, Takashima S, Funaya H, Minamino T, N&d&hinozaki Y,
Mori H, Hori M. (1997) Temporary acidosis duringpegfusion limits myocardial
infarct size in dogsAmJ Physiol. 272(5 Pt 2):H2071-8.

Kitakaze M, Weisfeldt ML, Marban E.(1988) Acidosduring early
reperfusion prevents myocardial stunning in pedutsgret heartsJ Clin Invest.
82: 920-927.

Klein HH, Pich S, Bohle RM, Lindert-Heimberg S, Nellahl K (2000)
Na+/H+ Exchange inhibitor cariporide attenuates$iogiry predominantly during
iIschemia and not at onset of reperfusion in porbeerts with low residual blood
flow. Circulation 102:1977-1982

Kloner RA, Ellis SG, Lange R, et al. (1983) Studiafs experimental
coronary artery reperfusion: effects on infarct esizmyocardial function,
biochemistry, ultrastructure and microvascular dgen@irculation. 68(suppl I):1-
8-I1-15.

Kloner RA, Ganote CE, Whalen D, et al. (1974) Hffe€ a transient
period of ischemia on myocardial cells, II: fineusture during the first few
minutes of reflowAm J Pathol. 74:399-422.

Kloner RA, Jennings RB (2001) Consequences of Bsigiemia:
Stunning, Preconditioning, and Their Clinical Ingaliions Part Circulation 104:
2981-2989

Kloner RA, Przyklenk K, Patel B. (1989) Altered noyodial states: the
stunned and hibernating myocardiuim J Med. 86(suppl 1A):14-22.



IX. LITERATURVERZEICHNIS 91

Kostyak JC, Hunter JC, Korzick DH (2006) Acute PK@d inhibition
limits ischaemia-reperfusion injury in the agedhaart: role of GSK-3beta.
Cardiovasc Res 70:325-334

Kwast, K.E., Burke, P.V., and Poyton, R.O. (1998Xxygen sensing and
the transcriptional regulation of oxygen-responspemes in yeask. Exp. Biol.
201, 1177-1195.

Lee SH, Wolf PL, Escudero R, Deutsch R, Jamieson BNistlethwaite
PA (2000) Early expression of angiogenesis fadtocute myocardial ischemia
and infarctionN Engl J Med 342:626—633

Lefer AM, Tsao PS, Lefer DJ, Ma X-L (1991) Rolearfdothelial
dysfunction in the pathogenesis of reperfusionrinafter myocardial ischemia.
FASEB J 5:2029-2034

Lefer AM, Weyrich AS, Buerke M (1994) Role of sdies, a new family
of adhesion molecules, in ischaemia-reperfusiamrynCardiovasc Res 28:289—
294

Lemasters JJ, Bond JM, Chacon E, Harper IS, Kafkinh Ohata H,
Trollinger DR, Herman B, Cascio WE. (1996) The pHragmox in ischemia-
reperfusion injury to cardiac myocytdsxS. 76:99-114.

Lim SY, Davidson SM, Hausenloy DJ, Yellon DM. (2007
Preconditioning and postconditioning: the essemntdé¢ of the mitochondrial

permeability transition poré&ardiovasc Res 75 (3): 530-535

Lowe, KC (1997). Perflouorochemical respiratory gagiers:applications
in medicine and biotechnolog$ci Prog 169-93.

Lowe, KC (1999). Perfluorinated blood substituted artificial oxygen
carriers.Blood Rev 13, 171-84.

Lowry, C.V., and Zitomer, R.S. (1984). Oxygen regidn of anaerobic
and aerobic genes mediated by a common factorastyroc. Natl. Acad. <ci.
USA 81, 6129-6133.



IX. LITERATURVERZEICHNIS 92

Lucchesi BR (1994) Complement, neutrophils and feekcals: mediators
of reperfusion injury. [Review]Arzneim-Forsch/Drug Res 44:420-432

Ma X-L, Weyrich AS, Lefer DJ, Lefer AM (1993) Dimshed basal nitric
oxide release after myocardial ischemia and repenfupromotes neutrophil
adherence to coronary endotheliudir.c Res 72:403—-412

Magovern, GJ, Flaherty, JT, Gott, VL, Bulkley, BEardner, TJ (1982).
Optimal myocardial protection with Fluosol® cardiegia. Ann Thorac Surg 34,
249.

Martorana PA, Kettenbach B, Briepohl G, et al. (@PReduction of
infarct size by local angiotensin converting enzyniebition is abolished by a
bradykinin antagonis&ur J Pharmacol. 182:395-396.

Maxwell, P.H., Wiesener, M.S., Chang, G.W., ClitfpS.C., Vaux, E.C.,
Cockman, M.E., Wykoff, C.C., Pugh, C.W., Maher, E.Bnd Ratcliffe, P.J.
(1999). The tumour suppressor protein VHL targetgoiiainducible factors for
oxygen-dependent proteolysidature 399, 271-275.

Merrill GF, Haddy FJ, Dabney JM. (1978) Adenositieeophylline, and
perfusate pH in the isolated, perfused guinea pagttCirc Res 42: 225-229

Mitsuno, T, Ohyanagi, H, Naito, R (1982). Clinicaldies of a
perfluorochemical whole blood substitute (Fluos@@) Summary of 186 cases.
Ann Surg 195(1), 60-9.

Morrison, T. B., Weis, J. J., and Wittwer, C. T99B) Quantification of
low-copy transcripts by continuous SYBR Green | itmmg during
amplification.Biotechniques 24(6), 954-8, 960, 962

Mosca, RS, Rohs, TJ, Waterford, RR, Childs, KF,r8ting, LA, Bolling.
SF (1996). Perfluorocarbon supplementation andsmtemic cardiac function.
Surgery 120(2):197-204.

Murriel CL, Churchill E, Inagaki K, Szweda LI, MolghRosen D (2004)
Protein kinase Cdelta activation induces apopiosissponse to cardiac ischemia



IX. LITERATURVERZEICHNIS 93

and reperfusion damage: a mechanism involving BAD the mitochondrial
Biol Chem 279:47985-47991

Murry CE (1986) Preconditioning with ischemia: aajeof lethal cell
injury in ischemic myocardiunCirculation 74: 1124-1136

Murry CE, Richard VJ, Jennings RB, et al. (1991)ddyrdial protection
is lost before contractile function recovers frosshiemic preconditioningAm J
Physiol. 260:H796—H804.

Myers ML, Bolli R, Lekirch RF, et al. (1985) Enhament of recovery of
myocardial function by oxygen free-radical scaveagafter reversible regional
ischemiaCirculation 72:915-921

Mykytenko J, Kerendi F, Reeves JG, Kin H, Zatta Adng R, Guyton
RA, Vinten-Johansen J, Zhao ZQ (2007) Long-ternibiion of myocardial
infarction by postconditioning during reperfusi@asic Res Cardiol 102:90-100

Naito, R, Yokoyama, K (1990). Perfluorochemicaldadasubstitutes.
Technical Information Series n05 and n07, Greers€@orp., Osaka, Japan
1978, 1981; Fluosol® 20% intravascular perfluorauloal emulsionProduct
Monograph, Alpha Therapeutic Corporation.

Nayler, W. G., R. Ferrari, P. A. Poole-Wilson, aDdE. Yepez.(1979) A
protective effect of a mild acidosis on hypoxic eauscle.J.Mol. Cell. Cardiol.
11:1053-1071.

Noda K, Sasaguri M, Ideishi M, et al. (1993) Radldozally formed
bradykinin in the reduction of myocardial infar@esin dogsCirc Res. 27: 334—
340.

O’Brien RN, Langlais AJ, Deufert WD. (1982) Diffusi coefficients of
respiratory gases in a perfluorocarbon lig@dence 217: 153—-155

Obraztsov VV, Neslund GG, Kornbrust ES, Flaim SEdds CM.(2000)
In vitro cellular effects of perfluorochemicals oelate with their cellular lipid
solubility. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 278: L1018-L1024



IX. LITERATURVERZEICHNIS 94

Okamoto, H, Yamanouchi, K, Imagawa,€et al. (1973). Persistence of
fluorocarbons in circulating blood and orgaReoceed 22nd Intercompany Conf.,
Green Cross Corp. Osaka, Japan.

Park JL, Lucchesi BR (1999) Mechanisms of myocéardigperfusion
injury Ann Thorac Surg 68(5):1905-1912

Patel B, Kloner RA, Przyklenk K, et al. (1988) Rssthemic myocardial
“stunning”: a clinically relevant phenomenainn Intern Med. 108: 626—629.

Penna C, Rastaldo R, Mancardi D, Raimondo S, ChpgelGattullo D,
Losano G, Pagliaro P (2006) Post-conditioning irdlicardioprotection requires
signaling through a redoxsensitive mechanism, rhiadrial ATP-sensitive K+

channel and protein kinase C activatiBasic Res Cardiol 101:180-189

Petrosillo G, Di Venosa N, Moro N, Colantuono Grdees V, Tiravanti
E, Federici A, Ruggiero FM, Paradies G. (2011)ilro\hyperoxic
preconditioning protects against rat-heart ischéeperfusion injury by
inhibiting mitochondrial permeability transition gopening and cytochrome ¢
releaseFree Radic Biol Med. 50(3):477-83.

Philipp S, Yang X-M, Cui L, Davis AM, Downey JM, Gen MV (2006)
Postconditioning protects rabbit hearts throughodgin kinase C-adenosine A2b
receptor cascad€ardiovasc Res 70:308-314

Philipp SD, Downey JM, Cohen MV (2004) Postcondhiiigy must be
initiated in less than 1 minute following reperfusiand is dependent on

adenosine receptors and P13-kin&3eculation 110:111-168

Piantadosi CA, Tatro LG, Whorton AR. (2002) Nitagide and
differential effects of ATP on mitochondrial perrbéay transition.Nitric Oxide.
6(1):45-60.

Piper HM (1989) Energy deficiency, calcium overlaadxidative stress:
possible causes of irreversible ischemic myocardjaty. Klin Wochenschr
67:465-476



IX. LITERATURVERZEICHNIS 95

Piper HM, Garcia-Dorado D (1999) Prime cause oidr@ardiomyocyte
death during reperfusiodnn Thorac Surg 68:1913-1919

Piper HM, Garcia-Dorado D, Ovize M (1998) A freslok at reperfusion
injury. Cardiovasc Res 38:291-300

Piper HM, Meuter K, Schafer C. (2003) Cellular maaisms of ischemia—
reperfusion injuryAnn Thorac Surg 75:5644 -8.

Piper HM, Schafer AC (2004) The first minutes gfedusion: a window
of opportunity for cardioprotectio@ardiovasc Res 61:365-371

Przyklenk K, Kloner RA. (1986) Superoxide dismutgsles catalase
improve contractile function in the canine modeltloé “stunned myocardium.”
Circ Res. 58:148-156

Qian T, Nieminen AL, Herman B, Lemasters JJ. (199itpchondrial
permeability transition in pH-dependent reperfusigary to rat hepatocytesm
JPhysiol. 273(6 Pt 1):C1783-92.

Riess JG (2005) Understanding the fundamentalerdiuprocarbons and
perfluorocarbon emulsions relevant to in vivo oxygeelivery.Artif Cells Blood
Subsit Immobil Biotechnol 33(1): 47-63

Riess JG, Krafft MP (1999) Flurocarbons and fluaréectants for in vivo
oxygen transport (blood substitutes), imaging and)dieliveryMat Res Soc Bull
24: 42-48

Riess, JG, Le, Blanc, M (1982). Solubility and sport phenomena in
perfluorochemicals relevant to blood substitutiod ather biomedical
applicationsPure Appl Chem 54, 2383-406.

Rodriguez JA, Nespereira B, Pérez-lizarbe M, Equiip Paramo JA.
(2005) Vitamins C and E prevent endothelial VEGFd aVEGFR-2
overexpression induced by porcine hypercholestericld. DL. Cardiovasc Res.
15;65(3):665-73.

Rovetto MJ, Lamberton WF, Neely JR. (1975) Mechasi®f glycolytic



IX. LITERATURVERZEICHNIS 96

inhibition in ischemic rat heart€irc Res. 37:742—-751.

Rude, RE, Glogar, D, Khuri, SF, Kloner, RA, Karafsg Muller, JE,
Clark, LC,Jr, Braunwald, E. (1982). Effects of amenous fluorocarbons during
and without oxygen enhancement on acute myocastiaémic injury assessed

by measurement of intramyocardial gas tensiénsHeart J 103(6), 986-95.

Salceda, S., and Caro, J. (1997). Hypoxia-induciatdor 1la (HIF-1a)
protein is rapidly degraded by the ubiquitin-pret@ae system under normoxic
conditions. Its stabilization by hypoxia dependsedoxinduced changes.Biol.
Chem. 272, 22642-22647.

Sarteschi, L.M., Sagripanti, A., Carpi, A., Mendhhabris, F. (2001).
Rationale for the development of red-cell subsgdand status of the research.
Internal Medicine 9, 36-44.

Schoémig A.(1990) Catecholamines in myocardial isalaeCirculation.
82(suppl! 11):11-13—11-22.

Schultz JEJ, Rose E, Yao Z, et al.(1995) Eviddacavolvement of
opioid receptors in ischemic preconditioning inlaarts Am J Physiol.
268:H2157-H2161.

Schumacker PT. (2005) Hypoxia-inducible factor-1FH). Crit Care
Med. 33(12 Suppl):S423-5.

Schwartz LM (2004) Ischemic postconditioning durmegerfusion fails to
protect against lethal myocardial ischemia-repésfugjury in pigs.Circulation
110:111-106

Schwartz LM, Lagranha CJ (2006) Ischemic postcamditg during
reperfusion activates Akt and ERK without protegtagainst lethal myocardial
ischemia-reperfusion injury in pigdmJ Physiol 290:H1011-H1018

Seagroves, T.N., Ryan, H.E., Lu, H., Wouters, Bi®app, M., Thibault,
P., Laderoute, K., and Johnson, R.S. (2001). Tragtsmn factor HIF-1 is a
necessary mediator of the Pasteur effect in mamamaklls.Mol. Cell. Biol. 21,
3436-3444.



IX. LITERATURVERZEICHNIS 97

Semenza GL, Jiang BH, Leung SW, Passantino R, @decdP, Maire P,
Giallongo A.(1996) Hypoxia response elements indhimlase A, enolase 1, and
lactate dehydrogenase A gene promoters containntedsdinding sites for
hypoxia-inducible factor 11 Biol Chem. 271(51):32529-37.

Semenza GL. (2001) Hypoxia-inducible factor 1: axydomeostasis and
disease pathophysiology. Trends Mol Med. 7(8):3@5-5

Semenza GL. (2004) Hydroxylation of HIF-1: oxygeensing at the
molecular levelPhysiology (Bethesda). 19:176-82.

Semenza GL.(2009) Regulation of oxygen homeostagishypoxia-
inducible factor 1Physiology (Bethesda).24:97-106.

Serviddio G, Di Venosa VN, Federici A, et al. (20@sief hypoxia before
normoxic reperfusion (postconditioning) protects theart against ischemia-
reperfusion injury by preventing mitochondria pedsx production and
gluthatione depletiorFASEB J 19:354-361

Shaffer, TH, Wolfson, MR (1992). Liquid ventilatioRediatr Pulmonol
14, 102-9.

Silverman H.S., Stern M.D. (1994) lonic basis ah@emic cardiac injury:

insights from cellular studie€ardiovasc. Res. 28:581-597.

Simpson, D. A., Feeney, S., Boyle, C., and Stitt\\A (2000) Retinal
VEGF mRNA measured by SYBR green | fluorescenceesatile approach to
quantitative PCRMol Vis 6,178-83

Sloviter HA, Petrovic M, Ogoshi S, Yamada H. (19683persed
fluorochemicals as substitutes for erythrocytesiact animalsJ Appl Physiol
27:666—668

Sloviter, H, Kamimoto, T (1967). Erythrocyte subsie for perfusion of
brain.Nature 216, 458-60.

Sobel BE, Bresnahan GF, Shell WE, Yoder RD. (19#&jmation of
Infarct Size in Man and its Relation to ProgndSiisculation Oct; 46(4): 640-648



IX. LITERATURVERZEICHNIS 98

Spiess BD, Cochran RP. (1996) Perfluorocarbon eomdsand
cardiopulmonary bypass: a technique for the futiiféardiothorac Vasc Anesth
10: 83-90

Spiess BD. (2009) Perfluorocarbon emulsions asomiging technology:

a review of tissue and vascular gas dynandiésgpl Physiol. 106(4):1444-52.

Staat P, Rioufol G, Piot C, et al. (2005) Postctoning the human heart
Circulation 112:2143-2148

Steenbergen C, Deleeuw G, Rich T, Williamson JR77) Effects of
acidosis and ischemia on contractility and intradtat pH of rat hearCirc Res.
1977 Dec;41(6):849-58.

Steenbergen C, Hill ML, Jennings RB (1985) Voluregulation and
plasma membrane injury in aerobic, anaerobic, acltemic myocardium in vitro.
Effects of osmotic cell swelling on plasma membramegrity. Circ Res57:864—
875

Steenbergen C, Murphy E, Levy L, et al. (1987) &t@n in cytosolic free
calcium concentration early in myocardial ischemigerfused rat hear€Circ
Res. 60:700-707.

Sterling DL, Thornton JD, Swafford A, Gottlieb SFishop SP, Stanley
AW, Downey JM. (1993) Hyperbaric oxygen limits infasize in ischemic rabbit
myocardium in vivoCirculation. 88(4 Pt 1):1931-1936.

Stone GW, Matrtin JL, de Boer MJ, Margheri M, Bramiug, Blankenship
JC, Metzger DC, Gibbons RJ, Lindsay BS, Weiner Bahsky AJ, Krucoff MW,
Fahy M, Boscardin WJ; AMIHOT-II Trial Investigatorg2009) Effect of
supersaturated oxygen delivery on infarct size rafiercutaneous coronary

intervention in acute myocardial infarctiddirc Cardiovasc Interv. 2(5):366-75.

Sun HY, Wang NP, Kerendi F, et al. (2005) Hypoxmsfgonditioning
reduces cardiomyocyte loss by inhibiting ROS germraand intracellular Ca2+
overloadAm J Physiol Heart Circ Physiol 288:H1900-1908



IX. LITERATURVERZEICHNIS 99

Sun H-Y, Wang N-P, Kerendi F, Halkos ME, Kin H, Gay RA, Vinten-
Johansen J, Zhao Z-Q (2004) Hypoxic postconditpnéduces cardiomyocyte
loss by inhibiting the generation of reactive oxy@pecies and intracellular
calcium overloadAm J Physiol (Heart Circ Physiol) 288(4):H1900-8

Sun JZ, Kaur H, Halliwell B, et al. (1993) Use @bmatic hydroxylation
of phenylalanine to measure production of hydrosadicals after myocardial
ischemia in vivo: direct evidence for a pathogeneile of the hydroxyl radical in
myocardial stunningCirc Res. 73:534-549.

Tang XL, Sato H, Tiwari S, Dawn B, Bi Q, Li Q, Ski&, Bolli R. (2006)
Cardioprotection by postconditioning in conscioagsris limited to coronary
occlusions <45 mi\m J Physiol Heart Circ Physiol. 291(5):H2308-17.

Thackham JA, McElwain DL, Long RJ. (2008) The uktbayperbaric
oxygen therapy to treat chronic wounds: A revigvound Repair and
Regeneration. 16(3):321-330.

Thibault H, Piot C, Staat P, Bontemps L, SportoG;HRioufol G, Cung
TT, Bonnefoy E, Angoulvant D, Aupetit JF, Finet Ajdré-Fouét X, Macia JC,
Raczka F, Rossi R, Itti R, Kirkorian G, Derumeaux @vize M. (2008) Long-
term benefit of postconditionin@irculation. 117(8):1037-44.

Tibbles PM, Edelsberg JS. (1996) Hyperbaric-oxyipenapy.The New
England Journal of Medicine. 334(25):1642-1648.

Toma O, Weber NC, Wolter JI, Obal D, Preckel B @0Desflurane
preconditioning induces time-dependent activatibprotein kinase C epsilon and
extracellular signal-regulated kinase 1 and 2 ertt heart in vivo.

Anesthesiology 101:1372—-1380

Tremper KK, Friedman AE, Levine EM, Lapin R, CarliarD. (1982)
The preoperative treatment of severely anemic ptiwith a perfluorochemical
oxygen-transport fluid, Fluosol-DAN Engl J Med 307: 277-283

Triana JF, Li X-Y, Jamaluddin U, et al. (1991) RPegtemic myocardial
“stunning”. ldentification of major differences keten open-chest and the



IX. LITERATURVERZEICHNIS 100

conscious dog and evaluation of the oxygen radigabthesis in the conscious
dog.Circ Res. 69:731-747

Tsang A, Hausenloy DJ, Macanu MM, Yellon DM (2004)
Postconditioning-A form of “modified reperfusionprotects the myocardium by
activating the P13K-Akt pathwagirculation 110:111167

Tsang A, Hausenloy DJ, Yellon DM (2005) Myocardialstconditioning:
reperfusion injury revisiteddmJ Physiol Heart Circ Physiol 289:H2-H7

Tsutsumi YM, Yokoyama T, Horikawa Y, Roth DM, PatdH. (2007)
Reactive oxygen species trigger ischemic and phaotogical postconditioning:
in vivo and in vitro characterizatiohife Sci. 81(15):1223-7

Valen G, Vaage J (2005) Pre- and postconditionimgng cardiac surgery
Basic Res Cardiol 100:179-186

Verma S, Fedak PW, Weisel RD, Butany J, Rao V, lslait A, Li RK,
Dhillon B, Yau TM. (2002) Fundamentals of reperéusiinjury for the clinical
cardiologist.Circulation May 21;105(20):2332-2336.

Vinten-Johansen J (2004) Involvement of neutroghilhe pathogenesis

of lethal myocardial reperfusion injur@ardiovasc Res 61:481-497

Vinten-Johansen J (2007) Postconditioning: a machhmaneiver that
triggers biological and molecular cardioprotectigeponses to reperfusiddeart
Fail Rev 12:235-244

Vinten-Johansen J, Yellon DM, Opie LH (2005 b) Roatitioning. A
simple, clinically applicable procedure to improvevascularization in acute
myocardial infarctionCirculation 112:2085-2088

Vinten-Johansen J, Zhao ZQ, Zatta AJ, et al. (290Bostconditioning — a
new link in nature’s armor against myocardial isel@ereperfusion injuryBasic
Rec Cardiol 100:295-310

Wall TM, Sheehy R, Hartman JC. (1994 a) Role otlgkanin in
myocardial preconditioningl Pharmacol Exp Ther. 1994;270:681—-690.



IX. LITERATURVERZEICHNIS 101

Wall, TC, Califf, RM, Blankenship, J, Talley, JDafinenbaum, M,
Schwaiger, M, Gacioch, G, Cohen, MD, Sanz, M, Leangier, JDgt al. (1994 b).
Intravenous Fluosol® in the treatment of acute mydal infarction. Results of
the Thrombolysis and Angioplasty in Myocardial Iridon 9 Trial. TAMI 9
Research Groui&irculation 90(1), 114-20.

Wang, G.L., Jiang, B.-H., Rue, E.A., and Semenzh, 3995). Hypoxia-
inducible factor 1 is a basic-helix-loop-helix-PAgeterodimerregulated by
cellular O2 tension. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 5210-5514.

Waterland, R.A., Basu, A., Chance, B., and PoyRrQ. (1991). The
isoforms of yeast cytochrome ¢ oxidase alter theivio kinetic properties of the
holoenzymeJ. Biol. Chem. 266, 4180—4186.

Weber NC, Preckel B, Schlack W. (2005) The effeftanaesthetics on
the myocardium — new insights into myocardial pctte Eur J Anaesthesiol
22:647-657

Wu C, Yan L, Depre C, Dhar SK, Shen YT, Sadoshim#ainer SF,
Vatner DE. (2009) Cytochrome c oxidase Ill as amaatsm for apoptosis in
heart failure following myocardial infarctioAm J Physiol Cell Physiol.
297(4):C928-34

Yang X-M, Downey JM, Cohen MV (2003) Multiple, bfieoronary
occlusions during early reperfusion protect rable#rts by activation of ERK and
production of nitric oxideCirculation (Suppl) 108:158

Yang X-M, Downey JM, Cohen MV (2004 b) Postconditimy’s
protection is not dependent on circulating bloattdes or cells but requires P13-
kinase and guanylyl cyclase activati@utculation 110:111-168

Yang XM, Krieg T, Cui L, Downey JM, Cohen MV (20@} NECA and
bradykinin at reperfusion reduce infarction in riearts by signaling through
PI3K, ERK, and NOJ Mol Cell Cardiol 36:411-421

Yang XM, Philipp S, Downey JM, Cohen MV. (2005) Rmditioning's
protection is not dependent on circulating bloodtdes or cells but involves



IX. LITERATURVERZEICHNIS 102

adenosine receptors and requires PI3-kinase andylyliacyclase activation.
Basic Res Cardiol. 100(1):57-63.

Yang XM, Proctor JB, Cui L, et al. (2004 a) Muleplbrief coronary
occlusions during early reperfusion protect rablegrts by targeting cell signaling
pathways] Am Coll Cardiol 44:1103-1110

Yellon DM, Baxter GF (1999) Reperfusion injury rewed: is there a role
for growth factor signaling in limiting lethal regasion injury? Trends
Cardiovasc Med. 9(8):245-9.

Yellon DM, Hausenloy DJ (2005) Realizing the clalicpotential of
ischemic preconditioning and postkonditioniNgt Clin Pract Cardiovasc Med.
2(11):568-75.

Yellon DM, Hausenloy DJ. (2007) Myocardial repertunsinjury. N Engl
JMed. 357(11):1121-35.

Yogaratnam JZ, Laden G, Guvendik L, Cowen M, Cal&Affin S.
(2008) Pharmacological preconditioning with hypeibaxygen: can this therapy
attenuate myocardial ischemic reperfusion injurg exdluce myocardial
protection via nitric oxided Surg Res. 149(1):155-64.

Yogaratnam JZ, Laden G, Guvendik L, Cowen M, CaleGkiffin S.
(2007) Can hyperbaric oxygen be used as adjunhbtet failure therapy through
the induction of endogenous heat shock proteiAsiances in Therapy.
24(1):106-118.

Yogaratnam JZ, Laden G, Madden LA, Seymour AM, GuiMeL,
Cowen M, Greenman J, Cale A, Griffin S. (2006)Hyga&ic oxygen: a new drug
in myocardial revascularization and protecti@#Pdiovascular Revascularization
Medicine.7(3):146—154.

Ytrehus K, Myklebust R, Mjos OD (1986) Influenceamfygen radicals
generated by xanthine oxidase in the isolated peduat hearCardiovasc Res
20:597-603

Yu, F., White, S.B., Zhao, Q., and Lee, F.S. (200F-1a binding to



IX. LITERATURVERZEICHNIS 103

VHL is regulated by stimulus-sensitive proline hyxlylation. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 98, 9630—-9635.

Yusuf S, Dagenais G, Pogue J, Bosch J, SleightePHeart Outcomes
Prevention Evaluation Study investigators. (200@aMin E supplementation and

cardiovascular events in high risk patietd$€ngl Med 342:154-160

Zatta AJ, Kin H, Lee G, Wang N, Jiang R, Lust RefRes JG, Mykytenko
J, Guyton RA, Zhao ZQ, Vinten-Johansen J (200@rttfsparing effect of
myocardial postconditioning is dependent on prokaénase C signalling.
Cardiovasc Res 70:315-324

Zhao H, Wang Y, Wu Y, Li X, Yang G, Ma X, Zhao RiuLH. (2009)
Hyperlipidemia does not prevent the cardioprotecby postconditioning against
myocardial ischemia/reperfusion injury and the imement of hypoxia inducible
factor-lalpha upregulatioicta Biochim Biophys Sn (Shanghai). 41(9):745-53.

Zhao HX, Wang XL, Wang YH, Wu Y, Li XY, Lv XP, ZhadQ, Zhao
RR, Liu HR. (2010) Attenuation of myocardial injupy postconditioning: role of
hypoxia inducible factor-lalph8asic Res Cardiol. 105(1):109-18.

Zhao JL, Yang YJ, You SJ, Cui CJ, Gao RL. (2007fdpent effects of
postconditioning on myocardial no-reflow in the mad and hypercholesterolemic

mini-swines.Microvasc Res. 73(2):137-42.

Zhao Z-Q, Clark KL, Wang N-P, Velez DA, Guyton R#inten-Johansen
J (2000) Comparison of AMP579 and adenosine irbitibn of cell-cell
interaction between human neutrophil and vascuidothelial cell Drug Devel
Res 49:266-272

Zhao ZQ, Corvera JS, Halkos ME, et al. (2003) Iitnb of myocardial
injury by ischemic postconditioning during reperus comparison with
ischemic preconditioningAm J Physiol Heart Circ Physiol 285:H579-588

Zhao Z-Q, Sato H, Williams MW, Fernandez AZ, Vinddohansen J
(1996) Adenosine A2-receptor activation inhibitsitnephil-mediated injury to
coronary endotheliunAm J Physiol (Heart Circ Physiol) 271:H1456—-H1464



IX. LITERATURVERZEICHNIS 104

Zhao Z-Q, Todd JC, Sato H, Vinten-Johansen J (188éhosine A2-
mediated cardioprotection during reperfusion dassnvolve KATP channel
activation.Am J Physiol (Heart Circ Physiol) 273:H1677-H1678

Zhu M, Feng J, Lucchinetti E, Fischer G, Xu L, Reaini T, Schaub MC,
Zaugg M (2006) Ischemic postconditioning proteetmodeled myocardium via
the PI3K-PKB/Akt reperfusion injury salvage kingsthway.Cardiovasc Res
72:152-162

Zhu XY, Rodriguez-Porcel M, Bentley MD, Chade AR¢&V, Napoli C
and Caplice N, et al. (2004) Antioxidant interventi attenuates myocardial

neovascularization in hypercholesterolen@aculation 109: 2109-2115.

Zweier JL, Flaherty JT, Weisfeldt ML (1987) Dirgueasurement of free
radicals generated following reperfusion of ischemiocardiumProc Natl
Acad Sci 84:1404-1407



X. DANKSAGUNG 105

X. DANKSAGUNG

Ich danke Herrn Univ.-Prof. Dr. med. vet. Stangagsi firr die Ubernahme der
Dissertation an der Tierarztlichen Fakultat derwigdMaximilians-Universitéat

Munchen und seine freundliche Unterstitzung beFaetigstellung der Arbeit.

Mein Dank gilt Univ.-Prof. Dr. med. Hehrlein und.Dned. Arab der Albert-
Ludwigs-Universitat Freiburg fir die Uberlassung déiemas, die gute
Betreuung, die gewahrte Hilfestellung und die Stehraf einer angenehmen
Arbeitsatmosphéare im Labor. Meinen Mitdoktorandmal@nke ich fir die gute

Zusammenarbeit.

Meinen Eltern und meinen Bridern danke ich fur rische und tatkraftige

Unterstitzung, Motivation, Verstandnis und Geduld.

Meinem Freund Michael Stetter danke ich, dass esaii Jahren in allen

Lebenslagen zur Seite steht.



