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Einleitung

A. Einleitung

1. Die Enzymfamilie der Calpaine

1964 zum ersten Mal beschrieben (Guroff, 1964), umfallt die Familie der Calpaine
mittlerweile eine Vielzahl von Isoenzymen, die teils gewebespezifisch teils ubiquitar
in Saugetieren vorkommen. Wie in Tabelle 1 dargestellt, konnten bei Mensch, Maus
und Ratte bisher 12 verschiedene Proteine der gro3en und 2 verschiedene Proteine
der kleinen Untereinheit mit den dazugehorigen Genen identifiziert werden (Huang
and Wang, 2001). Die Calpaine sind jedoch auch in allen anderen Vertebraten und
niederen Organismen, wie Insekten, Wirmern, Pilzen und Hefen — hier zum Teil als
atypische Calpain—Homologe - vertreten. Die Mitglieder dieser ,Superfamilie” haben
eine homologe Protease-Domane und bilden somit eine eigene evolutionare Gruppe
von Cysteinproteasen (Sorimachi H et al., 1997).

Den Namen Calpaine haben die im Cytosol lokalisierten und fruher als neutrale,
Ca?*-abhangige Cysteinproteasen bezeichneten Enzyme schlieRlich durch ihre
Calmodulin-dhnlichen Ca?*-Bindungseigenschaften und die Ahnlichkeit ihrer

katalytischen Domane mit der von Papain bekommen.

Tabelle 1: Bereits beschriebene Calpaine aus Mensch, Maus und Ratte
(nach Huang and Wang, 2001)

Protein Gen |C-term. EF-Hand Gewebelokalisation
Calpain 1 (p) capn 1 + ubiquitar
Calpain 2 (m) capn 2 + ubiquitar
Calpain 3 (p94) |capn 3 + Skelettmuskel, Linse, Retina
kl. Untereinheit 1 | capn 4 + ubiquitar (kl. UE von Calpain 1 und 2)
Calpain 5 capn 5 - ubiquitar (v.a. Kolon, Diinndarm, Hoden)
Calpain 6 capn 6 - Plazenta
Calpain 7 capn 7 - ubiquitar
Calpain 8 capn 8 + Magen, Mukosa
Calpain 9 capn 9 + Verdauungstrakt
Calpain 10 capn 10 - ubiquitar
Calpain 11 capn 11 + Hoden
Calpain 12 capn 12 + ubiquitar (v.a. Haarfollikel)
Calpain 13 capn 13 - ubiquitar
kl. Untereinheit 2 | capn 14 + nicht untersucht
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1.1. Struktur und Aufbau von p- und m-Calpain

Die wohl am besten untersuchten Vertreter der Calpain-Familie sind y-Calpain (=
Calpain 1) und m-Calpain (=Calpain 2). Abbildung 1 zeigt den Aufbau dieser
ubiquitdaren Enzyme: Die grof3e (80kD) Untereinheit von p- und m-Calpain weist eine
hohe Homologie in der Aminosauresequenz auf und laft sich in 4 Domanen (I — 1V)
unterteilen, wahrend die kleine (30kD) Untereinheit bei beiden Enzymen identisch ist
und aus 2 Domanen (V/VI) besteht. In der N-terminalen Domane | findet die
autolytische Spaltung der grolden Untereinheit in eine 78kD Zwischenstufe und ein
76kD Produkt statt. Domane Il setzt sich aus zwei Subdomanen (lla/llb) zusammen
die sich bei Aktivierung der Protease durch Ca®" aufeinander zubewegen und so das
katalytische Zentrum bilden. Dieses ist aus 3 Aminosauren (Cys, His, Asn)
aufgebaut, wobei dem Cystein die grof3te Bedeutung bei der Katalyse zukommt.
Domane lll zeigt einen ahnlichen Aufbau wie die C2 Domane verschiedener Proteine
(z.B. Proteinkinase C, Phospholipase C), fiir die eine Interaktion mit Ca** und
Phospholipiden bekannt ist. Zudem befindet sich in Domane Il ein saurer Loop, der
bei der Calpain-Aktivierung durch Ca** eine Rolle spielen soll. Die zwei gut
charakterisierten Ca**-bindenden Domanen IV und VI haben je 5 EF-Hand Motive
und zeigen somit einen Calmodulin-ahnlichen Aufbau. Ihnen kommt eine wichtige
Funktion bei der Dimerisierung der zwei Untereinheiten zu. Die Glycin-reiche
Domane V soll eine Rolle in der Interaktion des Enzyms mit Membranen spielen und
ist gleichzeitig der Ort fUr die autolytische Spaltung der kleinen Untereinheit (Strobl et
al., 2000; Khorchid and lkura, 2002; Arthur and Mykles, 2000).

80kD
? ? saurer Loop 12345
78 76 EF - Hand
kD kD 123 45
30kD

v +4 Vi

Abb. 1: Schematische Darstellung der groBen und kleinen Untereinheit von p- und m-
Calpain

Aminosauren des katalytischen Zentrums: C = Cystein, H = Histidin, N = Asparagin, T Stellen
einer autolytischen Spaltung
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In Abbildung 2 ist die 3D-Struktur von Ca*'-freiem m-Calpain dargestellt. Der Spalt
zwischen den Subdomanen lla und IlIb im Ca?*-freien Milieu, der die ,katalytische
Triade” aus Cys, His und Asn voneinander trennt, ist gut zu erkennen und
verdeutlicht die Notwendigkeit der Enzymaktivierung, bevor proteolytische Aktivitat

stattfinden kann.

Catalytic subdomains

Calmodulin-like
domains

3

Abb. 2: 3D-Struktur von Ca**-freiem m-Calpain

—» Aminosauren des katalytischen Zentrums; griin = Domane [, gelb = Subdomane lla, rot
= Subdomane Ilb, blau = Domane IlI, rot = Ubergang von Domane Il — IV, gold = Doméne
IV, rot = Doméane V, orange = Domane VI; (modifiziert nach Reverter et al., 2001)
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1.2. Mechanismus der Calpain-Aktivierung

Basierend auf in vitro Versuchen wurde zunachst eine Aktivierung von p- und m-
Calpain alleine durch hohe Ca?*-Spiegel postuliert. Es stellte sich jedoch bald
heraus, dal® die hierbei bendtigten Konzentrationen von 5-50uM fur p-Calpain bzw.
200-1.000uM fur m-Calpain unter physiologischen Bedingungen in vivo kaum bzw.
gar nicht zu erreichen sind. Um die Aktivierung der Enzyme unter physiologischen
Bedingungen dennoch erklaren zu konnen, sind seitdem viele verschiedene,
mdglicherweise alternative oder auch sich erganzende Aktivierungsmechanismen
untersucht worden (Glading et al., 2002; Khorchid and lkura, 2002). Hierbei wurde
unter anderem eine, die bendtigte Ca?*-Konzentration senkende, Interaktion mit
Phospholipiden tber das in Domane Il befindliche C2-Motiv vorgeschlagen (Arthur
and Crawford, 1996; Tompa et al., 2001). Auch uUber sogenannte Calpain-
Aktivatoren, die die Enzymaktivitdt durch Protein-Protein-Interaktionen modifizieren
sollen, wurde berichtet (Melloni et al., 1998; Melloni et al., 2000). Ebenso denkbar
erscheint die Regulation der Proteaseaktivitat Uber den Phosphorylierungsgrad, wie
sie von vielen anderen Enzymen bekannt ist (Shiraha et al., 2002).

Trotz dieser Unklarheiten ist jedoch unbestritten, daf3 die Aktivierung von p- und m-
Calpain durch Ca®" ausgelést wird (Moldoveanu et al, 2002) und von einer
Translokation der Enzyme an die Plasmamembran (Suzuki et al., 1992) sowie der
autolytischen Spaltung der groRen Untereinheit begleitet ist (Baki et al., 1996).
Gezeigt ist ebenfalls, dal® die Autolyseprodukte (78kD bzw. 76kD) von y- bzw. m-
Calpain proteolytisch aktiv sind, hierfiir deutlich niedrigere Ca?*-Konzentrationen als
das intakte Enzym (80kD) bendtigen (Baki et al., 1996) und einem weiteren Abbau
mit folgender Inaktivierung leichter zuganglich sind (Suzuki et al., 1992). AulRerdem
konnte bestatigt werden, da® weder die Dissoziation der Untereinheiten, noch die
autolytische Spaltung der grofen Untereinheit eine Vorraussetzung fur das Erlangen
der Proteaseaktivitat darstellen (Nakagawa et al., 2001; Johnson and Guttman,
1997).
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1.3. Endogene Calpain-Inhibitoren

Calpastatin ist der bedeutendste endogene Inhibitor der Calpaine (Abb. 3). Er ist
ubiquitar lokalisiert, meist im UberschuR zu den Calpainen vorhanden und kommt als
sehr spezifischer Inhibitor in zwei verschiedenen Formen vor. Im Gewebe findet man
Calpastatin als ein elektrophoretisch bei 110kD laufendes Protein, das sich aus einer
N-terminalen L-Doméane und 4 sich wiederholenden, inhibitorischen Domanen
zusammensetzt. Die inhibitorischen Domanen bestehen jeweils aus etwa 140
Aminosauren und jede kann ein Calpain-Molekil hemmen. Sie enthalten
konservierte, in 3 Regionen (A, B, C) gehauft autretende Reste. Calpastatin aus
Erythrozyten ist ein in der Elektrophorese bei 70kD erscheinendes Protein, dem die
L-Domane und die erste inhibitorische Doméane fehlen. Die konservierten, nahe des
katalytischen Zentrums bindenden B-Regionen des Inhibitors sind essentiell flr die
Ca?*-abhangige Hemmung der Calpaine. Die konservierten Regionen A und C des
Inhibitors binden jeweils an die Domanen IV und VI der Enzyme und verstarken so
die Bindung von Region B (Takano et al., 1988; Maki et al., 1988; Kawasaki et al.,
1989; Ma et al.,, 1994). Calpastatin gilt als Suizid-Substrat der Calpaine und
Abbauprodukte bis 15kD weisen noch die Fahigkeit zur Calpain-Hemmung auf
(Nakamura et al., 1989). So ist ein 27 Aminosauren langes Peptid aus der B-Region
fur eine effektive Hemmung von p-und m-Calpain in vitro ausreichend (Maki et al.,
1989).

Neben Calpastatin wurden noch fiur andere, endogene Proteine inhibitorische
Eigenschaften gegeniber Calpainen gefunden. So konnte fur die Domane 2 aus
humanem Kininogen eine Hemmwirkung auf Calpain nachgewiesen werden
(Colman, 1996). Ebenso zeigte Gas2, ein wichtiges Protein bei der Apoptose, eine

inhibitorische Wirkung auf m-Calpain (Benetti et al., 2001).

L I ! ]l IV
A B C A B C A B C A B C
< 110kD >
< 70kD >

Abb. 3: Schematische Darstellung des endogenen Calpain-Inhibitors Calpastatin

In den 4 inhibitorischen Domanen sind die konservierten Regionen A, B und C
eingezeichnet. In der Gelelektrophorese erscheint Gewebe-Calpastatin als 110kD Protein,
wahrend Calpastatin aus Erythrozyten eine Grofie von 70kD aufweist.

-5-
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1.4. Physiologische und pathophysiologische Funktionen von p- und m-
Calpain

Die Zuordnung klarer, physiologischer Funktionen zu den Proteasen p- und m-
Calpain ist bis heute nicht ganz gelungen. Die Grinde hierfir sind zum Teil in der
noch immer nicht abgeschlossenen Aufklarung des Aktivierungsmechanismus, der
groRen Zahl an Substraten und der noch ungeklarten, physiologischen Regulation
ihrer Enzymaktivitat zu suchen. Dennoch konnten in letzter Zeit einige Hinweise auf
die Beteiligung dieser Enzyme an bestimmten physiologischen Prozessen gewonnen
werden.

Zu den Substraten von p- und m-Calpain zahlen einerseits Zytoskelettproteine, wie
z.B. Talin, Filamin, Fodrin oder die zytoplasmatische Domane der B-Integrine (Du et
al., 1995; Fujitani et al, 1997; Saido et al, 1993), andererseits aber auch
Signalkaskadenmolekule, darunter Proteinphosphatasen und -kinasen, wie z.B. PTP-
1B, PKC, FAK, Src oder Syk (Baldock et al., 2000; Sato and Kawashima, 2001).
Durch den ,limitierten* Abbau ihrer Substrate zu groRReren Fragmenten, der teilweise
zu deren Aktivierung teilweise aber auch zur Inaktivierung fuhrt, sollen beide
Calpaine eine wichtige Rolle bei vielen zellularen, den zytoskelettalen Umbau
betreffenden Prozessen, z.B. wahrend dem Zell-Spreading und der Zellmigration
aber auch beim Integrin-Signalling, spielen (Bialkowska et al., 2000; Schoenwaelder
et al., 2000; Glading et al., 2002). Auch eine Beteiligung der Enzyme an Prozessen
des Zellzyklus und der Apoptose wurde beschrieben (Abb. 4) (Sato and Kawashima,
2001; Carragher and Frame, 2002).

Neben dieser Aktivierung von u- und m-Calpain unter physiologischen Bedingungen
wird auch eine Aktivierung der Enzyme bei pathologischen Prozessen, die mit einem
Anstieg der intrazelluldren Ca?*-Konzentration einhergehen, wie z.B. Morbus
Alzheimer und die zerebrale bzw. myokardiale Ischamie/Reperfusion, postuliert
(Huang and Wang, 2001). Als mogliche Calpain-Substrate werden in diesem
Zusammenhang u. a. Fodrin und kardiales Troponin | bzw. T diskutiert (Yoshida et
al., 1995; Di Lisa et al., 1995).
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Zytoskelettproteine
Substrat- — (Talin, Fodrin, B-Integrin..)

Spaltung z.B.:
/ P 9 B Signaltransduktions-
Translokation molekiile (FAK, PKC,

+ Aktivierung Src, Syk, ...)
+ Autolyse

Auswirkungen z.B. auf:

Zellform, / / \
Zellmotilitat

Zell-Spreading,
-Adhéasion Zellzyklus

Apoptose

Abb. 4: Schematische Darstellung der Calpain-Aktivierung und -Aktivitdt unter
physiologischen Bedingungen

2. Die Problematik des Reperfusionsschadens

Jede Ischamie fuhrt zur Unterversorgung der Zellen mit Substraten und Sauerstoff
sowie zum fehlenden Abtransport von Stoffwechselprodukten. Uber kurz oder lang
kommt es daher zur Energieverknappung, Gewebsazidose, Ansammlung toxischer
Metabolite und schliel3lich zum Absterben der betroffenen Zellen. Jedoch nicht nur
die Ischamie selbst 16st zellschadigende Prozesse aus, sondern auch die wahrend
der Reperfusion ablaufenden Vorgange kénnen massive  Funktions-
beeintrachtigungen am Organ nach sich ziehen.

Bereits im Jahr 1935 erkannte man (Tennant and Wiggers, 1935), dal} es bei der

Reperfusion ischamischer Herzen zu einer Veranderung der Herzmuskelkontraktion

-7-
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kam. Es dauerte jedoch bis in die 70iger Jahre, bevor weitere Untersuchungen
durchgefuhrt wurden, die die Aufklarung der daran beteiligten Mechanismen zum Ziel
hatten. Seither sind Funktionseinschrankungen nach Ischamie/Reperfusion an einer
Vielzahl von Organen beschrieben und mit einer Reihe von pathologischen
Vorgangen in Verbindung gebracht worden (Skelettmuskel: Formigli et al., 1992;
Gehirn: Nelson et al., 1992; Niere: Schneeberger et al., 1989).

Besondere Bedeutung hat die Aufklarung der mit dem Reperfusionsschaden
verbundenen Prozesse in der Kardiologie erlangt. Grund hierfir war die stetig
wachsende Zahl therapeutischer MalRnahmen wie z.B. Angioplastie, Thrombolyse,
koronare Bypass-Operationen aber auch Herztransplantationen, die die Zahl der mit
Ischamie verbundenen Eingriffe am Herzen dramatisch steigen liel3.

Nach den unter Kardioplegie ablaufenden Operationen am Herzen kommt es jedoch
bei der anschlieenden Wiederdurchblutung nur zu einer bedingten
Wiederherstellung der normalen Organfunktion. So treten unter anderem
Arrhythmien, Odeme, Hyperkontraktur, myokardiales ,Stunning“ und teilweise
ausgedehnte Nekrosen auf, die sich mit den bisherigen praventiven MalRnahmen
nicht ganz verhindern lassen. Weiterflhrende Untersuchungen zur Entstehung und
Eindammung des Reperfusionsschadens sind deshalb unerlalllich. Dabei gestaltet
sich die Abgrenzung zwischen ischamiebedingten und reperfusionsbedingten
Schaden problematisch, da es keine Reperfusion ohne vorherige Ischamie gibt. Trotz
der Schwierigkeiten in der Begriffsdefinition, konnten mit Hilfe experimenteller
Methoden bisher finf  Erscheinungsformen des  Reperfusionsschadens

herausgearbeitet werden (Hearse, 1992; Fox, 1992).

2.1. Erscheinungsformen des Reperfusionsschadens

a) Der letale Reperfusionsschaden

Unter letalem Reperfusionsschaden versteht man das durch die Reperfusion
verursachte Absterben von Zellen, die wahrend der Ischamie noch ,lebensfahig*
waren. Allerdings ist die Existenz dieser Form des Reperfusionsschadens sehr

umstritten, da es bisher keine Studien gibt, die zeigen konnen, dal} der Zelltod
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tatsachlich aufgrund der Wiederdurchblutung eingetreten ist und nicht schon durch

die Ischamie ausgelost wurde (Hearse, 1992).

b) Die Beschleunigung der Nekrose

Als ein weiterer reperfusionsbedingter Schaden wurde die Beschleunigung der
Nekrose postuliert. Im Gegensatz zum letalen Reperfusionsschaden findet hier
jedoch keine weitere Zellschadigung in der Reperfusion statt, sondern es wird nur die
Kinetik der Infarktausbreitung erhoht. Inwieweit dies jedoch die Funktion des Herzens

beeintrachtigt und klinisch relevant ist, ist bis heute nicht geklart (Hearse, 1992).

c) Reperfusionsarrhythmien

Zu Reperfusionsarrhythmien, wie z.B. ventrikularen Tachykardien, kommt es
wahrend der Reperfusion vor allem dann, wenn die vorausgegangene Ischamie nur
kurz war. Diese Form des Reperfusionsschadens war friher eher bei
experimentellen Modellen im Labor beobachtet worden als in klinischen Studien
(Fox, 1992). Da die Ischamiephasen beim Menschen aufgrund der modernen
therapeutischen Madoglichkeiten jedoch mittlerweile ebenfalls wesentlich verkurzt
werden kénnen, gewinnt das Problem der Reperfusionsarrhythmien auch in der
Klinik mehr und mehr an Bedeutung (Hearse, 1992; White, 1992).

d) Die mikrovaskulare Dysfunktion

Reperfusionsbedingte Defekte auf mikrovaskularer Ebene wurden in vielen
verschiedenen Studien an Herzen beschrieben. Einerseits kommt es nach
anfanglicher Hyperamie zur Ianger anhaltenden Abnahme der Durchblutung - bis hin
zum ,no-reflow* in nekrotischem Gewebe - und zur Erhdéhung des
GefalRwiderstandes, andererseits ist das Gefallsystem nicht mehr in der Lage auf
vasodilatierende Substanzen adaquat zu reagieren (Kloner et al., 1974; Bolli et al.,
1990; Duncan et al., 1988). Auch eine erhdohte Gefallpermeabilitat mit gesteigerter
Odembildung konnte gezeigt werden (Dauber et al., 1990). Als Ausloser dieser
Funktionsveranderungen im mikrovaskularen GefalRsystem, die unter anderem durch
Anschwellen der Endothelzellen, Verminderung der endothelialen NO-Produktion

und die Adhasion von Plattchen und Leukozyten gekennzeichnet sind, werden vor
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allem freie Sauerstoffradikale diskutiert (Jackson et al., 1986; Fox, 1992; Becker et
al., 2000).

e) Das myokardiale ,Stunning”

Die wohl am Besten untersuchte Form des Reperfusionsschadens ist das
myokardiale ,Stunning“. Es bezeichnet die Verminderung der Kontraktilitat der
Herzmuskelzellen, die wahrend der Reperfusion auftritt und fur Stunden oder Tage
anhalten kann, jedoch voll reversibel und nicht auf ein Versorgungsdefizit des
Myokards zurtickzufiihren ist. Obwohl die Zellen fir Ca®* desensibilisiert sind, kann
die kontraktile Dysfunktion dennoch durch Gabe positiv inotroper Substanzen
uberspielt werden. Als Ausloser werden vor allem reaktive Sauerstoffspezies und
eine Ca®*-Uberladung der Zellen diskutiert, die mdglicherweise selbst oder durch
Aktivierung von Proteasen zu einer Zerstorung des kontraktilen Apparates oder des
Zytoskeletts fuhren konnten (Hearse, 1992; Bolli and Marban, 1999).

Da schon kurze diagnostische Eingriffe oder Belastungstests bei Patienten mit KHK
zu KontraktionseinbuBRen flhren konnen, ist dieser Erscheinungsform des
Reperfusionsschadens im Hinblick auf seine Entstehung und mdgliche Therapie

besondere Bedeutung zu schenken.

2.2. Mogliche Ursachen des Reperfusionsschadens

In vielen der zum Thema Ischamie/Reperfusion durchgefihrten Studien zeigte sich,
dal® die beobachteten Reperfusionsschaden im Wesentlichen auf drei Ursachen
zuruckzufuhren sind: 1) reaktive Sauerstoffspezies, 2) inflammatorische Prozesse

und 3) eine Ca**-Uberladung der Zellen.

2.2.1. Die Rolle reaktiver Sauerstoffspezies beim Reperfusionsschaden

Grolde Bedeutung bei der Entstehung des Reperfusionsschadens wird den reaktiven
Sauerstoffspezies (z.B. Hydroxylradikal, Superoxidradikal, Wasserstoffperoxid,
hypochlorige Saure/Hypochlorit) beigemessen (Becker et al., 1993; Hearse, 1992).
Dal} es tatsachlich zu einem dramatischen Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies in

den ersten Minuten der Reperfusion kommt, wurde schon in den 80iger Jahren in
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Studien mittels Elektronen-Spin-Resonanz-Spektroskopie (ESR) gezeigt (Bolli et al.,
1989; Zweier et al., 1987). Ein Zusammenhang zwischen der Entstehung des
Reperfusionsschadens und den reaktiven Sauerstoffspezies konnte insofern
hergestellt werden, als es erstens durch exogene Gabe Radikal-bildender Systeme
gelingt, genau gleichartige Schaden am Herzen zu induzieren (Leipert et al., 1992;
Bolli, 1992) und zweitens der Einsatz von antioxidativen Malnahmen in vielen
Studien positive Effekte auf die Herzleistung zeigte (Becker et al., 1993; Kukreja and
Hess, 1992).

2.2.2. Inflammatorische Prozesse wahrend der Reperfusion

Auch inflammatorische  Prozesse spielen bei der Entwicklung des
Reperfusionsschadens eine Rolle. Verursacht werden diese vor allem durch eine
wahrend der Reperfusion der Herzen ausgeldste Komplementaktivierung (Pinckard
et al., 1975) und die Adhasion von Neutrophilen Granulozyten (PMN) an das
Endothel (Kupatt et al., 1996).

2.2.3. Die Stoérung der Ca®*-Homoostase bei Ischamie/Reperfusion

Schon im Verlauf der Ischamie - und noch in viel starkerem Malie wahrend der
Reperfusion - kommt es zu einem dramatischen Anstieg der intrazellularen Ca*-
Konzentration. Die hierbei ablaufenden Prozesse lassen sich grob wie folgt
beschreiben (Piper et al., 1996):

Der ATP-Mangel 16st einerseits, durch die fehlende Aktivitat der Ca®*- und der
Na*/K*-Pumpe, eine Uberladung der Zellen mit Ca?* und Na*, andererseits durch
anaerobe Glykolyse im Gewebe eine Azidose aus. Mit dem Einsetzen der
Reperfusion werden extrazellular angereicherte H*-lonen schnell ausgeschwemmt,
so dald sich ein Protonen-Gradient vom Zellinneren ins umgebende Gewebe ergibt.
Daraus resultiert ein Austausch der H*-lonen des Zellinneren gegen Na*-lonen von
auRen und somit ein weiterer Anstieg der Na*-Konzentration. Dieser wird zwar durch
die mit der Reoxygenierung einsetzende Reaktivierung der Na'/K'-ATPase des
Sarkolemms eingedammt, verursacht aber trotzdem eine Umkehr im Transport der

Na*/Ca?*-Austauscher des Sarkolemms, so da Ca** in die Zelle aufgenommen wird.
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Der hierdurch erfolgende weitere drastische, intrazellulare Ca”—Anstieg kann aber,
mangels ausreichender Speicherkapazitat des Sarkoplasmatischen Retikulums, auch
durch die reaktivierte Ca®*-ATPase des SR nicht verhindert werden und fiihrt zur
Hyperkontraktur der Herzmuskelzellen und mdglicherweise zum Teil auch zu den

anderen, oben erlauterten Schaden am Herzen.

3. Fragestellung und experimenteller Ansatz

Aus den oben geschilderten Mechanismen der Ca?*-abhangigen Calpain-Aktivierung
einerseits und der bei Ischamie/Reperfusion ablaufenden Prozesse, die mit einem
dramatischen Anstieg der intrazelluldren Ca?**-Konzentration einhergehen

andererseits, ergaben sich folgende, im Rahmen dieser Arbeit zu klarende Fragen:

(1) Kommt es bereits im Zuge einer 15 minutigen, normothermen Ischamie
mit anschlieBender Reperfusion zu einer Aktivierung der Proteasen p-
und m-Calpain?

(2) Welche Substrate sind von einer eventuellen, pathologischen Calpain-
Aktivierung im Herzen betroffen?

(3) LaRt sich eine mogliche durch Ischamie/Reperfusion ausgeloste Calpain-
Aktivierung durch Gabe von Calpain-Inhibitoren verhindern und ware dies
fur die Herzen mit benefiziellen Effekten verbunden?

(4) Sind die eventuell mit Calpain-Inhibitoren erreichbaren kardioprotektiven
Effekte vergleichbar mit den durch Behandlung der Herzen mit Ca*-

Antagonisten erzielbaren Wirkungen?

Die Bearbeitung der dargelegten Fragestellungen erschien insbesondere notwendig,
da in der Literatur Uber eine Aktivierung und signifikante proteolytische Aktivitat von
M- bzw. m-Calpain erst nach 20 minudtiger, normothermer Ischamie und
anschlielRender Reperfusion berichtet wurde (Yoshida et al., 1995; Yoshida and
Harada, 1997; Urthaler et al., 1997), frGhere Arbeiten in unserem Labor aber eine
signifikante Einschrankung der Herzfunktion bereits nach einer 15 minutigen,
normothermen Ischamie und folgender Reperfusion zeigten (Zahler et al., 1999;

Massoudy et al., 1997; Massoudy et al., 1999). Ebenso konnte in frGheren Studien
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unseres Labors durch Gabe von Ca?*-Antagonisten eine Verbesserung der
Herzleistung in der postischamischen Reperfusion erzielt werden (Massoudy et al.,
1995; Becker and Maobert, 1999). Ein kausaler Zusammenhang zwischen einer
Senkung der intrazellularen Ca®*-Uberladung und einer mdglichen Calpain-
Aktivierung lag deshalb nahe und sollte hiermit Gberpruft werden.

Die Frage nach einer moglichen Calpain-Aktivierung durch Ischamie/Reperfusion
sollte mit der Methode der Zymographie beantwortet werden, da dieses Verfahren
eine gleichzeitige Bestimmung der Aktivitaten von p- und m-Calpain aus den
Gesamthomogenaten der Herzen erlaubt. Die Quantifizierung verschiedener, aus der
Literatur bekannter Calpain-Substrate in Kontroll- und postischamischen Herzen
sollte eine Aktivierung der Proteasen zusatzlich untermauern und einen Hinweis auf
den Ort eines schadigenden Einflusses geben. Vorrangig wurden hier die
molekularen Marker Troponin |, a-Fodrin, Syk, RhoA und Rac untersucht. Zur
Hemmung einer mdglichen Calpain-Aktivierung nach Ischamie/Reperfusion standen
der bekannte Calpain-Inhibitor | (Cl) sowie das Konjugat aus Calpastatin-Peptid und
Penetratin (CPP) zur VerfiUgung. Letzteres hat sich als zellgangiger, sehr
spezifischer Inhibitor von Calpain erwiesen. Fur das Studium Ischamie/Reperfusions-
relevanter Zusammenhange dienten isoliert perfundierte Meerschweinchenherzen,
ein in unserem Labor gut etabliertes, experimentelles Modell. Zur Abklarung
moglicher, die mikrovaskulare Funktion betreffender Fragen standen uns Kulturen

humaner Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) zur Verfugung.
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B. Material und Methoden

1. Materialien

1.1. Substanzen und Bezugsquellen

Antikorper:

p-Calpain
p-Calpain
Calpastatin

Troponin |

Fodrin

Syk

Rac1

RhoA
Anti-rabbit
Anti-mouse

Anti-mouse

Anti-rabbit

Anti-goat

Substanzen:

Casein

Calpain-Inhibitor |
Calpastatin-Peptid

(MAb 9A4H8D3) Alexis; Grunberg; Dtl.

(MAb 3104, fir Immunfluoreszenz) Chemicon; Hofheim; Dtl.
(MAb 1F7E3D10) Alexis; Grunberg; Dtl. bzw. von Dr. D.
Gabirijelcic-Geiger (Institut f. Klin. Biochemie, LMU Munchen, Dtl.)
(MAb 1691) Chemicon; Hofheim; Dtl.

(MAb 1622) Chemicon; Hofheim; Dtl. bzw. von Dr. D.
Gabirijelcic-Geiger (Institut f. Klin. Biochemie, LMU Munchen, Dtl.)
(MAb 4D10, mouse) Santa Cruz Biotechn. Inc.; Heidelberg; Dtl.
(rabbit polycl. C-11) Santa Cruz Biotechn. Inc.; Heidelberg; Dtl.
(goat polycl. Sc-179-G; Immunfluoreszenz) SCBI; Heidelberg; Dtl.
(goat, Peroxidasekonjugat) Calbiochem-Novab.; Schwalbach; Dtl.
(goat, Peroxidasekonjugat) Calbiochem-Novab.; Schwalbach; Dtl.
(goat/rabbit, Alexa Fluor 488, IgG, 2mg/ml, fur Immunfluoreszenz)
Molecular Probes Europe BV; Leiden; Niederlande

(goat, Alexa Fluor 546, IgG, 2mg/ml, fur Immunfluoreszenz)
Molecular Probes Europe BV; Leiden; Niederlande

(donkey, Alexa Fluor 546, 1gG, 2mg/ml, fur Immunfluoreszenz)

Molecular Probes Europe BV; Leiden; Niederlande

(Na-Salz) Sigma-Aldrich; Taufkirchen; Dtl.
(=ALLN) Calbiochem-Novab.; Schwalbach; Dtl.
(27aa Peptid) Calbiochem-Novab.; Schwalbach; Dtl.

Calpastatin-Peptid-Penetratin  Prof. L. Moroder (MPI f. Biochemie; Martinsried; Dtl.)

p-Calpain

(aus hum. Erythrozyten) Calbiochem-Novab.;
Schwalbach; Dtl.
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m-Calpain (Ratte, rekomb. aus E. coli) Calbiochem-Novab.;
Schwalbach; Dtl.
Acrylamid30%/Bisacryl.0,8%  (37,5:1) Roth; Karlsruhe; Dtl.

Phalloidin MoBiTec; Gaéttingen; Dtl.

Collagen Biochrom; Berlin; Dtl.

Medium 199 Sigma-Aldrich; Taufkirchen; Dtl.
Collagenase A Roche Diagnostics; Mannheim; Dtl.

Endothelial cell growth medium Promocell; Heidelberg; Dtl.

New Born Calf Serum Biochrom; Berlin; Dtl.

Pferdeserum Biochrom; Berlin; Dtl.

Penicillin-Streptomycin-Lsg. (stabilisiert; 10Units Penicillin/ml; 10mg
Streptomycin/ml) Sigma-Aldrich; Taufkirchen; Dtl.

Insulin (28,1USP units/mg) Sigma-Aldrich; Taufkirchen; Dtl.

Pyruvat (Na-Salz) ICN Biomedicals; Eschwege; Dtl.

DTT Applichem; Darmstadt; Dtl.

Complete®Mini (Protease Inhibitor-Cocktail) Roche Diagnostics;
Mannheim; Dtl.

BCA-Prot.-Assay Reagent A+B (Pierce) KMF Laborchemie; St. Augustin; Dtl.
Super Signal® West Femto (fir Rho-WB; Pierce) KMF Laborchemie; St.

Augustin; Dtl.
Hyperfilm MP (18x24cm) Amersham; Freiburg; Dtl.
Hybond ECL (Nitrocellulose)  Amersham; Freiburg; Dtl.
Hybond-P (PVDF) Amersham; Freiburg; Dtl.
Rho-Aktivitatsassay-Kit (Upstate) Biomol; Hamburg; Dtl.
Mounting Medium MoBiTec; Gaéttingen; Dtl.
TRAP (H-Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-NH2) BACHEM

Biochemica GmbH; Heidelberg; Dtl.

Alle anderen Chemikalien (Salze fur Puffer, etc.) stammten von Merck (Darmstadt;
Dtl.), Sigma (Taufkirchen; Dtl.) oder Applichem (Darmstadt; Dtl.).

-15 -



Material und Methoden

1.2. Losungen

Tyrode-Losung:
NaCl (137mM), KCI (2,6mM), CaCl, (1,0mM), Tris (1,0mM), Glucose (0,1%).
Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.

modifizierter Krebs-Henseleit-Puffer (Perfusat):

NaCl (116mM), NaHCO; (23mM), KCI (3,6mM), KH,PO4 (1,16mM), CaCl, (1,2mM),
MgSO4 (0,58mM), Glucose (5,4mM), Pyruvat (0,3mM), Insulin (2,8U/1).

Der pH-Wert betrug 7,40 + 0,05 bei 38°C und wurde durch Begasung mit einem
Gemisch von 94,4% O, und 5,6% CO; eingestellt. Das Gasgemisch wurde mittels

einer Gasmischpumpe (H. Wo6sthoff oHG, Bochum, Dtl.) konstant eingestellit.

HEPES-Puffer (Zellversuche):

NaCl (125mM), NaH,PO, (1,25mM), KCI (3mM), CaCl; (2,5mM), MgCl, (1,5mM),
Glucose (10mM), HEPES (10mM).

Der pH-Wert betrug 7,4.

PBS" (Zellkultur):
NaCl (137mM), Na;HPO4 (8mM), KCI (2,7mM), KH,PO4 (1,47mM).
Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.

PBS™ (Zellversuche):

NaCl (137mM), NapHPO4 (6,5mM), KCI (2,7mM), KH,PO4 (1,47mM), MgCl, (0,2mM),
CaCl; (0,68mM).

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.

Puffer fir Herzhomogenate:

Zymographie (1/2/3/4), Calpastatin WB (1/2), Fodrin WB (2/3/4/5), Troponinl WB (4)

1. Tris (20mM), EDTA (5mM), EGTA (5mM), DTT (1mM), AEBSF (0,25mM),
Pepstatin (14,6uM)

2.  Tris (10mM), EGTA (1mM), DTT (1mM), Sucrose (0,32M), AEBSF (0,25mM),
Pepstatin (0,15uM), Leupeptin (20uM)
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3. Tris (10mM), EDTA (2,5mM), EGTA (2,5mM), DTT (1mM), Sucrose (0,32M),
AEBSF (0,25mM), Pepstatin (0,15uM), Leupeptin (20uM)

4. Tris (20mM), EDTA (5mM), EGTA (5mM), DTT (1mM), Sucrose (0,32M),
AEBSF (0,25mM), Pepstatin (4,4uM)

5. Tris (20mM), EDTA (5mM), EGTA (5mM), DTT (1mM), Sucrose (0,32M),
AEBSF (0,25mM), Pepstatin (4,4uM), Leupeptin (20uM)

Fir die Resuspension der Pellets wurden die gleichen Puffer verwendet, allerdings

mit Triton-x-100 (1%) versetzt (2/3/5) bzw. ohne Sucrose, aber mit SDS (2%)

eingesetzt (4).

Der pH-Wert der Losungen wurde auf 7,4 bei 4°C eingestellt.

Lysispuffer fir Fodrin Western Blot (HUVEC):

KH,PO4 (20mM), NasP,0O7 (40mM), EDTA (1mM), AEBSF (1mM), Leupeptin (2,1uM),
Pepstatin (1,5uM), NaF (50mM), NazVO4 (1mM), Triton-x-100 (1%).

Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt.

Lysispuffer fir Syk Western Blot (HUVEC):

HEPES (20mM), KCI (10mM), NaCl (10mM), MgCl, (5mM), DTT (1mM),
Complete®Mini Inhibitor-Cocktail (1 Tablette/10ml).

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.

Lysispuffer fiir Rho Aktivitats-Assay (HUVEC):

HEPES (25mM), NaCl (150mM), MgCl, (10mM), EDTA (1mM), Igepal (1%), Glycerol
(10%), Aprotinin (10ug/ml), Leupeptin (10ug/ml).

Der pH-Wert der Losung betrug 7,5.

Laufpuffer (Zymographie):
Tris (25mM), Glycin (192mM), EDTA (2mM), DTT (1mM); pH 8,3

Auftragungspuffer 2x (Zymographie):

Tris (150mM), Glycerol (20%), Mercaptoethanol (2mM), Bromphenolblau (0,004%);
pH 6,8
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Aktivierungspuffer (Zymographie):

Tris (20mM), DTT (10mM), CaCl, (6mM fir 200ml; 8mM fir 10ml)
Negativkontrolle:

Tris (20mM), DTT (10mM), EGTA (1mM)

Hemmung mit Calpastatin Peptid:

Tris (20mM), DTT (10mM), CaCl; (8mM), Calpastatin Peptid (2uM)
Der pH-Wert betrug jeweils 7,4.

Polyacrylamidgel fur die Zymographie:
Trenngel: 10% PA mit 0,2% Casein-Na, ohne SDS, pH 8,8
Sammelgel: 4% PA ohne SDS, pH 6,8

Fixierlosung (Zymographie):
Ethanol (30% v/v), Essigsaure (10% v/v)

Farbelosung (Zymographie):
Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,5%), Ethanol (30% v/v), Essigsaure (10% v/v)

Entfarbelosung (Zymographie):

Essigsaure (10% v/v)

Laufpuffer (WB):
Tris (25mM), Glycin (192mM), SDS (0,1%); pH 8,3

Auftragungspuffer 4x (WB):
Tris (0,250M), SDS (8%), Glycerol (40%), Bromphenolblau (0,02%), Mercaptoethanol

(400mM); pH 6,8

Transferpuffer (WB; Nitrocellulose):
Tris (48mM), Glycin (39mM), SDS (0,037%), Methanol (10% v/v); pH 8,0

Transferpuffer (WB; PVDF):
Tris (25mM), Glycin (192mM), SDS (0,1%), Methanol (20% v/v); pH 8,3
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Blockierlosungen (WB):

Blocking-Puffer (Calpastatin, Troponin I)

Tris (50mM), NaCl (200mM), BSA (3%), Tween20 (0,05%), Pferdeserum (10%);
pH 7,5

Trockenmilch

Trockenmilch 2% (a-Fodrin/Syk) bzw. 3% (Rho) in PBS™); pH 7,4

Waschpuffer mit und ohne Tween20 (WB):
Tris (50mM), NaCl (150mM), + Tween20 (0,3%); pH 7,5

Chemilumineszenzlésungen (WB):

(Calpastatin, Troponin I, Fodrin, Syk)

[. Tris (100mM), Luminol (2,5mM), Cumarinsaure (0,4mM); pH 8,5
[I. Tris (100mM), H,O2 (1,5%) ; pH 8,5

Vor Verwendung wurden die Losungen 1:1 gemischt.

Polyacrylamidgele fur WB:

Trenngel: a-Fodrin (6,5% PA), Calpastatin (10% PA), Troponin I/Rho (12% PA)
SDS (0,1%); pH 8,8

Sammelgel: PA (4%), SDS (0,1%); pH 6,8

Amidoschwarzlosung:
Amidoschwarz 10B (0,5%), Methanol (50% v/v), Eisessig (10% v/v)

Entfarbelosung nach Amidoschwarz:

Isopropanol (20% v/v), Eisessig (7% v/v), Glycerol (3% v/v)

1.3. Tiere

Die Herzen fur die Versuche am isolierten Praparat wurden etwa 180-300g schweren
mannlichen Meerschweinchen entnommen. Alle Versuchstiere wurden von der Firma
Harlan Winkelmann GmbH (Borchen; Dtl.) bezogen. Sie waren nicht medikamentds

vorbehandelt, erhielten eine Standard-Diat und hatten freien Zugang zu Wasser.
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2. Methoden

2.1. Untersuchungen am isolierten Langendorff-Herz

2.1.1. Isolierung von Meerschweinchenherzen

Die Tiere wurden durch Genickschlag mit einem speziellen Instrument (Feder-
Bolzen) getdtet und sofort durch Anschneiden der Karotiden teilweise entblutet.
Anschlieend wurde der Thorax vom Sternum aus erdffnet, grolraumig abgetrennt
und das Herz durch Entfernung der Lungen und des Perikards - unter Kihlung mit
eiskalter, isotoner NaCl-Losung - freiprapariert. Die Aorta wurde angeschnitten und
direkt oberhalb des Herzens mit einer Stahlkanule, die Uber einen Schlauch mit der
Perfusionsapparatur verbunden war kanuliert, wodurch das Herz mit
sauerstoffreichem Perfusat versorgt wurde. Bei der ,retrograden“ Perfusion des
Herzens nach Langendorff flie3t das Perfusat von der Aorta orthograd Uber die
Koronararterien in die Koronarvenen und wird anschlieend Uber den Sinus
coronarius dem rechten Vorhof zugefuhrt.

Nach Durchtrennung von Pulmonalarterie, oberer und unterer Hohlvene sowie
Abtrennung von der Verbindung zur Lunge, wurde das Herz unter standiger
Perfusion an der Langendorff-Apparatur befestigt (Abb. 5). Das Abbinden der Vena
azygos, der oberen und unteren Hohlvenen sowie der Pulmonalvenen und die
Kanulierung der Pulmonalarterie mit einer weiteren Stahlkanule ermdglichten es, den
Koronarfluld mittels eines Flullmessers (T206, Transonic Systems; Altron Medical
Electronics; Furstenfeldbruck; Dtl.) zu bestimmen. Hiervon getrennt lieR sich die
Transsudatmenge, d. h. Lymphe und interstitielle Fllssigkeit, die von der Herzspitze
abtropfte erfassen. Um eine konstante Temperatur von 38°C zu gewahrleisten,
wurde das Herz von einem warmen Gefal3 umschlossen, das wahrend einer
Ischamiephase zusatzlich mit 38°C warmer Tyrode-Losung befullt wurde. Die
Perfusattemperatur wurde mit einem Pumpthermostaten (Colora Meftechnik; Lorch;
Wirttemberg; Dtl.) konstant bei 38°C gehalten. Die Perfusion des Herzens erfolgte
druck- (90cmH,0) oder volumenkonstant (5ml/min), wobei die volumenkonstante
Perfusion durch eine Peristaltikpumpe (MS-Reglo; Ismatec SA; Glattbrugg-Zurich;
Schweiz) angetrieben wurde. Hierzu konnte der Perfusatzuflu@ mit einem

Dreiwegehahn umgestellt werden. Bei volumenkonstanter Perfusion wurde zusatzlich
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mit einem Druckmesser (MLT1050, ADInstruments LtD, Grove House, Hastings, UK)
der Perfusionsdruck bestimmt. Zur Infusion eines Calpain-Inhibitors wurde eine
Infusionsnadel in den Schlauch der Aortenkanule eingeflhrt und die Losung Uber
einen Perfusor (Precidor 5003; Infors AG; Basel, Schweiz) mit konstanter

Geschwindigkeit appliziert.

Perfusatbehalter
90cm — = fir druckkonstante
o0 Perfusion
s
- Gasmischpumpe
o (94,4% 0O,, 5,6% CO,)
R
)y Druckmesser
o 7
5 + 0 000 0o %0 00 o]
Peristaltik-
pumpe
Ocm )
%<9 Perfusatbehilter
fir fluRkonstante
Perfusion

Coronareffluat Transsudat

Abb. 5: Kardiale Perfusionsapparatur

1 linkes Atrium, 2 rechtes Atrium, 3 linker Ventrikel, 4 rechter Ventrikel, 5 Aortenstumpf mit
Kanlle, 6 Pulmonalarterie mit Kantle und FluBmesser, 7 Dreiwegehahn zum Umschalten
von druckkonstanter auf volumenkonstante Perfusion, 8 Einstichstelle fur Infusionsnadel, 9
thermostatisiertes Gefal}
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2.1.2. Perfusionsprotokoll fiur Herzhomogenate und Aufarbeitung der Herzen
Far die spatere Untersuchung der Herzhomogenate mittels Zymographie bzw.
Western Blot ( Calpastatin, Troponin |, a-Fodrin) wurden die Herzen druckkonstant
perfundiert. Zur Bestimmung des Einflusses von Calpain-Inhibitor | auf den Fodrin-
Gehalt postischamischer Herzen wurde eine volumenkonstante Perfusion gewahlt.
Die Versuchsprotokolle sind in Abbildung 6 dargestellt. Nach 30 minutiger Perfusion
der Herzen wurde durch Aufhebung der Perfusatzufuhr fir 15 Minuten eine globale
Ischamie erzeugt, wahrenddessen die Herzen in Puffer (Tyrode-Losung) bei 38°C
gebadet wurden. An die Ischamie schlof3 sich eine 60 minltige Reperfusion an.
Kontrollherzen wurden dagegen fur weitere 75 Minuten konstant perfundiert, jedoch
ebenfalls fur 15 Minuten in Tyrode-Lésung gebadet. Die Infusion von Calpain-
Inhibitor | (12uM in 0,1% DMSO) erfolgte tber je 10 Minuten vor und nach Ischamie.
Im AnschluB an den Versuch wurde, nach Entfernung der Vorhofe, das
Feuchtgewicht der Ventrikel bestimmt und die Herzen entweder sofort in flissigem
Stickstoff gefroren und aufbewahrt, bevor sie im Morser und Glashomogenisator
homogenisiert wurden oder gleich in 6ml Puffer (B.1.2.) mittels Ultra-Turrax
(Janke&Kunkel KG, IKA-Werk; Staufen i. Breisgau; Dtl.) und Glashomogenisator
homogenisiert. AnschlieRend wurde das Gewebehomogenat bei 600 bzw. 1.000xg
10 Minuten lang zentrifugiert (Labofuge 400R; Heraeus; Hanau; Dtl.), wobei sich
Zellkerne und Myofibrillen absetzten. Durch darauffolgende Zentrifugation des
Uberstands bei 100.000xg fiir 1 Stunde (Optima LE-80K Ultrazentrifuge; Beckmann
Coulter; Minchen; Dtl.) erhielt man ein zweites Pellet — die Membranfraktion — und
als Uberstand die zytosolische Fraktion. Die Pellets wurden daraufhin in 0,5-2ml des
entsprechenden Homogenisierungspuffers, der als Zusatz 1% Triton-x-100 bzw. 2%
SDS enthielt (B.1.2.), mit einem Glashomogenisator und 30 Sekunden Ultraschall
resuspendiert, 45 Minuten auf Eis gestellt und nach Abzentrifugieren des unldslichen
Anteils (4°C, 12.000xg, 15min; Zentrifuge: Typ A14; Societé Jouan; St. Herblain;
Frankreich) aliquotiert und zusammen mit der zytosolischen Fraktion in flussigem
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei —80°C. Bei Resuspension der
Pellets in Puffer mit 2% SDS, wurden diese vor dem Abzentrifugieren des
unldslichen Anteils auBerdem fir ca. 10 Minuten bei 80°C erhitzt.

Aus der zytosolischen Fraktion (100.000xg Uberstand) wurde die Calpain-Aktivitat

mittels Zymographie sowie die Calpastatin-Menge mittels Western Blot bestimmt. Der
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Fodrin-Gehalt des Myokards wurde im Western Blot aus der Membranfraktion
(100.000xg Pellet), der Troponin |-Gehalt aus der Zellkern und Myofibrillen
enthaltenden Fraktion (600/1.000xg Pellet) ermittelt.

Ischamie:
|Ca|pain Inhibitor| |Ca|pain Inhibitor|
0 10 20 30 45 55 105

30min Perfusion Isl:?lr'grirr]]ie 60min Reperfusion

Kontrolle:
IO 1IO 2|0 3|0 4I5 5I5 1(I)5
30min Perfusion ngg‘si%n 60min Perfusion

Abb. 6: Perfusionsprotokolle fiir Gewebeextraktion

2.1.3. Perfusionsprotokoll fiir Transsudatmessungen

Um die Wirkungen einer Calpain-Hemmung auf die koronarvaskulare Leckbildung zu
untersuchen, wurden die Herzen volumenkonstant perfundiert. Nach 30 mindtiger
Perfusion folgte eine 15 minutige globale Ischamie, gefolgt von 60 Minuten
Reperfusion. Kontrollherzen wurden fur weitere 75 Minuten perfundiert und
entsprechend 15 Minuten in Tyrode-Lésung gebadet. Als Calpain-Inhibitoren kamen
Calpain-Inhibitor | (Cl), Calpastatin-Peptid-Penetratin (CPP) und Calpastatin-Peptid
(CP) zum Einsatz. Die Herzen wurden in drei Gruppen eingeteilt: 1) Ischdmie ohne
Inhibitor (Infusion von 0,1% DMSO als Losungsmittelkontrolle fur Cl); 2) Ischédmie mit
Inhibitor (CI 12uM, CPP 0,5uM, CP 1,5-3uM); 3) Kontrollen (ohne Ischdmie) mit
Inhibitor (Cl 12uM, CPP 0,5uM). Die Infusion des Lésungsmittels bzw. der Inhibitoren

erfolgte 10 Minuten lang sowohl vor als auch nach Ischamie bzw. 15 minutiger
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Zwischenperfusion (Abb. 7). Wahrend des gesamten Versuchs wurde der
Perfusiondruck aufgezeichnet. Die Abnahme des Transsudats von der Herzspitze
erfolgte zu festgelegten Zeitpunkten des Protokolls (15., 25., 27., 45., 47., 50., 60.,
70., 80., 90., 100. Minute) und zwar jeweils fur eine Minute. Die gesammelte Menge
wurde anschlieBend durch Wiegen bestimmt. Nach dem Versuch wurde das
Feuchtgewicht und nach der Trocknung bis zur Gewichtskonstanz das

Trockengewicht der Ventrikel ermittelt.

0 10 20 30 45 55 105

1) | 30min Perfusion Isl:%gjrir?ie 60min Reperfusion

|Ca|pain Inhibitor| |Ca|pain Inhibitor|
0 10 20 30 45 55 105

2) | 30min Perfusion [N 60min Reperfusion

| Calpain Inhibitor] | Calpain Inhibitor|

3) | 30min Perfusion | plomin 60min Perfusion

Abb. 7: Perfusionsprotokolle fiir Transsudatbestimmung
1) Ischamie ohne Inhibitor, aber mit Vehikel DMSO, 2) Ischamie mit Inhibitor, 3) Kontrollen
(ohne Ischdmie) mit Inhibitor
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2.2. Untersuchungen an humanen Endothelzellen

2.2.1. Isolation und Kultur von humanen Endothelzellen

Far die Zellversuche wurden humane Endothelzellen aus der Umbilicalvene
(HUVEC) frischer Nabelschnire gewonnen, kultiviert und von der 1. - 3. Passage
verwendet. Zur Isolation der Zellen wurde die Nabelschnurvene kanuliert und mit
PBS™ (mit Penicillin/Streptomycin-Lésung 1:100) beidseitig durchspiilt. Collagenase
A (0,1%) in PBS" I6ste wahrend der 6 miniitigen Inkubation der Nabelschnur in
einem Bad aus isotoner Kochsalzlosung bei 37°C die Endothelzellen von der
extrazellularen Matrix ab, so dal3 die Zellen anschlielfend mit Medium 199 aus der
Vene herausgespult werden konnten. Nach Zentrifugation (280xg, 10min; Labofuge
400R; Heraeus; Hanau; Dtl.), Entfernung des Uberstands und Zugabe von 5ml
Endothelial Cell Growth Medium wurden die Zellen in Zellkulturflaschen
(Gewebekulturflaschen 50ml Falcon; Becton Dickinson Labware & Company;
Franklin Lake; NJ; USA) bis zur Konfluenz kultiviert. Diese Primarkultur wurde dann
nach Bedarf 1-3 mal geteilt (1:2 oder 1:3) und die Zellen in 10cm
Gewebekulturschalen (Falcon; Becton Dickinson) in einer Mischung aus 50%
Endothelial Cell Growth Medium und 50% Medium 199 (mit 20% NBCS und
Penicillin/Streptomycin-Losung 1:500) fur die Versuche konfluent wachsen gelassen.

2.2.2. Zellversuche mit Calpain-Inhibitor | und Gewinnung von Zelllysaten

a) Untersuchung des Fodrin-Gehalts von Zelllysaten

Fir die Bestimmung des Fodrin-Gehalts mittels Western Blot wurden HUVEC wie
oben beschrieben in 10cm Gewebekulturschalen auf Plastik oder Collagen
beschichteten Glasplatten kultiviert. Konfluente Zellen wurden mit Medium 199 (1%
NBCS, Penicillin/Streptomycin-Lsg. 1:500) oder HEPES-Puffer gewaschen und nach
Zugabe von Loésungsmittel (0,1%DMSO) oder Calpain-Inhibitor | (12uM) far 1-1,5
Stunden inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in Citratpuffer (Na-Citrat 15mM,
KCI 135mM) mit einem Gummischaber von ihrer Unterlage abgeldst und nach
Abzentrifugieren und Entfernung des Puffers sofort in Lysispuffer (B.1.2.) durch

wiederholtes Aufziehen in einer Spritze (29G) lysiert. Die Lysate wurden fur 45

-25-



Material und Methoden

Minuten auf Eis stehen gelassen und anschliel3end fir 2,5 Stunden bei 12.000xg
unter Kuhlung zentrifugiert (Typ A14; Societé Jouan; St. Herblain; Frankreich). Nach
Zusatz von 0,5% SDS wurde der Uberstand 5min bei 100°C gekocht und bei —20°C
weggefroren. Der Proteingehalt der Proben wurde direkt vor der Gelelektrophorese

bestimmt.

b) Untersuchung des Gehalts an Syk in der Membranfraktion von HUVEC

Die Zellen wurden wie oben beschrieben in 10cm Gewebekulturschalen auf Plastik
bis zur Konfluenz kultiviert, fir den Versuch zweimal mit HEPES-Puffer gewaschen
und nach Zusatz von Calpain-Inhibitor | (48uM) oder Losungsmittel (DMSO 0,4%) fur
1 Stunde inkubiert. Nach Entfernung des Puffers wurden die Zellen sofort in
eiskaltem Lysispuffer (B.1.2.) mit einem Gummischaber abgelést und durch
wiederholtes Aufziehen in einer Spritze (29G) lysiert. GroRe Zellbruchstlcke wurden
durch Zentrifugieren (4°C, 1.000xg, 10min; Typ A14; s.0.) entfernt. Aus dem
Uberstand wurde der Proteingehalt bestimmt und anschlieRend wurden gleiche
Proteinmengen der zu vergleichenden Proben flr die Isolation der Membranfraktion
durch Zentrifugation bei 4°C, 100.000xg fur 1,5 Stunden eingesetzt (Optima Max-E
Ultrazentrifuge; Beckmann Coulter; Minchen; Dtl.). Das Pellet (=Membranfraktion)
wurde mit Auftragungspuffer versetzt, fur 20 Minuten im Ultraschallbad solubilisiert
und 10 Minuten lang bei 100°C gekocht. Im Anschluf} daran wurden die Proben
mittels Western Blot auf ihren Gehalt an Syk untersucht. Lysat aus humanen

Thrombozyten diente hierbei als Positivkontrolle fur Syk.

c¢) Bestimmung der Rho-Aktivitat von HUVEC
Die Bestimmung der Rho-Aktivitat von HUVEC, die mit Losungsmittel oder Calpain-

Inhibitor | behandelt wurden erfolgte mit einem ,Pull-down-Assay“. Hierbei macht
man sich die Tatsache zunutze, dall Rho-GTPasen aktiv (an GTP gekoppelt) oder
inaktiv (an GDP gekoppelt) vorliegen kénnen. Bei der Aktivierung dieser Proteine
kommt es zum Austausch von GDP gegen GTP und daraufhin zu einer
Konformationsanderung des Proteins, durch die die Bindung an ein Substratprotein

ermdglicht wird. Dies bedeutet, dal} nur die aktive Form des Rho-Proteins an sein
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Substrat bindet. Beim ,Pull-down-Assay” ist Substrat an Glutathion-S-Transferase
(GST) gebunden, welche mit dem an Agarose-Beads gekoppelten Glutathion eine
Enzym-Substrat-Bindung eingeht. Durch Abzentrifugieren der Beads und Entfernen
des Uberstands konnte so der aktive Anteil des gesuchten Rho-Proteins in einer
Probe aufkonzentriert und anschlieRend im Western Blot quantifiziert werden. Auf
einem zweiten Blot wurden gleiche Mengen Totallysat jeder Probe auf ihren
~,Gesamt-Rho-Gehalt” (aktiv und inaktiv) untersucht. Die quantitative Auswertung der
Banden erfolgte videodensitometrisch (Gel Doc 1000, Molecular Analyst Software,
Bio-Rad, Mlnchen, Dtl.). Hierbei wurde — flr den Vergleich der Rho-Aktivitat in den
Proben - der aktive, an Rhotekin gebundene Anteil von Rho auf den Gesamtgehalt
an Rho im Totallysat normalisiert.

Um die in HUVEC-Lysaten maximal mogliche Rho-Aktivitat ermitteln zu koénnen,
wurde Rho in Kontrolllysaten (DMSO 0,4%) mit GDP (Negativkontrolle) bzw. dem
durch die intrinsische Rho-GTPase nicht spaltbaren GTPyS (Positivkontrolle)
beladen. Hierzu wurden die Zelllysate mit einem UberschuR an EDTA versetzt und
mit GDP oder GTPyS inkubiert (30°C, 30min). Gestoppt wurde die Reaktion mit
einem UberschuR an MgCl,, welches die intrinsische GTPase-Aktivitdt des Rho-
Proteins hemmt. Die so mit GDP-Rho und GTPyS-Rho beladenen Zelllysate wurden
anschlielfend mit den anderen Proben mit Rhotekin-GST inkubiert und im Western
Blot analysiert.

Um Rho-Gesamtmengen und —Aktivitaten zu untersuchen, wurden HUVEC wie oben
beschrieben auf Plastik bis zur Konfluenz kultiviert, zweimal mit HEPES-Puffer
gewaschen und nach Zugabe von Calpain-Inhibitor | (48uM) oder Losungsmittel
(DMSO 0,4%) far 2, 10, 30 und 60 Minuten inkubiert. Der Puffer wurde abgesaugt
und die Zellen sofort in eiskaltem Lysispuffer (B.1.2.) mit einem Gummischaber
abgeldst, in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert. Nach dem
Auftauen (auf Eis!) wurden die Zelllysate zur Entfernung von Zelltrimmern bei 4°C
und ~10.000xg fur 5 Minuten zentrifugiert (Typ A14; s.0.). Zur Quantifizierung der
Gesamtmenge des Rho-Proteins in jeder Probe mittels Western Blot wurden 30l
Totallysat abgenommen. Zu gleichen Mengen Lysat wurden 30ul an Agarose
gebundenes Substratprotein (Rhotekin-GST) hinzugefugt. Die Proben wurden
daraufhin fur 45 Minuten bei 4°C rotierend inkubiert, kurz abzentrifugiert (4°C,
~10.000xg, 30sek; Typ A14; s.0.) und 3x mit 500ul Lysispuffer gewaschen. Nach
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dem letzten Waschschritt wurden 40ul Lysispuffer, 20ul Auftragungspuffer und 2pl
DTT (1M) zugegeben und die Proben, vor dem Auftragen auf das Gel, fur 5 Minuten
bei 100°C gekocht.

2.2.3. Retraktionsstudien an HUVEC mittels Phasenkontrast

Die direkten Wirkungen eines Calpain-Inhibitors auf die Morphologie konfluenter
Endothelzellen aus der menschlichen  Nabelschnurvene  wurden im
Phasenkontrastmikroskop untersucht. Hierzu wurden die Zellen wie oben
beschrieben in 3,5cm Gewebekulturschalen (Falcon; Becton Dickinson) auf Plastik
kultiviert. Konfluente Zellen wurden einmal mit HEPES-Puffer gewaschen, fur 10
Minuten in diesem Puffer inkubiert und anschlieend auf die geheizte Platte (37°C)
eines Mikroskops (Axiovert 100, Zeiss, Dtl.) gestellt. Zu einigen Schalen wurde direkt
vor Beginn der Messungen 1uM CPP gegeben. Dann wurde 15 Minuten lang alle 10
Sekunden ein Bild im Phasenkontrast aufgenommen, zur Auswertung in vier
Quadranten aufgeteilt und der mittlere  Helligkeitswert der vier Flachen pro
Aufnahme berechnet (TILL Vision Software, TILL Photonics, Lochham, Dtl.). Bei
Anderung der Zellmorphologie durch Zuriickziehen und Abrundung der Zellen bildete
sich im Phasenkontrast ein heller Ring entlang der Zellrander, so dal} sich die
mittlere Helligkeit des Bildes erhdohte. Ein MalR fur die Differenz zwischen
Kontrollzellen und Inhibitor-behandelten Zellen ergab sich durch Subtraktion der
mittleren Bildhelligkeiten am Endpunkt der Mef3reihe (900. Sekunde).

2.2.4. Immunfluoreszenz-Untersuchungen an HUVEC

Fir die Immunfluoreszenz wurden HUVEC in 24-well Schalen (Falcon; Becton
Dickinson) auf 10mm Deckglaschen ausgesaht und fur 2-3 Stunden anheften
gelassen. Die Zellen wurden 1-2 mal mit HEPES-Puffer gewaschen und nach Zusatz
von Calpain-Inhibitoren (Cl 12uM; CPP 1uM) oder Lésungsmittel (DMSO 0,1% als
Lésungsmittelkontrolle fir Cl) fur 30 Minuten inkubiert. Im Anschluf} daran wurden
die Zellen mit 3,7% Formalin fur 10 Minuten fixiert, mit 0,1% Triton-x-100 far 3
Minuten permeabilisiert und mit 1% BSA fur 30 Minuten geblockt. Die Aktin-Farbung
erfolgte mit Phalloidin (markiert mit Alexa Fluor 633; 165nM)/1% BSA fir 20 Minuten
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unter Lichtausschlu3. Fur die Zweit-Farbung auf p-Calpain, Syk, Rac1 und RhoA
wurde der erste Antikorper (1:200 in 1% BSA) 45 Minuten, der an den jeweiligen
Farbstoff (s. Material) gekoppelte zweite Antikorper (1:400 in 1% BSA) 30 Minuten im
Dunkeln auf den Zellen belassen. Alle Substanzen wurden in PBS™ geldst bzw.
verdunnt. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wurde jeweils 3x mit PBS™
gewaschen. Nach der Farbung wurden die Deckglaser mit der Oberseite auf einen
Objekttrager, auf dem sich ein Tropfen ,Mounting Medium“ befand gelegt,
antrocknen gelassen und anschlieBend im konfokalen Mikroskop (LSM 410 invert;

Zeiss; Jena; Dtl.) ausgewertet.

2.3. Analytische Methoden zur Untersuchung von Herzhomogenaten und

Zelllysaten

2.3.1. Zymographie

Die Zymographie ist ein Verfahren, das die elektrophoretische Auftrennung von
Proteinen einer Probe mit einem Enzymaktivitatsassay kombiniert. So ist es mdglich
die Aktivitat eines speziellen Enzyms aus einem Zelllysat oder Gewebeextrakt
spezifisch zu bestimmen. Hierzu wird die Probe zuerst elektrophoretisch in einem
Polyacrylamidgel, in das ein Substratprotein mit hohem Molekulargewicht (z.B.
Casein, Gelatine) eingegossen ist, unter denaturierenden bzw. nicht denaturierenden
Bedingungen (d.h. mit bzw. ohne SDS) aufgetrennt. Nicht denaturierende
Bedingungen erfordern genaue Kenntnis des Laufverhaltens des entsprechenden
Proteins im elektrischen Feld unter den gewahlten Laufbedingungen (pH des
Laufpuffers, etc.). Nach der Proteintrennung wird eventuell vorhandenes SDS aus
dem Gel gewaschen und dieses anschlieend in dem fir das jeweilige Enzym
optimalen Aktivierungspuffer inkubiert. Nach Fixierung und Coomassiefarbung
zeigen sich in dem ansonsten blauen Gel nach dem Entfarben an Stellen
enzymatischer Aktivitdt durchsichtige Banden. Aktives Enzym hat hier das grolde
Proteinsubstrat zu kleinen Sticken verdaut, die dann aus dem Gel gewaschen
wurden. Im Gegensatz zum restlichen Gel findet hier also keine Blaufarbung von

Protein statt.
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Im Falle von Calpain kann mittels Zymographie nur noch nicht-autolytisch aktiviertes
Enzym aus einer Probe bestimmt werden, d.h. nur die 80kD Form. Die bereits
aktivierten 78kD und 76kD Formen sind zu instabil, um sie mit diesem Verfahren zu
erfassen (Arthur and Mykles, 2000). Die Bestimmung der nach mdglicher Aktivierung
in einer Probe (Gewebeextrakt, Zelllysat) verbleibenden - noch nicht-autolytisch
aktivierten - Calpainmenge (80kD) wurde nach der Methode von Raser et al. (Raser
et al., 1995) in einem nicht denaturierenden Gel mit 0,2% Casein und unter Ca?*-
Ausschlu® (EDTA im Laufpuffer) durchgefuhrt. Im Anschluf® an die Elektrophorese
(unter Kihlung!) wurde das Gel fir 3x15min und Uber Nacht in je 200ml
Aktivierungspuffer, der DTT zum Schutz der SH-Gruppe und Ca®* fur die
Enzymaktivierung enthielt, inkubiert. Kontrollversuche zur einwandfreien
|dentifizierung der p-/m-Calpain-Banden wurden mit Ca®* freiem bzw. Calpastatin-
Peptid enthaltendem Aktivierungspuffer (je 10ml/Inkubationsschritt) durchgefihrt.
Nach der Farbung wurde das Gel fotografiert und die Banden videodensitometrisch
(Gel Doc 1000, Molecular Analyst Software, Bio-Rad, Munchen, Dtl.) quantifiziert
(s.u.). Um einen optimal auswertbaren Bereich an proteolytischer Aktivitat, d.h. eine
optimale Aufhellung der Banden zu erhalten wurden aufsteigende Mengen an
Gesamtprotein aufgetragen (Abb. 8A), so dal} sich im Diagramm aus Gesamtprotein
und enzymatischer Aktivitat eine Gerade ergab (Abb. 8B). Zur Erfassung einer
unterschiedlichen Calpain-Aktivitat in Kontroll- und postischamischen Herzen,
wurden jeweils ein Kontrollherz und ein postischamisches Herz gepaart und auf ein
und demselben Gel verglichen. Aus den nach der Auswertung erhaltenen Geraden,
wurde die Differenz der Enzymaktivitat berechnet.

Bei der videodensitometrischen Auswertung einer Bande wurde diese ,volumetrisch”
vermessen, d.h. die Bandenflache (mm x mm) und ihre Intensitat - gesehen als
,Peakhohe” - (mm) ergaben den ,Raum® der enzymatischen Aktivitat (OD=optische
Dichte x mm?). Zur Berechnung der Calpain-Aktivitat jedes Herzens wurden drei
videodensitometrische Auswertungen jeder Bande gemittelt und auf die
Enzymaktivitit (= OD x mm?) von 1mg Gesamtprotein umgerechnet. Hieraus
ergaben sich 3-4 Werte im linearen Bereich fur die eingesetzten Mengen an
Gesamtprotein, aus denen anschlieBend der Mittelwert gebildet und als
Enzymaktivitat/mg Gesamtprotein des entsprechenden Herzens angegeben wurde.

Um den Vergleich aller Herzen, die auf unterschiedlichen Gelen untersucht wurden
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zu ermdglichen, erfolgte eine Normierung der einzelnen Enzymaktivitaten
ischamischer Herzen: Die Enzymaktivitat des jeweiligen Kontrollherzens wurde auf
100% gesetzt und die des dazugehodrigen postischamischen Herzens hierauf

bezogen.
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Abb. 8: Beispiel fur ein Zymogramm und die quantitative Auswertung

A Reprasentatives Zymogramm, das mit unterschiedlichen Mengen Gesamtprotein eines
Kontroll- und eines Ischamieherzens beladen wurde. B Beispiel flr die quantitative
Auswertung eines Gels. Die Differenz der Calpain-Aktivitdt zwischen Kontroll- und
postischamischem Herz kann aus dem linearen Anteil der Geraden berechnet werden
(Daten nicht von Abb. A).
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2.3.2. Gelelektrophorese und Western Blot

Die Bestimmung des Gehalts an Calpastatin, Troponin |, a-Fodrin, Syk und aktivem
Rho in Herzhomogenaten bzw. Zelllysaten wurde mittels SDS-PAGE und
anschlieRendem Western Blot analog den Methoden von Laemmli und Towbin et al.
durchgefuhrt (Laemmli, 1970; Towbin et al, 1979). Hierzu wurden die in
Auftragungspuffer gekochten (5 Minuten) Zelllysate bzw. Herzhomogenate auf das
Gel aufgetragen, die Proteine elektrophoretisch aufgetrennt und anschliellend auf
eine Nitrocellulose- (Troponin |, a-Fodrin, Calpastatin, Syk) oder PVDF-Membran
(Rho) transferiert. FUir den Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran wurde ein
.semi-dry“ Blot-System eingesetzt, der Transfer auf eine PVDF-Membran erfolgte mit
einer Tank-Blot-Apparatur. Im Anschlu® daran wurden die Membranen zur
Absattigung mit Protein fur 1-2 Stunden mit Blocking-Puffer oder Trockenmilch
geblockt und Uber Nacht bei 4°C mit dem 1. Antikorper inkubiert. Nach dem
Waschen (4x15 Minuten) mit Waschpuffer (1x ohne Tween20 / 3x mit Tween20)
wurden die Membranen fur 1-2 Stunden mit dem 2. Antikoérper, der an das Enzym
,Meerrettichperoxidase“ gekoppelt ist behandelt. Im Anschlull an vier weitere
Waschschritte (s.o0.) erfolgte die Detektion der Proteine mit dem Verfahren der
Chemilumineszenz. Hierfur wurde das cyclische Diacylhydrazid Luminol eingesetzt,
das von der Peroxidase in Gegenwart von H;O, umgesetzt wird, wobei nach
weiteren Reaktionsschritten Licht emittiert wird, welches einen Rontgenfilm schwarzt.
Nach der fotografischen Entwicklung des Films kdnnen die grauen bis schwarzen
Banden (= Stellen mit dem gesuchten Protein) fotografiert und videodensitometrisch
ausgewertet werden (Gel Doc 1000, Molecular Analyst Software, Bio-Rad, Munchen,
Dtl.). Zur Uberprifung auf gleichmaRige Beladung mit Protein wurden die

Membranen abschliel3iend mit Amidoschwarzlésung gefarbt.

2.3.3. Proteinbestimmung

Die Bestimmung des Gesamtproteins in Zelllysaten und den einzelnen Fraktionen
der Herzhomogenate erfolgte mit der Bicinchoninsaure-Methode (BCA-Methode). Als
Standardprotein diente hierbei Rinder-Serum-Albumin (BSA).
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2.4. Statistik

Der Stichprobenumfang jeder Versuchsgruppe ist im Ergebnisteil angegeben. Die
Ergebnisse wurden als Mittelwert (MW) + Standardabweichung (SD) dargestellt. Bei
statistischem  Vergleich von nur 2  Versuchsgruppen (Kontroll-  mit
Interventionsgruppe) wurde der t-Test nach Student oder, falls keine
Normalverteilung vorlag, der Mann-Whitney Rank Sum Test verwendet. Beim
Vergleich mehrerer Gruppen wurde zunachst eine Varianzanalyse durchgefuhrt.
Wenn sich damit ein signifikanter Effekt zeigte, wurde anschlielend ein multipler
Vergleichstest nach Student-Newman-Keuls oder, falls keine Normalverteilung
vorlag, nach Dunn durchgefihrt. Unterschiede zwischen Gruppen wurden als
signifikant erachtet, wenn eine Fehlerwahrscheinlichkeit von 5% unterschritten wurde
(p < 0,05). Ein signifikanter Unterschied einer Gruppe zu der jeweiligen
Kontrollgruppe wurde in Abbildungen mit einem (*) gekennzeichnet. Alle statistischen
Berechnungen wurden mit dem Computerprogramm Sigma Stat 1.0, Jandel
durchgefuhrt.
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C. Ergebnisse

1. Bestimmung der Calpain-Aktivitat in Kontroll- und postischamischen Herzen

1.1. Direkte Beurteilung der Calpain-Aktivitat mittels Zymographie

1.1.1. Etablierung der Methode

Die Methode fur die zymographische Bestimmung der in Herzhomogenaten
vorhandenen, noch nicht-autolytisch aktivierten p- und m-Calpain-Menge (80kD)
muf3te zuerst in unserem Labor etabliert werden. Hierfur wurden die reinen Enzyme,
d.h. y-Calpain (p) aus humanen Erythrozyten und rekombinant in E. coli hergestelltes
m-Calpain (m) der Ratte verwendet. So konnte die Laufhdhe im Gel, die Ca*-
abhangige Aktivierung und proteolytische Aktivitat der beiden Enzyme und ihre
Hemmbarkeit mit dem spezifischen Inhibitor Calpastatin untersucht werden. Anstelle
des vollstandigen Inhibitors (~110kD) wurde das 27 Aminosauren lange B-Peptid,
welches in der katalytischen Domane der Calpaine bindet eingesetzt (s. Abb. 3).
Abbildung 9 zeigt, dal sowohl die reinen Enzyme als auch p- und m-Calpain aus den
Herzhomogenaten vom Meerschweinchen Ca**-abhangig aktiviert werden und daR
die proteolytische Aktivitat durch Calpastatin-Peptid hemmbar ist. Die hellen Banden
der Gewebehomogenate von Kontroll- und postischamischen Herzen (K bzw. I) im
Gel sind also eindeutig den Proteasen p- und m-Calpain zuzuordnen.

Im Gegensatz zu uy-Calpain, dessen Bande sehr weit oben im Gel zu finden ist, zeigt
m-Calpain eine gro3ere Mobilitat im nicht denaturierenden Gel und erscheint in der
Mitte des Gels. Eine geringfugig unterschiedliche Laufhdhe zeigt sich auch bei
Vergleich von rekombinantem m-Calpain der Ratte mit m-Calpain aus
Herzhomogenaten des Meerschweinchens. Die langgestreckte Bande von reinem p-
Calpain setzt sich aus drei Einzelbanden (in Abb.9 nicht sichtbar) zusammen, die
jeweils aus der grof3en Untereinheit (80kD) in Verbindung mit unterschiedlich grof3en
Autolyse-Produkten der kleinen Untereinheit (28-20kD) bestehen. Anders als bei der
grolen Untereinheit fuhrt hier die autolytische Abspaltung am N-Terminus nicht zum
sofortigen weiteren Abbau des Enzyms und zum darauffolgenden Verlust der
Aktivitat (Arthur and Mykles, 2000).
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Aktivierungspuffer Aktivierungspuffer + Aktivierungspuffer
mit 8mM Ca?* 8mM Ca?*/2uM CP - Ca?"/+ 1mM EGTA

Abb. 9: Zymogramme der p- und m-Calpain-Aktivitdt nach Inkubation in verschiedenen
Aktivierungspuffern

MS = Meerschweinchen; R = Ratte, rekombinant; K = Homogenat von Kontrollherzen; | =
Homogenat von postischamischen Herzen; CP = Calpastatin-Peptid

1.1.2. Calpain-Aktivitat in Kontroll- und postischamischen Herzen

Um den Einflud von Ischamie/Reperfusion auf die myokardiale Aktivitat der
ubiquitaren Calpaine abzuschatzen, wurden Gewebehomogenate von Kontroll- und
postischamischen Herzen mittels Zymographie untersucht. Da bereits aktiviertes
Calpain im Verlauf der Gewebeaufarbeitung und der Elektrophorese autolytisch
inaktiviert wird, kann eine Calpain-Aktivierung nur durch Bestimmung der Menge an
noch nicht-aktiviertem Calpain ermittelt werden. Wie in Abbildung 10A dargestellt,
zeigte sich keine signifikante Abnahme der zymographisch erfalbaren Restaktivitat,
d.h. keine Aktivierung beider Enzyme in der zytosolischen Fraktion von
postischamischen Herzen im Vergleich zu Kontrollen (p-Calpain: 91 + 18% von
Kontrollen; m-Calpain: 91 + 14% von Kontrollen; jeweils n = 16).

Auch das in Abbildung 10B dargestellte Verhaltnis der residualen, zymographisch
detektierbaren Aktivitdten von p:m Calpain 1aRt keine Unterschiede zwischen
Kontroll- und reperfundierten Herzen erkennen (Kontrollen: 0,62 + 0,16; Ischamie:
0,62 + 0,14; jeweils n = 16).
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Abb. 10A: Vergleich der p- und m-Calpain-Aktivitdt in Kontroll- und Ischamieherzen
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Abb. 10B: Verhaltnis von y:m Calpain-Aktivitat in Kontroll- und Ischamieherzen
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1.2. Indirekte Beurteilung der Calpain-Aktivitait durch Quantifizierung von
Calpain-Substraten mittels Western Blot

Da die zymographische Untersuchung keine Aktivierung von p- und m-Calpain im
Zuge einer Ischamie und darauffolgender Reperfusion erkennen liel3, sollte eine —
bei der direkten Bestimmung moglicherweise nicht erfallte — lokale (intra- oder
interzellulare) Aktivierung der Enzyme durch die Quantifizierung potentieller Calpain-
Substrate in Kontroll- und postischamischen Herzhomogenaten mittels Western Blot

vorgenommen werden.

1.2.1. Calpastatin-Gehalt von Kontroll- und postischamischen Herzen

Der zellular lokalisierte, wichtigste endogene Inhibitor der Calpaine — Calpastatin —
gilt als ,Suizid-Substrat® beider Enzyme und sollte bei deren Aktivierung im Rahmen
einer Ischamie/Reperfusion degradiert werden. Wie in Abbildung 11 dargestellt,
zeigte sich in der zytosolischen Fraktion kein Unterschied in der immunologisch
erfallbaren Calpastatin-Menge (Bande bei 116kD) zwischen Kontroll- und
reperfundierten Herzen (106 + 40% von Kontrollen; n = 5). Aus dem exemplarischen,
eingefugten Blot ist ersichtlich, da® weder die Bande von Calpastatin bei ~116kD,
noch die beiden potentiellen Abbaubanden (+) des Inhibitors bei Kontrollherzen (K)
und postischamischen Herzen (I) in ihrer Intensitat differieren. Gleiche Mengen an
Gesamtprotein von Kontroll- und postischamischen Herzhomogenaten wurden
eingesetzt. Lysat aus bovinen, koronaren Endothelzellen (EC) diente als
Positivkontrolle flr Calpastatin (Abb. 11).
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Abb. 11: Immunoreaktive Menge an Calpastatin in Kontroll- und Ischiamieherzen

Es wurde jeweils ein postischamisches Herz mit einem Kontrollherz gepaart (n = 5). Der
eingefligte Western Blot zeigt Calpastatin in der zytosolischen Fraktion von Kontroll- (K) und
Ischamieherzen (I). EC = Lysat aus bovinen Endothelzellen; + = potentielle Calpastatin-
Abbauprodukte
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1.2.2. Troponin I-Gehalt von Kontroll- und postischamischen Herzen

Troponin | - ein Protein des kontraktilen Apparats — wurde als weiteres, mogliches
Substrat von p- und m-Calpain im Rahmen einer Beteiligung der Enzyme am
Reperfusionsschaden untersucht. Im Western Blot konnte sowohl die Troponin |-
Bande bei ~31kD, als auch eine Abbaubande bei ~27kD in der Zellkern- und
Myofibrillen - enthaltenden Fraktion (= 600/1.000xg Pellet) detektiert werden. Die
Abbaubande zeigte eine grol3e Streuung in ihrer Intensitat bei den einzelnen Herzen
(Abb. 12), jedoch keinen Anstieg bei postischamischen Herzen im Vergleich zu
Kontrollen (0,48 + 0,51 (ODxmm?) bei Kontrollen gegeniiber 0,43 + 0,27 (ODxmm?)

bei Ischamie/Reperfusion; je n = 6).
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Abb. 12: Quantifizierung des Troponin I|-Abbauproduktes in Kontroll- und
reperfundierten Herzen
Jedes Herz ist durch einen Punkt O , teils unterschiedlicher Grofie, dargestellt.

-39 -



Ergebnisse

1.2.3. Fodrin-Gehalt von Kontroll- und postischamischen Herzen

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Gehalt von a-Fodrin - einem
,Linkerprotein des submembranaren Zytoskeletts - in der Membranfraktion (=
100.000xg Pellet) und der Zellkern und Myofibrillen enthaltenden Fraktion (=
600/1.000xg Pellet) von Kontroll- und reperfundierten Herzen ermittelt. Western Blots
zeigten in der Membranfraktion von postischamischen Herzen im Vergleich zu
Kontrollen einen signifikanten Abbau von o-Fodrin (Abb. 13; Mann-Whitney Rank
Sum Test; n = 11). Die Degradation dieses ,Linkerproteins® liel3 sich jedoch durch
Infusion von Calpain-Inhibitor | (12uM) nicht hemmen (Abb. 13; n.s. gegenuber

Ischamie alleine; n = 6).
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Zellkern-/ Membran- Membran-
Myofibrillen- fraktion fraktion +
Fraktion Cl (12uM)

Abb. 13: a-Fodrin-Gehalt von postischamischen Herzen mit und ohne Calpain-Inhibitor
Der Wert von simultan bestimmten (,gepaarten®) Kontrollen wurde als 100% gesetzt. * p <
0,05; n.s. = nicht signifikant gegentber Ischamie alleine; jedes Herz ist durch einen Punkt O ,
teils unterschiedlicher GroR3e, dargestellt.
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2. Untersuchung des Einflusses von Calpain-Inhibitoren auf die koronar-
vaskulare Permeabilitat

Die Bildung eines koronarvaskularen Lecks mit Anstieg der Transsudatmenge und
Ausbildung eines Odems gilt als ein Zeichen fiir einen Reperfusionsschaden. Durch
Messung der interstitiellen Fllssigkeitsabsonderung bei Ischamie/Reperfusion mit
und ohne Infusion verschiedener Calpain-Inhibitoren sollte eine Beteiligung der

Calpaine an der Verminderung der koronarvaskularen Integritat untersucht werden.

2.1. Bestimmung der Transsudatmenge isolierter Herzen

Die Transsudatwerte zu Beginn eines Versuchs (15. Minute nach Praparation)
bewegten sich stets um ca. 0,09ml/min in jeder Gruppe. Unter volumenkonstanter
Perfusion und nur kurzzeitiger Ischamie (15min) entwickelten die reperfundierten
Herzen kein signifikantes koronares Leck. Es kam sogar zu einem Rilckgang der
postischamischen Nettofiltration infolge der reaktiven Koronardilatation (Abb. 14).
Anders als erwartet, zeigte sich jedoch bei Perfusion der isolierten Herzen mit den
zellgangigen Calpain-Inhibitoren CI (12uM; Abb. 14A) oder CPP (0,5uM; Abb. 14B)
ein signifikanter Anstieg der Transsudatmenge wahrend der Reperfusion. Diese
Steigerung der Transsudatbildung lie® sich auch bei Kontrollherzen, die mit dem
einen oder anderen Calpain-Inhibitor perfundiert wurden verzeichnen, allerdings war
die Erhéhung hier nicht so ausgepragt (Abb. 14). Auffallig war die sehr viel hdhere
Potenz des Penetratin-konjugierten Calpastatin-Peptids gegentber Calpain-Inhibitor
I. Dagegen flhrte die Infusion des unkonjugierten 27 Aminosauren langen
Calpastatin-Peptids  (1,5-3uM) nicht zu einem mel3baren Ansteigen der

koronarvaskularen Permeabilitat (Abb. 14C).
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Abb. 14: Bestimmung der Transsudatmenge von Kontroll- und Ischamieherzen bei

Perfusion mit / ohne Calpain-Inhibitoren

* p < 0,05 Ischamie + CI/CPP vs Ischamie/lschamie + DMSO
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2.2. Bestimmung des Verhaltnisses von Feucht- zu Trockengewicht der Herzen
Die erhohte Transsudatmenge der mit Inhibitor behandelten Herzen war von einer
deutlichen Odembildung begleitet. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg des
Verhaltnisses von Feucht- zu Trockengewicht bei Behandlung mit CI (12uM) von
8,51 £ 0,17 bei Ischamie/DMSO auf 9,48 + 0,36 bei Ischamie/Cl oder 9,31 £+ 0,35 bei
Kontrolle/CI (Abb. 15).
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Abb. 15: Verhaltnis von Feucht- zu Trockengewicht der Herzen
Perfusion mit Calpain-Inhibitor | fihrte zu einer signifikanten Odembildung in Kontroll- und
postischamischen Herzen gegenliber Perfusion mit Lésungsmittel (* p < 0,05).
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2.3. Messung des koronaren Perfusionsdrucks der Herzen

Bei jeder Messung der Transsudatmenge wurde auch der koronare Perfusionsdruck
der Herzen bestimmt. Die Druckwerte zu Beginn der Versuche (15. Minute) lagen in
allen Gruppen im Durchschnitt bei 34cmH,0. Postischamisch kam es in den Herzen
ohne Calpain-Hemmung zu der erwarteten reaktiven Koronardilatation, erkennbar an
einer Abnahme des Perfusionsdrucks. Es zeigte sich, dald der Druck wahrend der
Perfusion mit Cl signifikant gegenuber dem Ausgangswert anstieg (12uM; Abb. 16A).
Dieser Anstieg hielt wahrend der gesamten Reperfusion an und war zu den meisten
Zeitpunkten auch gegenuber Perfusion mit Lésungsmittel (DMSO 0,1%) signifikant.
Dagegen rief der spezifische Inhibitor CPP (0,5uM; Abb. 16B) nur wahrend der
Infusion selbst, also in der 27. und 47. Minute, einen signifikanten Druckanstieg
gegenuber dem Ausgangswert hervor. Die Perfusion von Calpastatin-Peptid alleine
hatte keinen Einflu auf den Perfusionsdruck (Abb. 16C).
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Abb. 16: Koronarer Perfusionsdruck der Herzen mit / ohne Inhibitor-Infusion
Signifikanzen: # = Kontrolle + CI| vs Ausgangswert; * = Ischamie + CI/CPP vs
Ausgangswert; o = Kontrolle/Ischamie + Cl vs Ischamie + DMSO; B = |schamie + CPP vs
Ischamie
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3. Untersuchung des Einflusses von Calpain-Inhibitoren auf HUVEC

Um die Ablaufe, die zu der gesteigerten koronarvaskularen Leckbildung als Folge
einer Calpain-Hemmung fuhren, genauer zu untersuchen, wurden Versuche an
kultivierten Umbilicalvenen-Endothelzellen des Menschen (HUVEC) durchgeflnhrt.
Hiermit sollten eventuelle morphologische Veranderungen der Zellen erfal3t und

daran beteiligte Mechanismen aufgeklart werden.

3.1. Beurteilung der Wirkung von CPP auf die Morphologie von HUVEC

Die Behandlung von konfluenten HUVEC mit CPP (1uM) fihrte zur Retraktion und
Abrundung der Zellen, so dal sich im Phasenkontrast eine signifikante Erhdhung der
mittleren Bildhelligkeit am Ende einer Messung (900. Sekunde) gegenlber
unbehandelten Zellen ergab. Abbildung 17A zeigt konfluente, mit CPP (1uM)
behandelte HUVEC zu Beginn (oben) und am Ende (unten) eines Versuchs. In
Abbildung 17B ist der Verlauf des Helligkeitsanstiegs in Kulturen bei wiederholter

Messung alle 10 Sekunden dargestellt.
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Abb. 17: Retraktion von HUVEC nach Inkubation mit CPP

A Reprasentative Phasenkontrastbilder von HUVEC zu Beginn und am Ende der
Behandlung mit CPP. B Behandlung von HUVEC mit CPP flhrt zum signifikanten Anstieg
der Bildhelligkeit gegeniber Kontrollzellen (mittlere Helligkeitsdifferenz: 21,1 + 6,4; Mann-

Whitney Rank Sum Test; * p < 0,05; n = 5).
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3.2. Quantifizierung des Fodrin-Gehalts in HUVEC-Lysaten

HUVEC-Lysate, die mit 1% Triton-x-100 extrahiert wurden zeigten im Western Blot
eine deutliche a-Fodrin Bande bei 240kD (Abb. 18). Behandlung der Zellen mit ClI
(12uM) far 1-1,5 Stunden fuhrte jedoch zu keinem Anstieg dieses ,Linkerproteins®
verglichen mit Losungsmittelkontrollen (DMSO 0,1%). Auch die Intensitat der Bande
bei ca. 150kD, die Zeichen eines mdglichen Abbauproduktes von a-Fodrin durch

Calpain sein kénnte, blieb unverandert (Abb. 18).

K Cl
a-Fodrin — ”— 240kD
potentielles
Abbauprodukt

== 118kD

Abb. 18: a-Fodrin-Gehalt in HUVEC-Lysaten

Der reprasentative Western Blot zeigt, dal es in der tritonldslichen Fraktion von HUVEC
nach Behandlung mit Cl (12uM) nicht zu einem Anstieg des a-Fodrin-Gehalts gegenlber
Kontrollzellen (DMSO 0,1%) kam (110 £ 26%; n = 7; nicht signifikant).
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3.3. Lokalisation von Syk in HUVEC

3.3.1. Immunfluoreszenzmikroskopie

Doppelfarbungen von HUVEC auf Aktin (blau) und die nicht-rezeptorgekoppelte
Tyrosinkinase Syk (rot) zeigten im Mikroskop nach 30 minltiger Behandlung der
Zellen mit verschiedenen Calpain-Inhibitoren (Cl 12uM; CPP 1uM) eine Zunahme der

Tyrosinkinase und eine Translokation an die Membran (Abb. 19A).

3.3.2. Bestimmung des Gehalts von Syk in HUVEC mittels Western Blot

Nach Behandlung von HUVEC mit Cl (48uM) fur 1 Stunde zeigte sich ein
signifikanter Anstieg von Syk (72kD) in der Membranfraktion der Zellen (Mann-
Whitney Rank Sum Test; n = 5) im Vergleich zu reinen Losungsmittelkontrollen
(DMSO 0,4%). Abbildung 19B zeigt einen reprasentativen Western Blot. Auch der
Gehalt an Syk in der zytosolischen Fraktion war etwas erhoht (nicht gezeigt; nicht
signifikant). Lysat von humanen Thrombozyten diente als Positivkontrolle fur Syk
(Abb. 19B).
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a Kontrolle
b CI (12uM)
c CPP (1uM)
B T K Cl
==118kD
== 85kD

Syk —>.-— -—

== 46kD

== 33kD

Abb. 19: Translokation von Syk an die Zellmembran nach Inkubation von HUVEC mit
Calpain-Inhibitoren

A Immunfluoreszenzmikroskopie von auf Aktin (blau) und Syk (rot) gefarbten HUVEC nach
Behandlung mit Calpain-Inhibitoren. B Der reprasentative Western Blot zeigt die
Akkumulation von Syk in der Membranfraktion nach Behandlung von HUVEC mit CI (48uM)
gegeniber Lésungsmittelkontrollen (K; DMSO 0,4%). T = Lysat humaner Thrombozyten
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3.4. Lokalisation und Aktivitat von Rho in HUVEC

3.4.1. Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur Lokalisation des G-Proteins Rho in HUVEC nach 30 minutiger Behandlung mit
verschiedenen Calpain-Inhibitoren (Cl 12uM; CPP 1uM), wurden die Zellen auf Aktin
(blau) und RhoA (rot) gefarbt. Wie aus Abbildung 20 hervorgeht, fihrte die Calpain-
Hemmung zu einer Steigerung des Gehalts an RhoA, begleitet von einer
Translokation des G-Proteins an die Zellmembran. Beide Vorgange waren jedoch

nicht in allen Inhibitor behandelten Zellen gleichermal3en zu sehen.

Kontrolle Kontrolle Kontrolle
DMSO0 0,1%

CPP 1uyM CPP 1uM Cl 12uyM

Abb. 20: Lokalisation von Rho in HUVEC nach Inkubation mit Calpain-Inhibitoren
Immunfluoreszenzbilder von auf Aktin (blau) und RhoA (rot) gefarbten HUVEC nach
Inkubation mit verschiedenen Calpain-Inhibitoren. Gezeigt sind Zellen aus 3 verschiedenen
Kulturen.
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3.4.2. Rho-Aktivitat in HUVEC
Die Behandlung von HUVEC mit Cl (48uM) fuhrte zu einem ca. 20%igen Anstieg der

Rho-Aktivitat gegenlber Kontrollen. Dieser war jedoch nur nach 2 mindtiger
Behandlung signifikant (Mann-Whitney Rank Sum Test; n = 4; Abb. 21A). Obwohl
auch zu spateren Zeitpunkten die Tendenz zu einer erhohten Aktivitat des G-Proteins
nach Inkubation der Zellen mit dem Calpain-Inhibitor bestand, streuten die Werte in
den einzelnen Kulturen sehr stark (Abb. 21A).

Der in Abbildung 21B dargestellte Western Blot zeigt die in einem Kontrollzelllysat
(DMSO 0,4%) maximal mogliche Steigerung der Rho-Aktivitat von mit GDP
vorbehandeltem Lysat (Negativkontrolle) zu mit GTPyS vorinkubiertem Lysat
(Positivkontrolle). Die Steigerung war hier ~21fach. Aus der Abbildung wird auch
deutlich, dal® es sich bei der durch CI hervorgerufenen Erhdhung der Rho-Aktivitat

hdchstens um einen Anstieg um das 1,3-1,4 fache gegenuber Kontrollen handelt.
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Abb. 21: Rho-Aktivitat in HUVEC nach Inkubation mit Calpain-Inhibitor |

A Verwendung eines Pull-down-Assays mit anschliellendem Western Blot zeigt eine
Steigerung der Rho-Aktivitdt nach Inkubation der Zellen mit Calpain-Inhibitor | gegeniber
Kontrollen (* p < 0,05). B Der reprasentative Western Blot zeigt aktives Rho in Lysaten aus
HUVEC nach Inkubation mit Losungsmittel (K) oder Calpain-Inhibitor | (CI). Mit GDP oder
GTPyS vorinkubierte HUVEC-Kontrolllysate dienten als Negativ- bzw. Positivkontrolle flr
aktives Rho.
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3.5. Lokalisation von Rac1 in HUVEC mittels Imnmunfluoreszenzmikroskopie

Nach Behandlung von HUVEC mit Cl (12uM) oder CPP (1uM) und anschlieRender
Doppelfarbung auf Aktin (blau) und Rac1 (rot) zeigte sich eine Translokation auch
dieses G-Proteins. Es kam dabei zu einer Verlagerung vom Zellinneren an kortikale

Strel3fasern und an die Plasmamembran der Zellen (Abb. 22).

a Kontrolle DMSO (0,1%)

b CI (12uM)

c CPP (1uM)

Abb. 22: Lokalisation von Rac in HUVEC nach Inkubation mit Calpain-Inhibitoren
Immunfluoreszenzbilder von auf Aktin (blau) und Rac1 (rot) gefarbten HUVEC nach
Behandlung mit Calpain-Inhibitor | oder CPP.
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D. Diskussion

Aus fruheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe an isoliert perfundierten
Meerschweinchenherzen war bekannt, dal} es bereits nach einer 15 minutigen
Ischamie und darauffolgender Reperfusion zu einer signifikanten Verminderung der
Herzfunktion kommt (Zahler et al., 1999; Massoudy et al., 1995; Massoudy et al.,
1997; Massoudy et al., 1999). AuRerdem fuhren die wahrend der Ischamie und der
anschlieBenden Reperfusion ablaufenden Vorgange =zu einer dramatischen
Erhohung des intrazelluldren Ca®*-Spiegels (Carrozza, Jr. et al., 1992; Bolli and
Marban, 1999). Verminderung dieses Anstiegs, beispielsweise durch Gabe von Ca**-
Antagonisten, verbessert die postischamische kardiale Kontraktilitat, womit ein
kausaler Zusammenhang bewiesen ist (Massoudy et al., 1995). Eine Aktivierung der
Proteasen p- und m-Calpain durch hohe Ca**-Konzentrationen, wie sie im Rahmen
einer Reperfusion auftreten kdnnen, erscheint denkbar und legt die Vermutung nahe,
dall die beobachtete Einschrankung der Herzfunktion nach Ischamie/Reperfusion
moglicherweise zum Teil auf die proteolytische Aktivitdt dieser Enzyme
zuruckzufihren ist. Gegenstand dieser Studie war es, diese Hypothese zu
uberprifen und gegebenenfalls Verbesserungen in der postischamischen
Herzfunktion durch den Einsatz von Calpain-Inhibitoren zu bewerten. Hierfir mufte
zunachst eine Methode etabliert werden, mit der sich die Aktivierung und
proteolytische Aktivitat von p- und m-Calpain im Gewebeextrakt der isoliert

perfundierten Herzen nach Ischamie/Reperfusion nachweisen liel3.

1. Die Calpain-Aktivitat nach Ischamie/Reperfusion am isoliert perfundierten

Herzen

1.1. Die Zymographie als Methode zur quantitativen Bestimmung der Calpain-
Aktivitat

Wie unter B.2.3.1. dargestellt, erdffnet die Zymographie die Mdglichkeit, die Aktivitat
von J- bzw. m-Calpain in physiologischen Proben wie Zelllysaten oder
Gewebehomogenaten direkt, d.h. ohne vorherige Isolierung der Enzyme zu
bestimmen. Grund hierfur ist, neben Trennung der beiden Enzyme voneinander, ihre

elektrophoretische Abtrennung von endogenen sowie nicht-kovalent bindenden
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Inhibitoren des Lysispuffers (z.B. Cl, Leupeptin). Der endogene, ubiquitar lokalisierte
Inhibitor, Calpastatin, ist zudem in den meisten Zellen im UberschuRR gegeniiber
Calpainen vorhanden, so dal} sich aus Zelllysaten und Gewebehomogenaten mit den
ublichen, in Losung durchgefuhrten Methoden (Casein-Assay/Assay mit fluorogenem
Substrat) die Calpain-Aktivitat, ohne vorherige Isolierung der Proteasen, nicht direkt
bestimmen 13Rt. Im nicht denaturierenden, Ca®'-freien Milieu der Elektrophorese
konnen Calpastatin und die anderen Inhibitoren jedoch nicht an Calpaine binden und
werden so, bedingt durch ihr unterschiedliches Laufverhalten, von den Enzymen
abgetrennt (Raser et al., 1995). Die anschliellende Aktivierung von u- und m-Calpain
und die enzymatische Spaltung von Casein im Gel kdnnen so ungehindert ablaufen
und nach Fixierung der Banden quantifiziert werden.

In Anlehnung an frihere Arbeiten (Kleiner and Stetler-Stevenson, 1994) wurden fur
die quantitative Auswertung der Enzymaktivitdt aufsteigende Mengen an
Gesamtprotein einer Probe aufgetragen, um im Gel unterschiedliche
,Blauabstufungen® der einzelnen Banden zu erhalten. Durch die sich daraus
ergebenden Bereiche mit linearer Beziehung von Gesamtprotein zu Bandenintensitat
war es mdglich, die Calpain-Aktivitaten (Substrat-Umsatz/mg Protein) von Kontroll-
und postischamischen Herzen zu vergleichen. Der Einflud unterschiedlicher
Inkubationszeiten im Aktivierungspuffer und verschiedener ,Gelchargen® wurde
durch den direkten Vergleich eines Kontroll- und eines postischamischen Herzens
auf demselben Gel ausgeschlossen.

Da sich, wie unter B.2.3.1. erwahnt, mit dem Verfahren der Zymographie nur die
noch nicht-autolytisch aktivierte Calpain-Menge (80kD) in einer Probe erfassen laf3t,
sollte sich eine Aktivierung dieser Enzyme im Zuge einer Ischamie mit
darauffolgender Reperfusion als eine Abnahme der residualen, zymographisch
detektierbaren Calpain-Menge (80kD) in postischamischen Herzen darstellen. Eine
derartige Abnahme konnte in unserer Studie nicht bestatigt werden: Obwohl die
Enzymaktivitaten von p- und m-Calpain in postischamischen Herzen etwas
vermindert waren, ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied. Bei einer
Untersuchung der gesamten Herzhomogenate, wie hier geschehen, werden jedoch
Phanomene der Kompartimentierung aufler Acht gelassen. So ist eine lokale
Aktivierung von Calpainen in einzelnen kardialen Zelltypen (z.B. Endothelzellen) oder
Zellkompartimenten denkbar. Auch eine mit der Aktivierung verbundene

Translokation der Enzyme an die Zellmembran ist dokumentiert (Suzuki et al., 1992 ;
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Hayashi et al., 1999). Die zusatzliche Untersuchung der Herzhomogenate auf eine
Degradation verschiedener potentieller Calpain-Substrate als Nachweis einer

Aktivierung der Enzyme mittels Western Blot war deshalb erforderlich.

1.2. Quantifizierung potentieller Calpain-Substrate in Kontroll- und post-
ischamischen Herzen mittels Western Blot

Der endogene Inhibitor, Calpastatin gilt als ,Suizid-Substrat® der Calpaine (Nakamura
et al., 1989) und sein Abbau, zum Nachweis einer durch 20 minutige Ischamie und
anschlieBende Reperfusion bedingten Calpain-Aktivierung, wurde bereits
beschrieben (Sorimachi Y et al.,, 1997). Mit unserem Versuchsprotokoll einer 15
minutigen globalen Ischamie und anschlieBender 60 minutiger Reperfusion zeigte
sich jedoch keine Verminderung von immunoreaktivem Protein in der zytosolischen
Fraktion postischamischer Herzextrakte im Vergleich zu Kontrollen. Die Ursache flr
dieses kontrare Ergebnis konnte in einer nicht zu vernachlassigenden
Kompartimentierung von Calpastatin liegen. Aul3erdem la3t sich anhand der Menge
immunoreaktiven Proteins nichts Uber die inhibitorische Aktivitat von Calpastatin
ableiten. Es galt also, ein endogenes Calpain-Substrat zu finden, das eine
proteolytische Aktivitat der Enzyme im gesamten Organ zuverlassig erkennen lassen
wurde.

Troponin | ist als Bestandteil des kontraktilen Apparats ein Protein, dessen Abbau in
direktem Zusammenhang mit der beim Reperfusionsschaden beobachteten
kontraktilen Dysfunktion — dem sogenannten myokardialen ,stunning“ — stehen
konnte. In der Klinik wird der Nachweis von Troponin | - trotz der durch
proteolytischen Abbau erschwerten Analytik - im Blut von Patienten routinemafig als
Marker zur Erkennung eines Herzinfarktes verwendet (Katrukha et al., 1999). Jedoch
wird die Degradation dieses Proteins durch Calpaine nach Ischamie/Reperfusion in
der Literatur kontrovers diskutiert (Di Lisa et al., 1995; Thomas et al., 1999). Obwohl
sich in der Zellkern- und Myofibrillen-enthaltenden Fraktion unserer Herzpraparate
ein Troponin [-Abbauprodukt im Western Blot detektieren lie3, war keine
Intensitatssteigerung dieser Bande nach 15 minultiger Ischamie und 60 minttiger
Reperfusion zu erkennen. Dieses Ergebnis spricht nicht fir eine auf Troponin I-
Abbau beruhende Beteiligung der Calpaine an der nach Ischamie/Reperfusion
beobachteten Veranderung und Verminderung der Herzfunktion (Urthaler et al.,
1997; Iwamoto et al., 1999).
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Andere Calpain-Substrate, z.B. Proteine des Zytoskeletts wie Fodrin, Ankyrin,
Actinin, Paxilin oder Talin kdnnten mdglicherweise eine viel groliere Rolle bei einem
durch Calpaine verursachten Reperfusionsschaden spielen (Yoshida et al., 1995;
Sato and Kawashima, 2001). Um dieser Frage nachzugehen, wurden die
Herzextrakte ebenfalls auf ihren Gehalt an a-Fodrin untersucht. Dieses Protein bildet
einen Teil des submembranaren Zytoskeletts und verbindet so eine Reihe von
Membranproteinen mit Aktinfilamenten (Wu et al., 2001; Bennett, 1990). Ein Abbau
dieses ,Linkers® im Zuge einer Ischamie mit darauffolgender Reperfusion konnte also
durchaus zu einer Veranderung der kontraktilen Herzfunktion beitragen. In unseren
Versuchen zeigte sich, dall Ischamie/Reperfusion eine signifikante Abnahme von a-
Fodrin in der Membranfraktion der postischamischen Herzen gegenuber Kontrollen
verursachte. Diese Reduktion von o-Fodrin wurde jedoch durch die Infusion von
Calpain-Inhibitor | (12uM) nicht unterbunden, so dall auch hier an einer generellen
Calpain-Aktivierung im Herzen gezweifelt werden muf3. Offensichtlich missen also
andere Proteasen, die im Rahmen von Ischamie und Reperfusion aktiviert werden,
fir den a-Fodrin-Abbau verantwortlich sein.

Unerwarteterweise  zeigte der Calpain-Inhibitor einen EinfluR auf die
koronarvaskulare Permeabilitat der Herzen. Eine lokal auf Endothelzellen begrenzte
Calpain-Aktivitat, deren Effekt im Gesamtextrakt der Herzen eventuell untergeht und
somit auch bei einer Hemmung der Proteasen nicht zu Tage tritt, kann deshalb nicht

ausgeschlossen werden.

2. EinfluB von Calpain-Inhibitoren auf die koronarvaskulare Permeabilitat

Ein weiterer Parameter, der als Zeichen fur eine Schadigung des Herzens nach
Ischamie/Reperfusion gilt, ist die Zunahme der koronarvaskularen Permeabilitat, die
sich am isoliert perfundierten Herzen in einer Steigerung des Transsudatflusses und
Ausbildung eines Odems manifestiert (Mehlhorn et al., 2001; Heindl et al., 1998). Im
Zuge der Versuche zur Hemmbarkeit des Abbaus von a-Fodrin durch Gabe eines
Calpain-Inhibitors, wurde deshalb gleichzeitig ein moglicher Effekt des Inhibitors auf
die Entwicklung des koronaren Lecks nach Ischamie/Reperfusion untersucht.

Das isoliert perfundierte Herz ist ein gut etabliertes und standardisiertes Modell, um

Veranderungen der koronarvaskularen Permeabilitat in situ zu erfassen (Heindl et al.,
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1998). Normalerweise wird die Filtration von FlUssigkeit und Proteinen durch das
Endothel von vielen verschiedenen Parametern beeinfluf3t, die in der ,Starling-
Gleichung® ihren Ausdruck finden. In unserem Modell wird die Transsudat- und
Odembildung jedoch lediglich vom Perfusionsdruck und der koronarvaskularen
Integritat bestimmt.

Entgegen der aus der Literatur bekannten Entstehung eines koronaren Lecks nach
Ischamie/Reperfusion, fuhrte die volumenkonstante Perfusion der Herzen hier nur zu
einem moderaten Anstieg der koronaren Nettofiltration wahrend der Reperfusion.
Dies konnte einerseits durch den beobachteten leichten Abfall des Perfusionsdrucks
(als Zeichen einer postischamischen, reaktiven Hyperamie) bedingt sein, der
Veranderungen in der postischamischen Permeabilitdat verdeckt hat. Andererseits
fuhrte die Infusion von zwei molekular grundverschiedenen Calpain-Inhibitoren (ClI
12uM, CPP 0,5uM), entgegen jeglicher Erwartung und im Gegensatz zu den in der
Literatur postulierten kardioprotektiven Effekten einer Calpain-Hemmung (Yoshida et
al., 1995; Urthaler et al, 1997), zu einem dramatischen Anstieg des
postischdmischen Transsudatflusses. Uberraschender-weise trat diese Steigerung
der Transsudatbildung, wenn auch nicht so ausgepragt, bei beiden Inhibitoren
ebenfalls nach Perfusion von Kontrollherzen ohne Ischamie/Reperfusion auf. Nach
Gabe von Inhibitor kam es aul3erdem sowohl in den reperfundierten Herzen als auch
in Kontrollherzen zur Ausbildung eines Odems. Diese Beobachtungen legen das
Vorhandensein einer physiologischen, konstitutiven Calpain-Aktivitat nahe, die zu
einer physiologischen Abdichtung der endothelialen Barriere beitragt und -
angesichts des nur moderaten Anstiegs der Transsudatbildung in unserem Modell
nach Ischamie alleine - im Rahmen einer Reperfusion sogar noch an Bedeutung zu

gewinnen scheint.

Wahrend der Perfusion der Herzen mit beiden Calpain-Inhibitoren kam es aul3erdem
zum Anstieg des Perfusionsdrucks. Im verwendeten Perfusionsmodus bedeutet dies,
dall der Tonus der Gefalimuskelzellen zugenommen haben muf. Dieser Effekt
konnte u.a. durch eine Ca*-Sensitivierung glatter GefaBmuskelzellen in Folge
gesteigerter Rho-Kinase-Aktivitat hervorgerufen worden sein (Somlyo, 2002). Einen
Hinweis hierauf bietet die schnell einsetzende Steigerung der Rho-Aktivitat in
HUVEC nach Behandlung mit Cl (Abb. 21A). Der Anstieg des Perfusionsdrucks

verschwand nach Beendigung der Infusion von CPP, hielt jedoch bei Gabe von CI
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Uber den gesamten Zeitraum der Reperfusion, also auch nach Ende der Inhibitor-
Infusion an. Dieser langer andauernde Effekt von Calpain-Inhibitor | ist eventuell in
der chemischen Struktur der Substanz begrindet: Eine kovalente Reaktion dieses
Aldehyds mit der SH-Gruppe des aktiven Zentrums der Calpaine erscheint denkbar
und wirde so eine Verlangerung der Inhibitor-Wirkung ermdglichen. Die
unterschiedliche Persistenz der Tonussteigerung nach Auswaschen von Cl bzw.
CPP erlaubt eine wichtige Schluf3folgerung: Da der calpain-spezifische Peptid-
Inhibitor CPP keine bleibende Erhdhung des Perfusionsdrucks ausloste, kann die
anhaltende Steigerung der Transsudatbildung nicht auf dieses Phanomen alleine
zuruckgefuhrt werden und ist vielmehr in einer Beeintrachtigung der normalen

Endothelzellfunktion zu suchen (Permeabilitatszunahme).

Die Stérung der endothelialen Barrierefunktion bei Hemmung der Calpaine deutet
darauf hin, daf® eine konstitutive Aktivitdt dieser Proteasen flir die normale
Endothelzellfunktion unabdingbar ist. Die Tatsache, dal} die komplette Ausschaltung
der p- und m-Calpain-Aktivitat durch ,knock-out” der kleinen (fur beide Enzyme
gemeinsamen) Untereinheit bei Mausen letale Defekte in der Gefalientstehung
verursachte und zu einer charakteristischen Abrundung der Endothelzellen fihrte,
unterstutzt diese Vermutung (Arthur, Elce et al., 2000). Es wurde aullerdem Uber
eine reduzierte Bildung von fokalen Adhasionspunkten und Aktinfilamentnetzwerken
in Endothelzellen nach Calpain-Hemmung berichtet (Bialkowska et al., 2000;
Kulkarni et al., 1999). Durch die begrenzte Proteolyse von Zytoskelettproteinen (z.B.
zytoplasmatische Domane der B-Integrine, Talin, Filamin, Fodrin) (Fujitani et al.,
1997; Sato and Kawashima, 2001) und Signalmolekilen (z.B. PTP-1B, PKC, FAK,
Src, Syk) (Baldock et al., 2000; Sato and Kawashima, 2001) sollen Calpaine zudem
indirekt mit Prozessen des Zytoskelett-Remodelling wie ,Spreading®, Migration oder
»Integrin-Signalling“ in Zellen verknupft sein (Bialkowska et al., 2000). Die konstitutiv
hohen Calpain-Spiegel in Endothelzellen (Fujitani et al., 1997) legen daher eine
wichtige basale Funktion fur diese Proteasen nahe.

Es galt also im weiteren die Ablaufe, die zu der gesteigerten koronarvaskularen
Permeabilitdat nach Calpain-Hemmung in den Herzen fuhrten, an Endothelzellen
genauer zu untersuchen. Hierbei sollten insbesondere morphologische

Veranderungen der Zellen und daran beteiligte Mechanismen erfal3t werden.
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3. EinfluB von Calpain-Inhibitoren auf HUVEC

Das Endothel Ubt als Grenzschicht zwischen dem stréomenden Blut und der
Gefallwand eine Vielzahl von Funktionen aus, die fur die Hamostase, den
Stoffaustausch zwischen intra- und extravasalem Raum und fur immunologische
Prozesse eine zentrale Rolle spielen. Insbesondere stellt es im Gefallsystem die
physiologische Barriere zum umgebenden Gewebe fir Flissigkeit, geldste Teilchen,
Makromolekule und Zellen dar und verhindert so deren unkontrollierten Austtritt und
die Bildung von Odemen. Untersuchungen physiologischer und pathophysiologischer
Vorgange an diesem wichtigen ,Organ® lassen sich besonders gut an den leicht
isolierbaren und frisch  kultivierbaren  Endothelzellen der menschlichen

Nabelschnurvene durchfiihren.

3.1. Morphologische Veranderungen an HUVEC nach Calpain-Hemmung
Konfluent gewachsene HUVEC bilden einen dichten, einschichtigen ,Zellrasen“ und
werden haufig als in-vitro Modell fur Permeabilitatsstudien verwendet. Einen neuen
Ansatz in der Verwendung dieses Modells bietet die Messung des
Bildhelligkeitsanstiegs, der auftritt, wenn die Zellen des ,Monolayers® sich
zuruckziehen und abrunden. Mittels Phasenkontrastmikroskopie war es moglich,
Bildsequenzen zu generieren, in denen die Anderung der Morphologie der Zellen in
situ beobachtet und die Ergebnisse anschliefend quantifiziert werden konnten. So
fuhrte beispielsweise der Zusatz des calpain-spezifischen Inhibitors CPP (1uM)
innerhalb von 6 Minuten zu einer Zunahme der Lichttransmission, die bis zum Ende
des Versuchs andauerte. Gleichartige Ergebnisse wurden in unserer Arbeitsgruppe
erhalten, wenn die elektrische Impedanz von konfluenten, auf Halbleiterchips
gewachsenen HUVEC gemessen wurde (Daten von Dr. S. Zahler). Es kam zu einem
raschen Absinken der Impedanz in Gegenwart von Calpain-Inhibitor.

Die Hemmung von Calpainen scheint also das Abrunden von konfluent
gewachsenen HUVEC zu induzieren — ein Phanomen, das ebenfalls fur
Endothelzellen der Vorhofwande von Capn4 -/- Embryos an Tag E10,5 beschrieben
wurde (Arthur, Elce et al., 2000). Diese Ergebnisse bekraftigen das Vorhandensein

einer basalen Calpain-Aktivitat in Endothelzellen.
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3.2. Auswirkungen der Calpain-Hemmung auf Cytoskelett- und Signalmolekiile
Die Steigerung der koronarvaskularen Permeabilitat in Gegenwart von Calpain-
Inhibitor legte die Vermutung nahe, dal} ein basaler Abbau des ,Linker-Proteins® o-
Fodrin in Endothelzellen schon wunter Kontrollbedingungen auftritt, unter
Ischamie/Reperfusion verstarkt wird und insgesamt notig ist um eine flexible
Anpassung einer Endothelzelle an die benachbarten Zellen zu ermdéglichen. Eine
Verhinderung dieser ,Flexibilisierung“ der Endothelzellmembran bei Calpain-
Hemmung und die daraus resultierende Ubertragung der von Aktinfilamenten
ausgeubten Kraft Uber a-Fodrin auf integrale Membranproteine konnte demnach ein
Zuruckziehen und Abrunden der Zellen, und somit das koronare Leck, verursacht
haben. Da Endothelzellen jedoch nur einen kleinen Teil des Gesamtextrakts der
Herzen ausmachen, ist dieser Effekt moglicherweise verdeckt worden. Es war also
notig, reine Endothelzellkulturen auf einen basalen o-Fodrin Abbau hin zu
untersuchen. Mit CI behandelte HUVEC-Lysate zeigten allerdings keinen
Unterschied des a-Fodrin Gehalts im Vergleich zu Kontrollen (tritonldsliche Fraktion).
Die Einschrankung der endothelialen Barrierefunktion nach Calpain-Hemmung
muf3te also durch andere Prozesse ausgelost worden sein.

Die parazellulare Permeabilitat Uber das Endothel wird von verschiedenen integralen
Membranproteinen, wie Occludin, VE-Cadherin, PECAM oder Integrinen
entscheidend mitbestimmt (Abb. 23). Eine Modifikation dieser Proteine als Folge
einer Aktivitatsanderung verschiedener Signalkaskadenmolekuile wie PKC, Rho, Rac
oder Syk konnte in einer gesteigerten Permeabilitdt minden (Schnittler, 1998; Lum
and Malik, 1994).
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Zellmembran PKC, Syk — Phosphorylierung
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Abb 23: Schematische Darstellung der Verbindung zwischen Endothelzellen und
mogliche Angriffspunkte die zur Leckbildung fiihren kéonnten [(1), (2), (3)].

In diesem Zusammenhang wurden weitere Untersuchungen an HUVEC
durchgefuhrt, mit dem Ziel, zunachst die Lokalisation von Syk, Rho und Rac, sowie

die Aktivitat von Rho nach Calpain-Hemmung zu bestimmen.

Die nicht-rezeptorgekoppelte Tyrosinkinase Syk phosphoryliert eine Reihe von
Zytoskelettproteinen (z. B. Paxilin, a-Tubulin, Cortactin) sowie den Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor Vav1, der die Ausbildung von Lamellipodien auslosen soll
(Fernandez and Suchard, 1998; Miranti et al., 1998). Die Kinase ist auRerdem mit
Signalkaskaden von B- und T-Zell Rezeptoren sowie Integrinen gekoppelt (Gao et
al., 1997). In Plattchen kommt es nach Besetzung von oy;pf3 Integrinen mit Liganden
oder durch Cluster-Bildung der Integrine Uber die Anlagerung von Syk an den
zytoplasmatischen Teil des p-Integrins zu einer raschen Aktivierung der

Tyrosinkinase (Gao et al., 1997). Des weiteren sind Bz-Integrin abhangige
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morphologische Veranderungen und der ,respiratory burst® von Neutrophilen
essentiell mit Syk verknUpft (Fernandez and Suchard, 1998).
Immunfluoreszenzversuche zeigten nach Inkubation von HUVEC mit Cl oder CPP
eine Translokation dieser Kinase an die Zellmembran und in den mit Cl behandelten
Zellen auch eine Zunahme von Syk im Zytosol. Diese Beobachtungen konnten im
Western Blot von Zelllysaten bestatigt werden. Behandlung der Zellen mit ClI fihrte
zu einem signifikanten Anstieg der Kinase in der Membranfraktion der Zellen,
wahrend sich in der zytosolischen Fraktion nur eine marginale, nicht signifikante
Steigerung verzeichnen lie. Diese Resultate lassen sich unschwer mit einem
verminderten Abbau von Syk und somit einer Akkumulation des Proteins an der
Zellmembran und zum Teil auch im Zytosol der Zellen erklaren. Die Degradation von
Syk ist fur Calpain in vitro und flur das Proteasom auch an Zellen beschrieben
worden (Baldock et al., 2000; Youssef et al., 2002). Da Calpain-Inhibitor | Calpaine
jedoch wesentlich effektiver hemmt als das Proteasom, dieses zudem im Zytosol
lokalisiert ist und der calpain-spezifische Inhibitor CPP ebenfalls eine Translokation
von Syk an die Membran ausloste, kann die Akkumulation der Tyrosinkinase an der
Zellmembran nur durch die Hemmung von Calpain verursacht worden sein. Die nicht
signifikante Zunahme von Syk im Zytosol der Zellen kénnte auf eine teilweise
Hemmung des dort lokalisierten Proteasoms durch CI zurickzufuhren sein.

Die Akkumulation von Syk an der Zellmembran kann aber auch dadurch bedingt
sein, dal} Calpain-Hemmung die Loslésung der Tyrosinkinase von ihrem Wirkort
verhindert und so eine Verlangerung der Kinase-Aktivitat an der Membran hervorruft.
So ist bekannt, dall Calpain - nach Interaktion von ps-Integrinen mit der
extrazellularen Matrix - aktiviert wird und daraufhin den zytoplasmatischen Teil der
Bs-Integrine, an fur die Bindung von Syk wichtigen Stellen spaltet (Du et al., 1995;
Bialkowska et al., 2000; Woodside et al., 2001).

Beide Alternativen weisen auf eine mdgliche Regulation von Syk durch Calpaine,
z.B. in Form einer raumlichen und zeitlichen Begrenzung der Kinase-Aktivitat hin.
Eine Hemmung der Calpaine wirde demnach eine Verlangerung der
Signaltransduktion Uber Syk bedeuten, die in den beobachteten morphologischen
Veranderungen von HUVEC und somit in der Aufhebung der physiologischen,
endothelialen Barrierefunktion, wie sie im intakten Koronarsystem zu sehen war,

miinden konnte.
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Immunfluoreszenzfarbungen von mit Cl oder CPP behandelten HUVEC zeigten auch
fur RhoA in einigen Zellen eine Translokation an die Zellmembran. Da dies
normalerweise mit einer Aktivierung des G-Proteins gleichzusetzen ist (Sauzeau et
al., 2000; Takai et al., 2001), wurde zusatzlich die Bestimmung der Rho-Aktivitat mit
einem ,Pull-down-Assay“ durchgeflhrt. Hierbei ergab sich, dal® die fir den Rho-
Aktivator Thrombin bekannte, drastische Erhdéhung der Rho-Aktivitdt in HUVEC
(~14fach nach 2min, Vouret-Craviari et al., 2002) bei Calpain-Hemmung nicht zu
erzielen war, sondern sich zu allen untersuchten Zeitpunkten und bei grol3er
Streuung der Einzelwerte nur im Rahmen des 1,3-1,4 fachen von Kontrollen
bewegte. Signifikanz erlangte der Aktivitatsanstieg nur unmittelbar nach Inkubation
mit Cl (2 Minuten). Kontrollversuche zur Uberpriifung des Assays mit 20uM TRAP,
einem am Thrombin-Rezeptor (Par-1) angreifenden Peptid, zeigten an HUVEC eine
ausgepragte Rho-Aktivierung nach 2 Minuten (~10fach, nicht gezeigt). Der
Gesamtgehalt an Rho in den Zellen anderte sich im Western Blot nach Calpain-
Inhibitor Behandlung nicht. Die schnell einsetzende Rho-Aktivierung steht jedoch im
Einklang mit der durch CPP verursachten und schon nach 6 Minuten in HUVEC
nahezu abgeschlossenen morphologischen Veranderung der Zellen (Abb. 17B). Eine
uber Rho-Kinase vermittelte Steigerung der Aktin-Myosin Interaktion und ein damit
verbundener Anstieg der Krafteinwirkung auf die Zellen ist daher moglich und konnte
zu der beobachteten Abrundung gefihrt haben. Ob es sich bei der
Aktivitatssteigerung allerdings um die Hemmung der Rho-Spaltung durch Calpain
(Kulkarni et al., 2002) oder um eine durch andere Signalmolekile (z.B. Syk)
ausgeloste Aktivierung von Rho handelt, wird in weiteren Untersuchungen zu klaren
sein. Auch die Uberpriifung der physiologischen Relevanz dieser sehr milden
Aktivitatserhdhung durch Retraktionsstudien an Calpain-Inhibitor behandelten
HUVEC mit Rho-Kinase Inhibitoren steht noch aus. Insgesamt mul} jedoch
festgestellt werden, dalR die Calpain-Hemmung nur eine sehr kleine
Aktivitatssteigerung von Rho auslost, deren Ausmal in keinem Fall der von Thrombin
gleichkommt und moglicherweise auch nur einen Teil der Vorgange, die zur

Aufhebung der endothelialen Integritat nach Calpain-Hemmung flihren beschreibt.

Die mikroskopische Auswertung der Farbung von Rac1 in HUVEC wies ebenfalls auf
eine Translokation dieses G-Proteins an die Plasmamembran nach Inkubation der

Zellen mit Cl oder CPP hin. Auch fur Rac wird nach der Aktivierung eine Verlagerung
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an die Zellmembran postuliert (Takai et al., 2001; del Pozo et al., 2000), wo es die
Bildung von Aktinflamentnetzwerken und fokalen Komplexen in Lamellipodien
induziert (Nobes and Hall, 1995; Machesky and Hall, 1997). Die Aktivierung dieses
G-Proteins soll unter anderem durch die Kooperation von Syk und dem Guanin-
Nukleotid-Austauschfaktor Vav1 ausgelost werden und anschlielend zur Ausbildung
der Lamellipodien fuhren (Miranti et al., 1998). Ein Zusammenhang zwischen der
nach Calpain-Hemmung beobachteten Akkumulation von Syk in der
Membranfraktion von HUVEC und der im Mikroskop sichtbaren Translokation von
Rac an die Zellmembran erscheint denkbar und verleitet zu der Spekulation, daf}
eventuell auch eine erhdhte Rac-Aktivitat fur die Verminderung der endothelialen
Barrierefunktion nach Calpain-Hemmung von Bedeutung sein konnte. Weitere
Versuche, die eine erhohte Aktivitat von Rac und nachgeschalteter Signalwege nach

Inkubation der Zellen mit Calpain-Inhibitoren belegen stehen allerdings noch aus.

Zusammenfassend lat sich sagen, dal}, ebenso wie die Versuche an den isolierten
Herzen, auch die Untersuchungen an HUVEC flur eine basale Calpain-Aktivitat zur
Aufrechterhaltung der Morphologie und der physiologischen Barrierefunktion der

Endothelzellen sprechen.

4. Spezifitait und Permeabilitat von Calpastatin-Peptid-Penetratin

Die Effizienz des im jeweiligen Experiment eingesetzten Calpain-Inhibitors hangt
entscheidend von seiner Spezifitat und seiner Fahigkeit ab, die Zellmembran zu
passieren. Die gangig eingesetzten Calpain-Inhibitoren, wie z.B. Calpain-Inhibitor |
penetrieren zwar leicht in die Zelle, lassen aber die volle Calpain-Spezifitat
vermissen. In dieser Studie war es mdglich, ein Kombinationsmolekul des spezifisch
gegen Calpain gerichteten Calpastatin-Peptids (27aa, B-Peptid, s. A.1.3.), das Teil
des endogenen Inhibitors ist und nahe des katalytischen Zentrums der Calpaine
bindet (Maki et al., 1989; Kawasaki et al., 1989), und Penetratin (16aa Fragment aus
der Homeodomane des Drosophila-Transkriptionsfaktors ~ Antennapedia)
einzusetzen. Viele Untersuchungen haben bereits gezeigt, da} Penetratin Peptide
von weniger als 100 Aminosauren sehr effektiv in Zellen einschleusen kann
(Prochiantz, 1996).
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Studien, die die Spezifitdt und Zellgangigkeit des Calpastatin-Peptid-Penetratin
Konjugats zeigen wurden bereits durchgeflhrt (S.Gil-Parrado, |. Assfalg-Machleidt
und W.Machleidt; Lehrstuhl fur physiologische Chemie; LMU Mduanchen).
Bemerkenswert ist die Tatsache, da® das Calpastatin-Peptid-Penetratin Konjugat
am isolierten Herzen bereits in einer Konzentration von 0,5uM eine deutliche
inhibitorische Aktivitat entfaltete, wahrend das unkonjugierte B-Peptid selbst in einer
Konzentration von 3uM keinerlei Wirkung zeigte. Obwohl ein hemmender Effekt des
unkonjugierten Calpastatin-Peptids auf isoliertes u- und m-Calpain in vitro bereits in
nanomolaren Konzentrationen beschrieben wurde, lagen die Mengen die flr eine
Calpain-Hemmung an intakten Zellen bendétigt wurden um 50uM (Maki et al., 1989;
Eto et al., 1995). Im Gegensatz hierzu benotigten wir fur die Versuche an HUVEC
nur 1TuM des konjugierten Inhibitors, um Effekte hervorzurufen.

Die Kombination aus Calpastatin-Peptid und Penetratin ist somit ein gutes Beispiel
wie absolute Calpain-Spezifitdt mit einer exzellenten Zellpermeabilitat kombiniert
werden kann. Einen zusatzlichen Vorteil fur Untersuchungen an Zellen und isolierten
Organen bietet CPP auflerdem durch seine leichte Loslichkeit in Wasser. Die
Verwendung dieses Inhibitors ermoglichte es, die mit Cl gefundenen Ergebnisse zu
bestatigen und einen tieferen Einblick in die physiologischen und

pathophysiologischen Funktionen der Calpaine zu erhalten.

5. Einordnung der Ergebnisse in physiologische und pathophysiologische
Zusammenhange

Die mit den hier verwendeten Versuchsprotokollen gewonnenen Ergebnisse
sprechen nicht fur eine Aktivierung und Beteiligung der Calpaine am
Reperfusionsschaden, weder in Form einer Beeintrachtigung der kontraktilen
Funktion noch durch die Ausbildung des koronaren Lecks. Vielmehr scheint eine
konstitutive Aktivitat dieser Proteasen eine bedeutende Rolle in der normalen und
auch besonders in der postischamischen Endothelzellfunktion zu spielen: Erhaltene
oder gar  verstarkte Calpain-Aktivitat ~ durfte der  durch reaktive
Sauerstoffverbindungen und inflammatorische = Mediatoren  hervorgerufenen
Permeabilitatsstorung entgegenwirken. Allerdings konnte kurzlich in Rattenherzen
durch Calpain-Hemmung eine verminderte Adhasion von polymorphkernigen

Leukozyten (PMN) - vermutlich Gber endotheliales P-Selektin - an das Endothel nach
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Ischamie/Reperfusion gezeigt werden, was zu einer Reduzierung des
Reperfusionsschadens an den Herzen flihrte (Ikeda et al., 2002). Versuche an einer
Vielzahl von Zellen zeigen zudem, dal® sowohl die Aktivierung und Aktivitat von p-
und m-Calpain als auch die jeweils gespaltenen Substrate von unterschiedlichen
Faktoren abhangen: 1) dem Zelltyp, 2) dem Substrat, auf dem die Zellen wachsen, 3)
ob es sich um suspendierte oder adharente Zellen handelt, und 4) die zeitliche
Einordnung der Calpain-Aktivitat in die zellularen Prozesse. So kdnnen Calpaine in
Zellen unter bestimmten Bedingungen die Bildung von Stre3fasern hemmen, sie
unter anderen Bedingungen jedoch auch fordern (Kulkarni et al., 2002; Bialkowska et
al., 2000). Der in der Literatur postulierte Nutzen einer Calpain-Hemmung (Urthaler et
al.,, 1997; Ilwamoto et al., 1999) wahrend einer Ischamie und darauffolgender
Reperfusion scheint also von den jeweiligen experimentellen Bedingungen und den
gemessenen Parametern abzuhangen. Ob die Hemmung dieser Enzyme einen
guten therapeutischen Ansatz zur Reduktion des Reperfusionsschadens darstellt,

wird in weiterfUhrenden Studien zu klaren sein.

Zusammengenommen sprechen alle bisher veroéffentlichten Erkenntnisse Uber p- und
m-Calpain - das ubiquitare Vorkommen, der in fast allen Zelltypen mengenmaliig
uberwiegende, endogene Inhibitor Calpastatin, die grol3e Anzahl von Substraten, die
geringe Substratspezifitit und die Aktivierung durch hohe Ca?*-Spiegel,
Phospholipide oder mdglicherweise den Phosphorylierungsgrad (Carafoli and
Molinari, 1998; Khorchid and lkura, 2002; Perrin and Huttenlocher, 2002; Glading et
al.,, 2002) sowie die in dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse - fur eine unter
physiologischen Bedingungen essentielle und lokal begrenzte Aktivitat dieser
Enzyme.

Selbst wenn eine pathologisch hohe Aktivitat der Calpaine als verantwortlich fur
bestimmte Krankheitsbilder beschrieben ist (Huang and Wang, 2001), 1aRt sich
dennoch abschlieBend feststellen, dal® das Nicht-Vorhandensein (,knock-out",
genetische Defekte) verschiedener Isozyme dieser Enzymfamilie zu massiven
gesundheitlichen oder sogar letalen Folgen fihrt (Richard et al., 1995; Horikawa et
al., 2000; Arthur, Elce et al.,, 2000), und da} deshalb im Ganzen gesehen die
physiologische Funktion dieser Proteasen im Vordergrund stehen durfte.
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E. Zusammenfassung

Aus friheren Untersuchungen an isoliert perfundierten Meerschweinchenherzen war
bekannt, dal® es bereits nach 15 minltiger Ischamie und darauffolgender
Reperfusion zu einer Verminderung der Herzfunktion kommt, die sich durch die Gabe
von Ca2+—Antagonisten signifikant verbessern laf3t. Ein kausaler Zusammenhang
zwischen der wéhrend Ischamie/Reperfusion ausgeldsten dramatischen Ca?*-
Uberladung der Zellen und der Funktionseinschréankung der Herzen war somit
bestatigt. Des weiteren war bekannt, daf3 die neutralen Cysteinproteasen u- und m-
Calpain fiir ihre Aktivierung und proteolytische Aktivitat eine hohe intrazellulére Ca**-
Konzentration, wie sie im Rahmen einer Ischamie und der anschliellenden
Reperfusion auftreten kann, bendtigen. Zu den Substraten der Calpaine gehdren u.a.
verschiedene Proteine des Zytoskeletts und maoglicherweise auch des kontraktilen
Apparates. Es erschien daher denkbar, da® die beobachtete Einschrankung der
Herzfunktion nach Ischamie/Reperfusion zum Teil auf die proteolytische Aktivitat
dieser Enzyme zurickzufuhren ist. Im Rahmen dieser Studie sollten deshalb die
folgenden Fragestellungen untersucht werden:

(1) Kommt es im Rahmen einer 15 minltigen Ischamie und folgender
Reperfusion zur Aktivierung der Proteasen p- und m-Calpain und welche
Substrate waren von einer solchen, pathologischen Calpain-Aktivitat
betroffen?

(2) Lalkt sich eine mdgliche durch Ischamie/Reperfusion ausgeldste Calpain-
Aktivierung durch Gabe von Calpain-Inhibitoren verhindern und ware dies fur
die Herzen mit ahnlich benefiziellen Effekten wie die Behandlung mit Ca**-

Antagonisten verbunden?

Zur Bearbeitung dieser Fragen stand das Modell des isoliert perfundierten
Langendorff-Herzens zur Verfugung. Hiermit lassen sich sowohl Untersuchungen auf
Proteinebene — durch Gewebeaufarbeitung der Herzen - als auch Studien zur
koronarvaskularen Permeabilitat  durchfihren. Die Untersuchung der
Gewebeextrakte auf eine Aktivierung von p- und m-Calpain wurde mittels
Zymographie und die Quantifizierung potentieller Calpain-Substrate (Calpastatin,

Troponin |, Fodrin) wurde mittels Western Blot durchgefuhrt. Zur Bestimmung der
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koronarvaskularen Permeabilitdt wurde die Transsudatbildung (Lymphe und
interstitielle Flussigkeit, die epikardial austritt und von der Herzspitze abtropft)
quantifiziert. Fragen, die die mikrovaskulare Funktion betrafen wurden zusatzlich an
Kulturen humaner Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) bearbeitet. Die
Zellen wurden zum einen mikroskopisch mittels Phasenkontrast bzw.
Immunfluoreszenz (Antikorper gegen Syk, RhoA, Rac1) untersucht, zum anderen
wurden Zelllysate hergestellt und mittels Western Blot auf den Gehalt an a-Fodrin
und Syk sowie auf die Aktivitdt von Rho analysiert. Als Calpain-Inhibitoren kamen
Calpain-Inhibitor | (Cl) und das spezifische, zellgangige Konjugat aus Calpastatin-

Peptid und Penetratin (CPP), zum Einsatz.

Aus den Untersuchungen ergaben sich die folgenden Befunde:

(1) Im Zuge einer 15 minutigen Ischamie mit anschlieBender Reperfusion kommt
es weder zu einer zymographisch detektierbaren Calpain-Aktivierung in den
Herzen, noch zum Abbau des endogenen Calpain-Inhibitors Calpastatin oder
des im kontraktilen Apparat lokalisierten kardialen Troponin 1.

(2) Es zeigte sich mit diesem Perfusionsprotokoll eine signifikante Abnahme des
Zytoskelettproteins a-Fodrin in der Membranfraktion der postischamischen
Herzen im Vergleich zu Kontrollen. Diese Abnahme liel3 sich jedoch durch
Infusion von Calpain-Inhibitor | (12uM) nicht verhindern.

(3) Bestimmung der Transsudatbildung volumenkonstant perfundierter,
postischamischer Herzen deutete nicht auf die nach Ilangerer
Ischamie/Reperfusion  bekannte  Erhdhung  der  koronarvaskularen
Permeabilitat hin. Jedoch flhrte die Infusion von zwei verschiedenen Calpain-
Inhibitoren (ClI 12uM; CPP 0,5uM) jeweils zu einer signifikanten Steigerung
des Transsudatflusses in den reperfundierten Herzen. Dieser Anstieg des
Transsudats war ebenso bei Kontrollherzen (ohne Ischamie/Reperfusion)
nach Perfusion mit dem einen oder anderen Inhibitor zu sehen. Auch die
Ausbildung eines Odems war nach Inhibitor-Infusion zu beobachten. Ein nach
Perfusion mit Calpain-Inhibitor | beobachteter, langerdauernder Anstieg des
Perfusionsdrucks der Herzen war bei CPP nur wahrend der Infusion selbst zu

erkennen.
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(4) Konfluente HUVEC-Kulturen, die mit CPP (1uM) behandelt wurden zeigten,
verglichen mit Kontrollen, im Phasenkontrastmikroskop innerhalb weniger
Minuten eine signifikante Erhohung der Bildhelligkeit, bedingt durch ein
Zuruckziehen und Abrunden der Zellen.

(5) Quantifizierung von a-Fodrin in HUVEC, die mit bzw. ohne Calpain-Inhibitor |
(12uM) inkubiert wurden, deutete nicht auf einen limitierten, steten Abbau
dieses Proteins durch Calpain als Notwendigkeit fur die Erhaltung einer
normalen Endothelzellfunktion hin.

(6) Bei Behandlung von HUVEC mit CPP (1uM) oder Calpain-Inhibitor | (12uM)
zeigte sich histologisch eine Translokation der Tyrosinkinase Syk und der G-
Proteine RhoA und Rac1 an die Zellmembran.

(7) Nach Inkubation von HUVEC mit Calpain-Inhibitor | (48uM) war im Western
Blot ebenfalls eine Akkumulation von Syk in der Membranfraktion der Zellen
und fur Rho eine geringfugige Steigerung der Aktivitat nach 2 mindtiger

Inkubation mit dem Inhibitor zu erkennen.

Zusammengenommen deuten sowohl die Daten aus den Herzversuchen als auch die
Ergebnisse aus der Zellkultur nicht auf eine Beteiligung der Calpaine am
Reperfusionsschaden hin, sondern legen vielmehr eine konstitutive Aktivitat der
Proteasen zur Erhaltung der endothelialen Barrierefunktion nahe. Diese Erkenntnis,
dald Calpaine eine elementare Rolle bei der Aufrechterhaltung der koronarvaskularen
Integritat — und hier besonderes nach Ischamie/Reperfusion - zu spielen scheinen,
dient zum besseren Verstandnis der physiologischen Regulation der vaskularen
Permeabilitat und erdffnet vollig neue Ausblicke fur die Minderung postischamischer
Odembildung.

-71 -



Abkurzungen

F. Abkirzungen

aa
BCA
BSA
ca®*
Cl
cr

CP

CPP

DMSO
DTT
EDTA
EGTA
FAK

H*
HEPES

HUVEC

GDP

GTP

Aminosauren

Bicinchoninsaure

Rinder-Serum-Albumin

Calcium

Calpain-Inhibitor | (=ALLN = N-acetyl-Leu-Leu-Nle-CHO; MW = 383,5)

Chlorid

Calpastatin-Peptid (= 27 aa Peptid aus der B-Region von Calpastatin;

MW = 3177,7; Ac-Asp-Pro-Met-Ser-Ser-Thr-Tyr-lle-Glu-Glu-Leu-Gly-

Lys-Arg-Glu-Val-Thr-lle-Pro-Pro-Lys-Tyr-Arg-Glu-Leu-Leu-Ala-NH>)

Calpastatin-Peptid-Penetratin (=Konjugat aus Calpastatin-Peptid und

Penetratin; MW = 5668,78;

Ac-Cys-Arg-GIn-lle-Lys-lle-Trp-Phe-GIn-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys
S -Lys-NH;
S

Ac-Cys-Asp-Pro-Met-Ser-Ser-Thr-Tyr-lle-Glu-Glu-Leu-Gly-Lys-Arg

-Glu-Val-Thr-lle-Pro-Pro-Lys-Tyr-Arg-Glu-Leu-Leu-Ala-NHy)

Dimethylsulfoxid

1,4-Dithio-DL-threit(ol)

Ethylendinitrilotetraessigsaure-Dinatriumsalz

Ethylenglycol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraessigsaure

focal adhesion kinase

Proton

4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure

humane Endothelzellen der Nabelschnurvene (= human umbilical
vein endothelial cells)

Guanosin-5’-diphosphat
Guanosin-5'-triphosphat

Kalium
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kD kilo Dalton

KHK koronare Herzkrankheit

Na* Natrium

NBCS Neugeborenen Kalberserum (new born calf serum)
PA Polyacrylamid

PBS*" Phosphatgepufferte Salzlésung

PECAM platelet endothelial cell adhesion molecule

pH negativer dekadischer Logarithmus der H*-Konzentration
PKC Proteinkinase C

SDS Natriumdodecylsulfat

PAGE Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

SR Sarkoplasmatisches Retikulum

UE Untereinheit

VS versus (= gegenuber)

WB Western Blot
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