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2 EINLEITUNG

2.1 Myokardinfarkt: Definition und Bedeutung fur die
Gesellschaft

Die ehemals geltende WHO-Definition, in der der Myokardinfarkt durch das Auftreten von
mindestens zwei der nachfolgend genannten drei Charakteristika: typische pektangindse
Beschwerden, pathologischer Anstieg kardialer Enzyme im Serum und infarkttypische
EKG-Veridnderungen inklusive der Ausbildung von Q-Zacken definiert war, wurde im Jahr
2000 aufgrund neuer laborchemischer Technologien von der European Society of
Cardiology und dem American College of Cardiology neu definiert. Der Myokardinfarkt
wird heute definiert durch den Nachweis des Untergangs von Myokardzellen, d.h. durch
Nachweis von Markern der Myokardnekrose. Die hochste Sensitivitdt und Spezifitit weist
die Bestimmung des Troponin T oder I auf. Alternativ kann der Anstieg und Abfall des
CK-MB bestimmt werden. Der positive Nachweis dieser Nekrosemarker muss mit
mindestens einem der im folgenden genannten drei Merkmalen einhergehen: typische
Angina  pectoris, infarkttypische = EKG-Verdnderungen oder vorausgegangene
Katheterintervention [1],[29].

Dem akuten Herzinfarkt als Haupttodesursache im Erwachsenenalter und der ischdmischen
Herzkrankheit als Ursache von mehr Todesfillen und Folgeerkrankungen als jede andere
Krankheit in der entwickelten Welt, kommt eine immense volkswirtschaftliche Bedeutung
zu [38],[55]. Die koronare Herzkrankheit ist die Hauptursache verfriihter Todesfélle in den
Industrienationen und fiir 30 % aller Todesfélle bei Personen zwischen 35 und 64 Jahren
verantwortlich [41]. Jedoch haben sowohl Verdnderungen in der Inzidenz, zum Beispiel
durch Reduzierung der Risikofaktoren, als auch in der Letalitdt, die Versorgungssituation
von Koronarkranken und Patienten mit akutem Myokardinfarkt weltweit entscheidend
verdndert [37]. In den letzten Jahrzehnten haben bahnbrechende Verdnderungen zu einer
rapiden Senkung der ,,Inhospitalitdts-Mortalitit* gefiihrt. So zum Beispiel die Einfiihrung
von Coronary Care Units in den 60ern, die Fortschritte der pharmakologischen
Reperfusionstherapie in den 80ern und die Verbreitung von Katheterinterventionen in den
90er Jahren. Zusétzlich hat die Dauertherapie mit Aspirin, -Blockern, ACE-Hemmern und

Statinen zu einer verbesserten Langzeitprognose von Uberlebenden der Akutphase
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beigetragen. In den letzten Jahren ist somit in Deutschland die kardiovaskuldre Mortalitét
stark zuriickgegangen. .Dennoch bleibt der Myokardinfarkt, der immer noch fiir ein Drittel

der Patienten tddlich endet, ein aus klinischer, psychologischer und sozialer Sicht zentrales

Problem [2],[3],[38],[64].

2.2 Pathophysiologie des Myokardinfarkts, Modulation und
Modifikation der Infarktgréi3e

Wird die Koronardurchblutung abrupt durch einen thrombotischen Verschluss einer meist
atherosklerotischen Herzkranzarterie, unterbrochen, kommt es in der Regel zu einem
Myokardinfarkt. Risikofaktoren fiir ein solches Ereignis sind u. a. Zigarettenrauchen,
Hypertonus und Hyperlipidimie. Der pathophysiologische Ablauf gestaltet sich derart,
dass zundchst ein atherosklerotischer Plaque einreilt oder ulzeriert und es nach
Anlagerung einer einzelligen Thrombozytenschicht zur Thrombozytenaktivierung, -
quervernetzung und —aggregation kommt. Die Gerinnungskaskade wird in Gang gesetzt
und die Koronararterie wird durch einen Thrombus verschlossen. Andere Ausldser fiir
einen akuten Myokardinfarkt koénnen Koronararterienembolien, angeborenen Fehl-
bildungen, Koronararterienspasmen und Systemerkrankungen sein. Verantwortlich fiir die
Modulation der Groe des Myokardinfarkts, sind die folgenden Faktoren: (1) Der Umfang
des Versorgungsgebietes des Koronararteriengefdafles, (2) der Grad des Verschlusses, (3)
die Dauer des Verschlusses, (4) das Vorhandensein einer Kollateralversorgung, (5) der
Sauerstoffbedarf des betroffenen Myokards, (6) individuelle Faktoren, die eine friihe
spontane Lyse des okklusiven Thrombus herbeifiihren kdnnen und (7) die Angemessenheit
der Herzmuskeldurchblutung im Infarktgebiet nach Flusswiederherstellung [55].

Fiir die Begrenzung der InfarktgroBe sind insbesondere drei Punkte entscheidend: Eine
frithe Reperfusion, eine Verringerung des myokardialen Energieverbrauchs und die Bereit-
stellung von Energiequellen im Myokard [16],[26],[47]. Zusétzliche, in Zusammenhang
mit der Reperfusion stehende Faktoren, die fiir die Begrenzung der Infarktgréfe eine Rolle
spielen, sind die Verhinderung von Koronarspasmen, die Optimierung der systemischen
Hamodynamik durch Erhohung des koronaren Perfusionsdrucks und Reduzierung des
linksventrikuldren enddiastolischen Fiillungsdrucks sowie die Entwicklung einer

kollateralen Zirkulation [40].
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2.3 Apoptose und Nekrose

Beim Untergang von Myokard im Rahmen eines Myokardinfarkts sind verschiedene
Formen des Zelltods beteiligt. Zwei Hauptformen, die unterschieden werden, sind
Apoptose und Nekrose. Der Begriff der Apoptose, wie man ihn heute versteht, ist als
solcher seit 1972 bekannt, als Kerr, Wyllie und Currie eine besondere Form des Zelltods
beschrieben. Erhélt eine Zelle das Signal apoptotisch zu werden, so durchlduft sie eine
genaue Abfolge von morphologischen Verdnderungen, die mit dem Lichtmikroskop
beobachtet werden konnen. Beginnend mit dem Zusammenziehen der Zellmembran iiber
die Chromatinkondensation und Zellfragmentierung, bis hin zur Phagozytose der
Apoptosekorperchen durch benachbarte Zellen, folgt die Apoptose einer bestimmten
Reihenfolge [4]. Proapoptotische Faktoren fiihren auf zelluldrer Ebene zunéchst zu einem
Verlust von Mikrovilli und Interzellularverbindungen, einer Schrumpfung des Zytoplasmas
und zu Verdnderungen der zytoplasmatischen Motilitdit mit der Bildung membran-
umschlossener Fortsdtze (,,membrane blebbing®) und dem Auftreten von Blasen im
Zytoplasma. Es kommt zur Distribution von Phosphatidylserin an der Zelloberfliche und
Hyperkondensation des Kernchromatins sowie dessen Verdringung in die Peripherie.
Schlussendlich kommt es zum explosiven Zerfall der Zelle in membranumschlossene
apoptotische Korperchen, die Reste des Nukleolus, der Mitochondrien und anderer
Organellen enthalten. Die Plasmamembran behélt wihrend des gesamten Vorgangs ihre
Integritit. Die apoptotischen Kdrperchen werden im umliegenden Gewebe phagozytiert.
Sie verursachen, da sie ihre Inhalte nicht an die Umgebung freigeben, keine Entziindungs-
reaktion [62],[66]. Der apoptotische Zelltod ldsst sich in zwei Phasen einteilen: die
Latenzphase, in der die Zelle morphologisch noch véllig unauffillig erscheint, aber sich
schon in der Vorbereitung zur Apoptose befindet und die Exekutionsphase, in der die oben
beschriebenen Schritte ablaufen [48]. Wird die Zelle nicht phagozytiert, kommt es zu
einem der Nekrose dhnlichen und als sekundire Nekrose bezeichneten Vorgang, in dem
die ,,apoptotic bodies* degradiert werden [50].

Die Apoptose ist eine Form programmierten Zelltodes und spielt eine ganz
unterschiedliche Rolle wihrend der physiologischen Embryonalentwicklung und wihrend
des Erwachsenseins. Wéhrend der Embryonalentwicklung liegt die Hauptbedeutung der
Apoptose in der Riickbildung rudimentérer Strukturen, der Kontrolle der Zellzahl und im
Umbau von Geweben und Organen. Wihrend des Erwachsenseins dient die Apoptose als

Gegenspieler zur Mitose der Homoostase und der Vernichtung von Zellen, die potentiell
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autoimmunreaktiv, maligne oder virusinfiziert sind [45],[57]. Die urspriingliche Annahme,
dass es bei differenzierten Zellen wie Kardiomyozyten keine Apoptose gibt, konnte in den
letzten Jahren nicht mehr aufrechterhalten werden. Vielmehr stellte sich heraus, dass der
Apoptose auch bei einer Reihe von kardiovaskuldren Erkrankungen wie dem Myokard-
infarkt, der Herzinsuffizienz und der Atherosklerose eine entscheidende Rolle zukommt
[58]. Der Apoptose wird die Nekrose gegentibergestellt. Als Nekrose bezeichnet man die
Form des Zelltods, die aus dem irreversiblen Schaden einer Zelle resultiert. Ursachen
hierfiir kdnnen Sauerstoffmangel, Temperaturextreme oder physikalische Schéden sein.
Auf zellbiologischer Ebene laufen wihrend der Nekrose die folgenden Vorgidnge ab: In
einem frithen Stadium kommt es zum Verlust der Integritit der Zellmembran, was einen
Wassereinstrom in die Zelle zur Folge hat. Das Anschwellen der Zelle fiihrt zum Platzen
der Plasma- und Organellenmembranen. Die Zelle durchlduft nun einen generalisierten
Prozess der Autodigestion mit Denaturierung und Koagulation zytoplasmatischer Proteine
und es kommt zur Verbreitung zelluldrer Inhalte in die Umgebung. Es resultiert eine lokale
Entziindungsreaktion, die zur Anlockung von Makrophagen fiihrt, die die Zellbestandteile
phagozytieren und aktiviert werden [62],[66]. Die zur Nekrose fithrenden Schiden wirken
meist auf ausgedehntere Gebiete ein, als nur auf eine Zelle und betreffen so hiufig groBBere

Zellverbiande [48].
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Abbildung 1: Morphologische Charakteristika von Nekrose und Apoptose

Die Nekrose beginnt mit dem Verlust der intrazellularen Homdostase welcher zum Einstrom von
Wasser und extrazelluldren lonen fihrt. Intrazelluldre Organellen und die gesamte Zelle schwellen
und platzen. Durch den Verlust der Integritdt der Zellmembran werden die zytoplasmatischen
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Inhalte inklusive lysosomaler Enzyme in die Extrazellularflissigkeit freigegeben. Aufgrund dessen
ist die Nekrose in vivo oft mit weit reichendem Gewebeschaden und Entziindung assoziiert.

Beim Ablauf der Apoptose kommt es zunachst zur Chromatinaggregation, nuklearen und zyto-
plasmatischen Kondensation und zur Teilung des Zellkerns und des Zytoplasmas in membran-
umschlossene Vesikel (Apoptosekdrperchen), die morphologisch intakte Organellen und Kern-
material enthalten. In vivo werden diese Apoptosekodrperchen schnell von Makrophagen oder
umliegenden epithelialen Zellen erkannt und phagozytiert. Eine inflammatorische Reaktion folgt
nicht. In vitro kommt es jedoch am Ende zur Schwellung und zum Platzen der Kdérperchen, einem
als sekundare Nekrose bezeichnetem Prozess [49].

2.4 Reperfusionsschaden

Arbeiten zum Thema ,,apoptotischer Zelltod* zeigten, dass das Ausmall der Apoptose im
Rahmen einer Ischdmie nicht nur von deren Dauer abhéngig ist, sondern insbesondere auch
in direktem Zusammenhang zum Vorhandensein und zur Dauer einer Reperfusion steht.
Die Reperfusion ischdmischen Myokards liefert noch nicht irreversibel geschédigtem
Myokard lebensrettenden Sauerstoff. Sie ermdglicht diesen Zellen, aufgebrauchte Energie-
speicher wieder zu fiillen, entstandenen Schaden zu reparieren und ihre normale
Kontraktionsfunktion wieder aufzunehmen. Somit ist die frithe Reperfusion fiihrendes
Therapieziel bei der Behandlung von Patienten mit Myokardinfarkt. Uberraschenderweise
stellte sich jedoch heraus, dass die Reperfusion den apoptotischen Zelltod ischdmischer
Kardiomyozyten beschleunigen kann [14]. Es werden also durch die rettende Reperfusion
auch durchaus schidliche Prozesse in Gang gesetzt, die zu einem Untergang von Gewebe
filhren. Als Reperfusionsschaden wird deshalb derjenige Anteil an zu Grunde gegangenem
Myokard bezeichnet, der durch Therapieoptimierung in der Reperfusionsphase gerettet
werden kann. Unter dem Ausdruck Reperfusionsschaden (reperfusion injury) wird streng
genommen nur der Zellschaden verstanden, der ursidchlich erst durch den Vorgang der
Reperfusion ausgeldst wurde [14]. Kajstura et al. und Fliss und Gattinger berichteten, dass
im Myokard von Ratten nach einer zwei Stunden dauernden permanenten Ischidmie
apoptotische Zellen nachgewiesen werden konnen, und dass der Ablauf der Apoptose
durch 45-miniitige Ischdmie und anschlieBende einstiindige Reperfusion beschleunigt
werden kann. Apoptose war entweder nach prolongierter Ischdmie ohne Reperfusion oder
nach einer kiirzeren Ischdmie gefolgt von Reperfusion nachweisbar [15],[27],[66].

Sicher erwiesen ist, dass der Gesamtschaden eines Myokardinfarkts, der vornehmlich
durch Nekrose ausgelost wird, durch die Reperfusion begrenzt wird. Einzig die Apoptose

wird durch die Reperfusion eventuell verstarkt [17].
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Es stellte sich weiterhin die Frage, ob der Ablauf der Apoptose an die Reperfusion
gebunden ist, oder ob es auch nach alleiniger Ischdmie zur Apoptose kommen kann. Diese
Frage konnte bisher nur unzureichend gekldrt werden, dennoch iiberwiegt die Zahl
wissenschaftlicher Publikationen, die den Ablauf der Apoptose nach Ischdmie nur in
Verbindung mit anschlieender Reperfusion sehen.

So zeigten Gottlieb et al., dass Hasenherzen sowohl nach 0,5 Stunden als auch nach 4,5
Stunden dauernder Ischidmie keine Anzeichen fiir Apoptose aufwiesen. Nach 30-miniitiger
Ischdmie und vier Stunden dauernder Reperfusion wiesen jedoch alle Herzen apoptotische
Zellen auf [18].

Der kritische Punkt bei der Klarung der Rolle der Reperfusion ist, ob wdhrend der
Reperfusionsphase Zellen geschiddigt werden, die wéhrend der Ischdmiephase noch nicht
irreversibel geschadigt waren, oder ob die Reperfusion lediglich den Zelltod ohnehin
verlorener Myozyten beschleunigt [17]. Die Verfligbarkeit von ATP scheint eine wichtige
Rolle zu spielen bei der Entscheidung, ob Myozyten infolge ischdmischer Verdnderungen
apoptotisch oder nekrotisch werden. Interessanterweise hat Apaf-1 (Apoptosis protease
activating factor-1) eine Bindungsstelle fiir ATP, was erkldren wiirde warum der ATP-
Gehalt einer Zelle dafiir verantwortlich ist, ob die Zelle, reicht ihr ATP-Vorrat aus,
apoptotisch wird, oder, sind ihre Energiespeicher leer, nekrotisch wird [5]. Die Auffiillung
der zelluliren ATP-Speicher, der plotzliche Anstieg intrazelluliren Kalziums und die
Produktion freier Radikale sind Vorgdnge, die unverziiglich durch die Reperfusion initiiert
werden und den pldtzlichen Anstieg apoptotischen Zelltods zu diesem Zeitpunkt erklaren
konnen [14],[45]. Auch wenn nicht klar ist, ob der programmierte Zelltod eine wichtige
Rolle beim Ischdmie/Reperfusionsschaden spielt und er keinen entscheidenden Anteil am
initialen Gewebeschaden trigt, so bleibt jedoch zu eruieren, ob die Apoptose insbesondere
im Grenzzonenbereich des Infarkts zum allmdhlichen Verlust funktionsfahigen Myokards

beitragt [17].

2.5 Pleiotrope Effekte von HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren

In unseren Versuchen beschiftigen wir uns mit den Auswirkungen von HMG-CoA-
Reduktase-Inhibitoren auf den oben geschilderten Reperfusionsschaden. Fiir sdmtliche
giingstigen Effekte der Statine hat man bis vor einigen Jahren allein ihre cholesterin-
senkende Wirkung verantwortlich gemacht. Neue Studienergebnisse weisen darauf hin,

dass Statine zusitzlich direkte Einfliisse auf das kardiovaskuldre System haben, die
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unabhingig von ihrer cholesterinsenkenden Eigenschaft sind. Diese Eigenschaften werden
als pleiotrope Effekte bezeichnet [21].

Statine verbessern die endotheliale Dysfunktion, die bei vielen kardiovaskuldren
Erkrankungen vorliegt. Als endotheliale Dysfunktion bezeichnet man eine verringerte
Bioverfiigbarkeit von NO. Statine stabilisieren die eNOS mRNA und steigern so die
Expression und Aktivitdt der endothelialen NO-Synthase und erhohen die Freisetzung von
NO [33],[34],[36].

Statine wirken zudem antiinflammatorisch. Die Leukozyten-Endothelzell-Adhédsion wird
verhindert und die Invasion von Entziindungszellen in geschidigte Gewebe reduziert. Der
entstchende Gewebeschaden kann so vermindert werden [7].

Des Weiteren konnte fir HMG-CoA-Reduktase-Hemmer ein antithrombotischer Effekt
nachgewiesen werden. Zum einen reduzieren sie das Level an Plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1) in glatten GefdBmuskelzellen und Endothelzellen, zum anderen
steigern sie die Expression von tissue plasminogen activator (tPA). Das Gleichgewicht
verschiebt sich in den Gefdflen so in Richtung vermehrter fibrinolytischer Aktivitdt [36].
Chen et al. haben eine antiproliferative Wirkung bei Statinen festgestellt. Simvastatin
reduzierte unabhingig vom Cholesterinspiegel die Media- und Intimaproliferation nach
Gefalverletzungen [7].

Die pleiotropen Wirkungen der HMG-CoA-Reduktase-Hemmer beschrinken sich jedoch
nicht auf vaskuldre Effekte sondern betreffen ebenso das Herz. Statine bewirken
beispielsweise eine Anderung der Spannung der sakrolemmalen Na+/K+-Pumpe und
beeinflussen so die Kontraktilitdt der Kardiomyozyten [19].

Statine senken zudem den CRP-Spiegel (C-reaktives Protein), einen Risikofaktor fiir die
Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit [8],[35],[54].

2.6 Vorarbeiten

In vorangegangenen Versuchen unserer Arbeitsgruppe wurde die Bedeutung dieser
pleiotropen Effekte auf den Ischdmie-Reperfusionsschaden ndher untersucht. Nach
Vorbehandlung von Wistar-Ratten mit Statin oder Placebo fiir eine Woche wurde durch
tempordre Ligatur der linken Koronararterie ein Myokardinfarkt mit Reperfusion erzeugt.
In diesen Versuchen konnte so eine Senkung des Ischdmie-Reperfusionsschadens durch
Statin um 49 % erzielt werden ( IS/AAR: 5917 % in Placebo-behandelten Tieren und
2945 % in Statin-behandelten Tieren. p<0,05 ).
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Ein weiteres Ziel dieser Studie war es, die Rolle der myokardialen endothelialen NO-
Synthase bei der Infarktgroenreduktion durch Statin zu kldren. Hierzu wurde einem Teil
der Versuchstiere 15 Minuten vor Verschluss der Koronararterie ein Bolus L-NAME, ein
NOS-Inhibitor, verabreicht. Bei diesen Tieren konnte durch vorherige Statingabe keine
Reduktion der InfarktgroBe erzielt werden. Die Senkung der InfarktgroBe wurde durch
L-NAME vollstindig verhindert, was der kardialen NOS eine entscheidende Rolle in der

Vermittlung der kardioprotektiven Wirkung der Statine zuweist.

D
T
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N w
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Ein weiteres Indiz fiir die Bedeutung der eNOS fiir die Kardioprotektion durch Statine
waren die kardiale eNOS-Aktivitit und die kardiale eNOS-Expression. Die Vorbehandlung
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der Tiere mit Cerivastatin fithrte zu einem signifikanten Anstieg der NOS-Aktivitét

verglichen mit Placebo-behandelten Tieren [61].

25
] p<0,05

NOS activity
= N
(¢ o
P T N T T N T N I Y B |

[pmol min"t mg!]
[
o

[63]

o

Nachfolgende Experimente behandelten den FEinfluss von Simvastatin bei akuter
Verabreichung unmittelbar vor Beginn der Reperfusion. Diese Versuche, die in vivo an
Wistar-Ratten durchgefiihrt wurden, zeigten, dass Simvastatin den Reperfusionsschaden
nach 3-stiindiger Reperfusion um 42 % im Vergleich zu den Kontrolltieren senkt. Dieser
Effekt wurde iiber eine Aktivierung des PI 3-Kinase/Akt Pathways vermittelt und es
konnte ein tendenzieller Anstieg der eNOS-Phosphorilierung gemessen werden. Gleich-
zeitige Gabe des PI 3-Kinase Inhibitors Wortmannin blockierte diesen kardioprotektiven

Effekt vollstdndig [60].

2.7 Fragestellung

Die Ergebnisse der Vorversuche lassen die Frage unbeantwortet, ob die InfarktgroBen-
reduktion durch Statine auf eine Reduktion der Apoptose zuriickzufiihren ist. Deswegen
wurde in den aktuellen Versuchen der Einfluss der Statine auf die Apoptose nach
myokardialer Ischdmie untersucht. Es handelt sich bei der beschriebenen Untersuchung um
eine randomisierte und placebokontrollierte Studie, bei der im Rahmen der ersten
Randomisierung eine Zuteilung in Medikamenten- und Placebogruppe und im Rahmen der

zweiten Randomisierung eine Zuteilung in Ischdmie- und Normoxiegruppe erfolgte.
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3.1

3.1.1

3.1.2

MATERIAL UND METHODEN

Material

Gerate

Blotkammer
Dispergierwerkzeug
PCR-Maschine
UV-Kamera
Fluoreszenzmikroskop
Thermometer
Photometer

Vortexer

Zentrifugen

Thermomixer
Schwenktisch
Power Supplies

Langendorff-Apparatur:

- Wasserbéader

- Rollerpumpen
pH-Meter
Ultraschallbad
Magnetriihrer
Elektrophoresekammer
Waagen

Pipetten

X-Cell Sure Lock
UltraTurrax T8
Uno

IX70

testo 920
Genesys 10uv
Genie 2
Biofuge pico
202 MK
compact
Duomax 1030
Power Ease 500
EPS 300

B3

5058

pH 526

Sonorex Super RK106
MR 3001

Agagel Standard
R200D research
U4100 universal
Finnpipetten

Chemikalien und Reagenzien

Xylol

Proteinase K
Rinderserumalbumin
Propidiumiodid
Mounting Medium
DNAse

Trizol

Chloroform

Agarose

Smart Ladder PCR Standard
RPN 800 Rainbow Marker

Invitrogen
IKA-Werke
Biometria

Olympus

Testo

Thermo Spectronic
Scientific Industries
Heraeus

Sigma

Eppendorf

Heidolph Instruments

Invitrogen
Pharmacia Biotech

Haake

Watson / Marlow
WTW

Bandelin

Heidolph

Biometra

Sartorius

Sartorius
ThermoLabsystems

Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Eurogentec
Gibco
Merck
Peqlab
Eurogentec
Amersham
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3.1.3

3.1.4

3.1.5

3.1.6

Ethidiumbromid

Western Blot Running Buffer
Western Blot Sample Buffer
Western Blot Antioxidant
Western Blot Transfer Buffer
Skim Milk

PMSF (Phenylmethanesulfonyl-fluoride)

Coomassie

Cell Lysis Buffer (10x)
Tween 20

Fixierer

Entwickler

Folin

Heparin Natrium
Thiopental Natrium

Labormaterial

Pipettenspitzen

Pufferschalen

Sterile 1 ml Spritzen
Plastik-Rohrchen 15 ml
ReaktionsgefaBe 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml
Schraubcups 1,5 ml + Deckel
Coplin Jars

Antikorper

NOS 3 rabbit polyclonal 1gG
eNOS mouse monoclonal AB
Goat anti-mouse IgG HRP
Goat anti-rabbit [gG HRP

Oligonukleotide

Pharmacia Biotech
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Fluka BioChemika
Sigma

Biorad

New England Biolabs
Bio-Rad

Sigma

Sigma

Sigma

Roche

BYK

Sarstedt
HASSA

BD Plastipak
Greiner
Sarstedt
Sarstedt, Alpha
HASSA

Santa Cruz
Transduction lab.
DAKO

DAKO

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech AG synthetisiert
und als lyophilisiertes Pulver versandt. Dieses wurde in sterilem Millipore-
Wasser gelost, aliquotiert und bei —20 °C tiefgefroren. Die Endkonzentration

betrug 0,5 uM.

Bax-arev. 5" CTT CCA GAT GGT GAG CGA GG-3’
Bax-a forw. 5" GTT TCA TCC AGG ATC GAG CAG-3’
Bcl-2 rev. 5" AGC CAG GAG AAA TCA AAC AGA G-3°
Bcl-2 forw. 5" AGC TGC ACC TGA CGC CCT TC-3’

Kits

In Situ Cell Death Detection Kit Fluorescein (TUNEL) Roche
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ECL Western Blot Analysis System Amersham
One Step RT-PCR-Kit Qiagen

3.1.7 Software

Lotus 1-2-3, Lotus IBM

Scion Images, Version Beta 4.0.2, Scion Corporation
Vision, Olympus

GraphPad Prism, Version 4, GraphPad Software

3.2 Versuchstiere

3.2.1 Tierhaltung

Die fiir diese Studie benétigten Tiere wurden nach den Richtlinien ,,Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals* (US National Institutes of Health, NIH Publikation Nr. 85-23
in der revidierten Fassung von 1996) gehalten. Als Versuchstiere dienten méannliche
Wistar-Ratten (Charles River), die pathogenfrei aufgezogen und gehalten wurden. Die
Tiere lebten bei einer Raumtemperatur von 20-22 °C, einem Hell-/Dunkel-Rhythmus von
10h/14h und erhielten eine Standard-Pellet-Didt, sowie Wasser ad libitum. Am Morgen des
Versuchstages wurden die Ratten der ,,Gemeinsamen Tierhaltung der Universitit zu
Liibeck* entnommen und bis zur Organentnahme reizarm gehalten. Zu diesem Zeitpunkt

waren die Tiere ca. 60 Tage alt (mittleres Korpergewicht 266 g).

3.2.2 Medikamentenverabreichung an die Versuchstiere

Die Tiere wurden vor der Organentnahme sieben Tage lang jeden Tag zur gleichen Uhrzeit
mit dem HMG-CoA-Reduktase-Hemmer Simvastatin gefiittert. Simvastatin wurde in
Pulverform von der Firma MSD zur Verfligung gestellt, in Wasser geldst und in einer
Dosis von 20 mg/kg Korpergewicht verabreicht. Zu Beginn der Fiitterungswoche wurde
jedes Tier gewogen und markiert. Auf eine 1 ml-Spritze wurde eine gebogene Knopf-
kaniile aufgesetzt und durch diese zunidchst 300 ul Wasser aufgezogen. Entsprechend des
Korpergewichts der Ratte wurde jetzt durch die Knopfkaniile die berechnete Menge der
Simvastatin-Losung aufgezogen. So wurde ein Zurilickbleiben des Medikaments in der
Kaniile nach Applikation vermieden. Zur Fiitterung wurden die Tiere im Nackenfell

gegriffen und auf den Riicken gedreht. Mit der Knopfkaniile wurde ziigig der Osophagus
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sondiert und das Medikament appliziert. Das insgesamt so verabreichte Volumen betrug
gewichtsadaptiert ca. 550-600 ul. Die Tiere der Kontrollgruppe wurden ebenfalls
gewichtsadaptiert durch Sondierung mit 550 pl Wasser gefiittert. Bei ruhiger Handhabung
tolerierten die Tiere diese Fiitterungsart nach einer ein- bis zweitdgigen Eingewdhnungs-

phase gut.

3.3 Isoliert perfundiertes Rattenherz

3.3.1 Versuchsvorbereitung der Langendorff-Perfusion

Die Versuchstiere wurden mit Thiopental in einer Dosis von 0,025 g narkotisiert. Zunéchst
wurde mit einer scharfen Schere der Bauchraum der Tiere erdffnet und 1250 IE Heparin in
die Vena cava inferior injiziert. Dies verhinderte eine Thrombosierung in den Blutgefda3en
vor Entnahme des Herzens. Sofort im Anschluss wurde der Thorax durch einen Schnitt
durch das Zwerchfell und zwei seitliche Schnitte, die die Rippen durchtrennten, erdffnet.
Das Herz wurde unter Mitnahme eines kurzen Segmentes der Aorta ascendens isoliert und
sofort in eiskalte Krebs-Henseleit-Losung gelegt. Mit zwei Pinzetten wurde die Aorta
ascendens gefasst und das Herz an die Langendorff-Apparatur angehéngt. Die Zeit von der
Eroffnung des Bauchraumes der Versuchstiere bis zur retrograden Perfusion des Herzens

betrug weniger als eine Minute.

3.3.2 Aufbau und Einstellung der Langendorff-Apparatur

Der Autbau der Langendorff-Apparatur lie3 die Perfusion von vier Herzen gleichzeitig zu.
Diese konnten zeitgleich auch nach unterschiedlichen Protokollen perfundiert werden. Die
Herzen wurden mit einem konstanten Fluss von 8 ml/min. perfundiert. Die Krebs-
Henseleit-Losung hatte eine konstante Temperatur von 37 °C, der pH wurde durch
Begasung mit CO, auf 7,4 +/- 0,04 eingestellt. Die Herzen wurden durch eine doppel-
wandige Glaskammer, die mit 37 °C warmem Wasser durchspiilt wurde, vor dem

Auskiihlen geschiitzt.
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Krebs-Henseleit-Losung: ad 10 | Aqua dest.
Titriplex 0,1g
NaCl 73 g
MgCl-Hexahydrat 2,14 ¢
KCl 3g
CaCl 2,72 g
Glukose 20¢g
Natriumhydrogencarbonat l4¢g
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 03¢g

3.3.3 Perfusionsprotokolle

Nach Kaniilierung der Aorta ascendens wurde jedes Herz zundchst fiir zehn Minuten ohne
Intervention perfundiert. Die weitere Perfusion erfolgte nach dem Normoxie- oder
Ischdmie-Protokoll. Nach Ende der Perfusion wurden die Herzen in je fiinf bis sechs
horizontale Scheiben geteilt, welche einzeln in Eppendorfgefdlen in fliissigem Stickstoff

schockgefroren wurden. Die anschlieBende Lagerung erfolgte bei —80 °C.

3.33.1 Normoxische Versuche

In Vorversuchen zur Etablierung der Reperfusionszeit wurden Kontrollherzen nach der 10-
miniitigen EingewOhnungsphase kontinuierlich fiir 90, 150 oder 210 Minuten mit einem
konstanten Fluss von 8 ml/min. perfundiert. Die Herzen der medikamentds vorbehandelten
Tiere und ihrer Kontrolltiere wurden in den folgenden Versuchen 120 Minuten ohne

Intervention perfundiert.

Perfusionsbeginn
\ 4

AP Normoxische Perfusion fur

10 min. 90, 150 oder 210 min.

Abbildung 2: Normoxisches Perfusionsprotokoll der Vorversuche

Herzen nicht medikamentds vorbehandelter Tiere wurden in den Vorversuchen nach einer 10-
minltigen Adaptationsphase (AP) fur 90, 150 oder 210 Minuten bei konstanten Flussverhaltnissen
und konstantem pH perfundiert. Sie dienten als Kontrollgruppe bei den Versuchen zur Ermittlung
der Reperfusionszeit.
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Perfusionsbeginn

7 Tage AP Normoxische Perfusion

Placebo 10 min. 150 min.

Perfusionsbeginn

7 Tage AP Normoxische Perfusion

Statin 10 min. 150 min.

Abbildung 3: Normoxisches Perfusionsprotokoll der Hauptversuche

In den normoxischen Perfusionsversuchen wurden nach 7-tagiger Vorbehandlung der Wistar-
Ratten mit Placebo bzw. Simvastatin die Herzen entnommen und Gber die Aorta sofort an der
Langendorff-Apparatur kandliert. Nach einer 10-minttigen Adaptationsphase (AP), in der die
korrekte Perfusion der Herzen kontrolliert wurde, erfolgte eine 150-minitige Perfusion bei
konstanter Flussgeschwindigkeit von 8ml/min und konstantem pH.

3.3.3.2 Ischamie/Reperfusions-Versuche

Zur Bestimmung der optimalen Reperfusionszeit wurden in anfanglichen Versuchen
Herzen nicht medikamentos vorbehandelter ~Wistar-Ratten mit verschiedenen
Reperfusionszeiten perfundiert. Die Reperfusionszeit im Anschluss an die 30-miniitige
Ischdmie betrug 60, 120 oder 180 Minuten. Nach Auswertung dieser Versuche wurde fiir
die Versuche an den Herzen der medikamentds vorbehandelten Tiere und ihren Kontroll-
tieren eine Reperfusionszeit von 120 Minuten gewahlt. Die sich anschlieBenden Versuche
mit den medikament6s vorbehandelten Tieren und den Kontrolltieren, die der Ischimie-
gruppe zugeordnet waren, wurden nach dem folgenden Protokoll durchgefiihrt: Zu Beginn
der 11. Minute wurde der Perfusionsfluss unmittelbar vor den Herzen durch Abklemmung
der zufiihrenden Schlduche fiir 30 Minuten unterbrochen. Die so hervorgerufene Myokard-
ischimie wird als globale ,,Stop-flow-Ischdmie bezeichnet. In der sich anschlieenden
120-miniitigen Reperfusionsphase wurden alle Herzen erneut mit einer konstanten Fluss-

geschwindigkeit von 8 ml/min. perfundiert.
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Perfusionsbeginn
4

AP SFI Reperfusion fur
10 min. 30 min. 60, 120 oder 180 min.

Abbildung 4: Ischamie/Reperfusionsprotokoll der Vorversuche

In den Vorversuchen zur Ermittlung der Reperfusionszeit wurde bei der Perfusion nicht
medikamentds vorbehandelter Herzen nach einer 10-minitigen Adaptationsphase (AP) eine 30-
minltige Flussunterbrechung (Stop-flow-Ischamie, SFI) durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine
60, 120 oder 180 Minuten dauernde Reperfusion.

Perfusionsbeginn

7 Tage AP SFI Reperfusion

Placebo 10 min. 30 min. 120 min.

Perfusionsbeginn

7 Tage AP SFI Reperfusion
Statin 10 min. 30 min. 120 min.

Abbildung 5: Ischamie/Reperfusionsprotokoll der Hauptversuche

In den Ischamie/Reperfusionsversuchen wurden nach 7-tagiger Vorbehandlung der Wistar-Ratten
mit Placebo bzw. Simvastatin die Herzen entnommen und Uber die Aorta sofort an der
Langendorff-Apparatur kantliert. Nach einer 10-miniitigen Adaptationsphase (AP) erfolgte eine
totale Flussunterbrechung (Stop-flow-Ischamie, SFI) fur 30 Minuten. Darauf folgte die zwei
Stunden dauernde Reperfusionsphase, bei der mit konstanten Flussverhaltnissen von 8 ml/min
und konstantem pH perfundiert wurde.

3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Einbettung der Herzscheiben in Paraffin

Direkt im Anschluss an die Perfusion der Rattenherzen wurde pro Herz jeweils eine Herz-
scheibe (immer aus gleicher Hohe) in 3,7 % Formaldehydlosung gebracht und bei 4 °C fiir
24 bis 48 Stunden gelagert, bevor sie im Institut fiir Pathologie in Paraffin eingebettet

wurde. Die Paraffinblécke wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C autbewahrt.
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3.4.2 Anfertigung von Paraffinschnitten

Die Paraffinblocke wurden zunéchst auf eine Tiefkiihlplatte gelegt und nach ausreichender
Kiihlung in ein Mikrotom eingespannt. Die Schnittdicke betrug 5 um. Jeweils zwei
Schnitte eines Herzens wurden auf einen Objekttriager aufgezogen und direkt im Anschluss

mit dem TUNEL-Assay analysiert. Die Paraffinschnitte wurden nicht gelagert.

3.4.3 TUNEL-Assay

Wihrend der Apoptose kommt es zu charakteristischen Doppelstrangbriichen in der
genomischen DNA. Diese Strangbriiche finden zwischen Nukleosomen statt und fithren zu
mono- und oligonukleosomalen DNA-Fragmenten mit ein- bis vier Basen langen Uber-
hingen an den 3'-OH-Enden. Die TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase —
mediated dUTP nick end labeling) — Methode funktioniert folgendermalBlen: Das Enzym
TdT héngt an die entstehenden freien Enden mit Fluoreszein markierte dNTP-Nukleotide

an, die fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden konnen.

+ Terminal transferase

+x-antp

Abbildung 6: Schematische Darstellung des TUNEL-Assays

Extensiver DNA-Abbau ist ein charakteristisches Merkmal in frihen Stadien der Apoptose. Die
DNA-Spaltung erzeugt sowohl doppelstrangige mono- und oligonukleosomale DNA-Fragmente,
also auch einzelstrangige DNA-Briiche. Beide Arten von DNA-Strangbriichen lassen sich durch
enzymatische Markierung der freien 3"-OH-Enden mit modifizierten Nukleotiden (X-dNTP, X=
Fluoreszein) nachweisen. Das im TUNEL-Assay verwandte Enzym ist die terminale Deoxy-
nukleotidyltransferase (TdT). Die TdT labelt stumpfe Enden doppelstrangiger DNA-Briiche ohne
Gegenvorlage [49].
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Zur Schmelzung des Paraffins wurden die Objekttrager eine Stunde bei 60 °C inkubiert
und anschliefend zur Immersion fiinf Minuten in Xylol gewaschen. Die Objekttrager
durchliefen dann eine absteigende Alkoholreihe von 100 %, 95 %, 90 %, 80 %, 70 % (eine
Minute pro Konzentration) und wurden zum Schluss fiir eine Minute in einem Coplinjar
mit Aqua dest. gewaschen. Der TUNEL-Assay der Firma Roche wurde nach Anleitung
durchgefiihrt.

3.4.3.1 Positivkontrollen

Positivkontrollen wurden vor der Inkubation mit TdT fiir zehn Minuten mit 2%iger

DNAse-Losung bedeckt.

3.4.3.2 Negativkontrollen

Fiir Negativkontrollen wurden die Praparate nach Anleitung behandelt, es wurde lediglich

auf die Gabe von TdT verzichtet.

3.44 Propidiumiodidfarbung

Im Anschluss an das Protokoll des TUNEL-Assays wurden die Objekttriger mit
1%iger Propidiumiodidldsung bedeckt und fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur geférbt.
Die Objekttrager wurden mit Antifade Mounting Medium beschichtet und mit Deck-
glidschen bedeckt. Bis zur Auswertung wurden sie bei 4 °C unter Ausschluss von Licht

aufbewabhrt.

3.4.5 Fluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung des TUNEL-Assays erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop der Reihe
IX 70 von Olympus mit Hilfe der Software ,,Vision“. Die Fluoreszenzlichtanregung bei
536 nm regt alle mit Propidiumiodid geférbten Zellen rot an. Propidiumiodid, ein
Farbstoff, der an DNA bindet und somit alle Zellen anférbt, dient zur Ermittlung der
Gesamtzellzahl. Die Anregung bei 495 nm regt alle fluoreszein-gefarbten Zellen, das heif3t
die TUNEL-positiven Zellen, zur Fluoreszenz an. Zundchst wurden einmalig bei 150facher
VergroBerung die Gesamtzellzahl von 20 Gesichtsfeldern an unterschiedlichen Herzen
ermittelt und der Mittelwert errechnet. Diese Zahl galt nun als Gesamtzellzahl fiir jedes im

Folgenden auf TUNEL-positive Zellen ausgezdhlte Gesichtsfeld. Bei gleicher
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Vergroflerung wurden nun an jedem Schnitt die TUNEL-positiven Zellen von 20 Gesichts-
feldern ausgezdhlt und der Mittelwert errechnet. Da pro Herz zwei Schnitte gefdarbt worden
waren, wurden somit 40 Gesichtsfelder pro Herz ausgezihlt. Die umgebenden Myofibrillen
wurden als Anhaltspunkt gewertet, dass es sich bei den TUNEL-positiven Zellen um
Kardiomyozyten handelte. Mit Hilfe der folgenden Formel konnte der Anteil
TUNEL-positiver Zellen berechnet werden:

Mittelwert (TUNEL - positive Zellen)x 100
Mittelwert (Gesamtzellzahl )

Anteil (TUNEL - positive Zellen) =

Die Differenzierung zwischen Kardiomyozyten und anderen Zellen, wie zum Beispiel
Endothelzellen, Fibrozyten oder Makrophagen, erfolgte anhand morphologischer Kriterien

lichtmikroskopisch bei oben genannter VergroBerung.

Abbildung 7: Durchlicht

150fache VergréRerung eines Paraffinschnitts im Durchlicht.
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Abbildung 8: Propidiumiodidfarbung

Fluoreszenzlichtanregung mit Licht von 536 nm, das alle propidiumiodidgeféarbten Zellen zeigt.
150fache VergroRRerung. Propidiumiodid ist ein Farbstoff, der an DNA bindet und somit alle Zellen
anfarbt. Die Farbung mit Propidiumiodid und Mikroskopie bei 536 nm diente der Ermittlung der
Gesamtzellzahl im eingestellten Gesichtsfeld.

Abbildung 9: TUNEL-Farbung
150fache VergrofRerung des identischen Bildausschnittes wie oben. TUNEL-positive Zellen sind bei

Anregung durch Licht von 495 nm Wellenlange sichtbar. In diesem Bildausschnitt sind vier Zellen
deutlich als TUNEL-positiv zu erkennen.
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Abbildung 10: Positivkontrolle

150fache VergrofRerung einer Positivkontrolle. Der Paraffinschnitt wurde vor der Inkubation mit TdT
mit DNAse behandelt um die Funktion des TUNEL-Tests zu lberprifen. Es erscheinen nun alle
Zellen bei 495 nm fluoreszeingelabelt.

3.5 Proteinchemische und immunologische Methoden

35.1 Proteinisolation aus Rattenherzen

Fiir die Proteinisolation wurde jeweils die gleiche Scheibe der bei -80 °C tiefgefrorenen
Rattenherzen verwendet. Das Gewicht der Scheiben betrug zwischen 100 und 150 mg. Den
Proben wurde 5 pl Lysispuffer pro 1 mg Gewebe zugegeben, bevor sie mit Hilfe des
UltraTurrax auf Eis homogenisiert wurden. Das Homogenat wurde bei 4 °C und
14000 upm fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Gefil3

gegeben, das Pellet verworfen. Das Proteinisolat wurde bei -20 °C gelagert.

Lysispuffer :

10x Lysispuffer 300 pl
PMSF 300 pl
Aqua dest. steril 2,4 ml

3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proben wurden nach der Lowry-Methode fiir die Protein-Konzentrationsbestimmung
vorbereitet. Je 50 pl des Proteinhomogenats wurden zum Ansatz einer 10fachen und einer
20fachen Verdiinnung mit NaCl verwendet. Die Standardreihe wurde aus Rinderserum-

albumin (BSA) und NaCl angesetzt und bestand aus acht verschiedenen Konzentrationen
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zwischen 20 pg/ml und 200 pg/ml. Die Extinktionsmessung der Standardreihe und der
Proben erfolgte bei 750 nm gegen einen Leerwert (NaCl). Die Auswertung erfolgte mit
Hilfe der Software ,,Lotus 1-2-3. AnschlieBend wurden 300 pul des Proteinhomogenats mit
100 pl 4fach SDS im Schraubcup vermischt, gevortext und bei 98 °C fiir zehn Minuten
inkubiert. Die Proben wurden ein bis zwei Minuten auf Eis gestellt bevor sie 30 Minuten
bei 4 °C mit 14000 upm zentrifugiert wurden. Die Proben wurden wieder auf Eis gestellt.
300 ul des Uberstandes wurden in ein neues EppendorfgefdB pipettiert und mit
1fach SDS-Page auf eine einheitliche Proteinkonzentration von 5 pg/ul verdiinnt. Nach

Vortexen wurden die Proben aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

Lowry-Mix:

Na2C03 2% 9 ml
Na-K-Tartrat (100mM) 0,5 ml
CuSOq4 0,5 ml

Folin-Reagenz:

Folin 2 ml
NaCl 4 ml
SDS-Page-Buffer: ad 10 ml Aqua dest.
Tris-HCI Puffer (pH 6.,8) 5 ml
SDS (Sodiumdodecylsulfate) 0,8¢g
Glycerol 4 ml
Bromphenolblau 4 mg
DTT (Dithiothreitol) 0,62 ¢g
3.5.3 Gelelektrophoretische Trennung des Proteingemisches

Die Trennung des zu untersuchenden Proteingemisches erfolgte nach Molekulargewicht
mittels diskontinuierlicher SDS-Gelelektrophorese (Towbin 1979, Khyse-Andersen 1984).
Dieses Verfahren erreicht eine hohe Trennleistung und Bandenschirfe und ermoglicht
einen effizienten Transfer. Es wurde ein 1 mm dickes 3-8%iges Tris-Acetate-Gel
verwandt. Jeweils 10 pl (entsprechend 50 pg Protein) der Proben wurden auf das Gel
aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte fiir 70 Minuten bei konstant 150 V.
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Elektrophoresepuffer ad 1| Aqua dest.
20x SDS Running Buffer (Tris-Acetate) 50 ml

3.5.4 Blotting: elektrophoretischer Transfer im Semi-Dry-Verfahren

Fiir den elektrophoretischen Transfer wéhlten wir das Verfahren des Semi-Dry-Blots,
welches im Vergleich zum Wet-Transfer-Verfahren kurze Transferzeiten und geringe
Puffervolumina zuldsst. Als Blottingmembran wurde eine PVDF-Membran verwand. Die
Transferdauer betrug eine Stunde bei einer konstanten Spannung von 30 Volt. Zur

Kontrolle des Transfers wurde das Gel anschlieBend mit Coomassie gefarbt.

3.5.5 Nachweisreaktion

Um unspezifische Bindung der Nachweisreagenzien zu verhindern, wurde der Proteinblot
vor Beginn der Nachweisreaktion abgesittigt. Als Blocking-Solution diente 1 % BSA /
5 % Milchpuffer in PBST. Die Membran wurde fiir 90 Minuten bei Raumtemperatur in
Blocking-Solution inkubiert. Der Primédrantikorper (Verdiinnung 1:1000) wurde ebenfalls
in Milchpuffer gelost. Die Bindung des Primérantikorpers erfolgte bei 4 °C iiber Nacht.
Anschliefendes Waschen in PBST (viermal sieben Minuten) entfernte iiberschiissige Anti-
korperlosung und unspezifisch gebundene Antikdrpermolekiile. Als Sekundérantikorper
dienten Meerettich-Peroxidase-gekoppelte Immunglobuline. Die Inkubation des Sekundir-
antikorpers erfolgte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach Entfernung der Zweitanti-

korperlosung wurde die Membran wie zuvor viermal flir je sieben Minuten in PBST

gewaschen.
PBST: ad 2 | Aqua dest.
Na,HPO4 x H,0 23 g
NaH2P04 X Hzo 5,92 g
NaCl 11,68 g

mit 10 M NaOH auf pH 7,5 einstellen
+ 2 ml Tween20

Milchpuffer: ad 50 ml PBST
Skim Milk 25¢g
BSA 05¢g
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3.5.6 Chemilumineszenzreaktion

Um die gebundenen Antikoérper zu detektieren wurde die ECL (enhanced
chemiluminescence)-Methode verwandt und die Signale durch Exposition eines Rontgen-
films aufgefangen. Die Rontgenfilme wurden digitalisiert und mit Hilfe der Software
»Scion Image® ausgewertet. Die Intensitdt der Bande wurde abziiglich des Hintergrundes
iiber die Pixeldichte gemessen. Der Vergleich der Proben untereinander wurde durch

Verwendung eines internen Standards ermdglicht.

3.5.7 Reblot

Wurde beim Auswerten der Rontgentfilme ersichtlich, dass es im Verlauf der Nachweis-
reaktion zu Fehlern gekommen war, so wurde die Membran fiir die Wiederholung des
Blots aufbewahrt und die Nachweisreaktion wiederholt. Hierzu wurde die Membran in
Strippingpuffer gelegt und in einem Schiittelwasserbad bei 50 °C 30 Minuten lang
inkubiert. Die Membran wurde nachfolgend dreimal fiir je 10 Minuten in PBST
gewaschen. Im Anschluss daran wurde die Nachweisreaktion beginnend mit der

Blockierung wie in 3.5.5 beschrieben fortgesetzt.

Reblot-Puffer : ad 100 ml Aqua dest.

200 mM Tris 31,25 ml

10% SDS 20 ml

Mercaptoethanol 699 ul
3.6 Molekularbiologische Methoden

3.6.1 RNA-Isolation

Das Myokardgewebe wurde bis zur RNA-Isolation in Eppendorfgefilen bei -80 °C
gelagert. Die Herzscheiben wurden gewogen und pro 100 mg Gewebe mit 750 pul Trizol
versetzt. Mit einem UltraTurrax wurden die Herzstlickchen ca. fiinf Minuten in Reagenz-
glisern auf Eis homogenisiert. Das Homogenat wurde fiinf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor zur DNA-Extraktion 200 ul Chloroform/ 100 mg Gewebe zugegeben
wurden. Es folgte eine Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 4 °C und 13000 upm. Die
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wissrige Phase wurde abpipettiert und in ein neues Eppendorfgefal3 gefiillt. Nach Zugabe
von 500 ul Isopropanol pro 100 mg Gewebe wurde dies zur Prézipitation der Nuklein-
sduren zehn Minuten inkubiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation fiir 15 Minuten. Der
Uberstand wurde verworfen und 1 ml 75%iges Ethanol zum Auswaschen von Salzen
zugegeben. Bei 10000 upm wurde fiinf Minuten bei 4° C zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und der Waschschritt wiederholt. Das Pellet wurde zehn Minuten luftgetrocknet
und in 50 pl DEPC geldst. Nach einer 10-miniitigen Inkubation bei 60 °Grad wurden zur
Bestimmung der RNA-Konzentration 1/10 des Endvolumens mit 70 pl DEPC verdiinnt
und die Absorption bei 260 nm gemessen. Die RNA-Isolate wurden bei —80 °C

tiefgefroren.

3.6.2 Polymerasekettenreaktion

3.6.2.1 RT-PCR

Die RNA-Isolate wurden auf Eis aufgetaut. Es wurde zunéchst eine Stockldsung von jeder
Probe angesetzt, die 1000 ng RNA /pl enthdlt, um gleiche Pipettiervolumina zu
ermOglichen. Die PCR wurde mit einem OneStep RT-PCR Kit der Firma Qiagen durch-
gefiihrt. Flir mehr als eine Probe wurde zunichst ein Mastermix zusammenpipettiert, der

pro Probe die folgenden Komponenten in den angegebenen Volumina enthielt:

Mastermix: ad 25 pl Aqua dest. steril
5x Qiagen OneStep RT-PCR Buffer 5ul
dNTP Mix 1 ul
5x Q-Solution S5ul
Primer Bax forward 0,15 pul
Primer Bax reverse 0,15 pul
Primer Bcl-2 forward 0,15 pul
Primer Bcl-2 reverse 0,15 pul
Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme Mix 1 ul

Die Primer waren in einer Endkonzentration von 0,6 uM pro Reaktion enthalten. Jeder
Reaktion wurden 1000 ng RNA einer Probe zugesetzt (hierbei wurden Doppelansitze

vorgenommen). Die Polymerasekettenreaktion lief nach folgendem Protokoll ab:
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PCR-Ablauf:

Reverse Transkription 30 Minuten 50 °C
PCR-Aktivierung 15 Minuten 95 °C
3-Step-Cycling (28x):

- Denaturierung 1 Minute 94 °C
- Annealing 50 Sekunden 54°C
- Extension 30 Sekunden 72 °C
Final Extension 10 Minuten 72 °C

Zuvor war durch Zyklenreihen die optimale Zyklenzahl ermittelt worden. Sowohl Bax als

auch Bcl-2 befanden sich bei 28 Zyklen in der linearen Amplifikationsphase.

Die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei —20 °C aufbewahrt.

3.6.3 Agarose-Gelelektrophorese

Fir die Agarose-Gelelektrophorese wurden 1,5%ige Agarosegele eingesetzt. Zur
Sichtbarmachung der DNA unter UV-Licht wurde den Agarosegelen 0,5 pug / ml Ethidium-
bromid zugegeben. Je 20 pl einer Probe wurden mit 1,5 pl eines Ladepuffers gemischt und
auf das Gel aufgetragen. Als Marker diente ,,SmartLadder” der Firma Eurogentec. Die
Elektrophorese erfolgte bei konstant 100 Volt fiir 60 Minuten. In direktem Anschluss
erfolgte die Auswertung mit einer UV-Kamera und der Software ,,Scion Images™ vom
digitalen Foto des Gels. Hierbei wurde die Intensitdt der Bande abziiglich des Hinter-
grundes bestimmt. Je hoher der Wert war, desto stirker war die Bandenintensitit und desto

hoher das Produkt der PCR.

TAE-Puffer (50x): ad 1| Aqua dest.
= Tris-Acetate + EDTA-Puffer

Trisbase 242 g
Eisessig 57,1 ml
EDTA 0,5 M (pH 8) 100 ml
Ladepuffer (6x): ad 10 ml Aqua dest.
Bromphenolblau 0,025 g
Xylencyanol 0,025 g
Ficoll I,5¢g

28



Material und Methoden

3.7 Statistische Auswertung

Die Darstellung der Ergebnisse im Text erfolgte in Form von arithmetischen Mittelwerten
+ Standardabweichung vom Mittelwert. In den Abbildungen wurde der Standardfehler
dargestellt. Die statistische Auswertung zu den unter 4.1 geschilderten Ergebnissen zur
Ermittlung der geeigneten Reperfusionszeit wurden mittels einer Dunnett-Analyse
durchgefiihrt. Die Auswertung der Ergebnisse 4.2 — 4.4 erfolgte durch Two-way-ANOVA-
Testung.

29



4 ERGEBNISSE

4.1 Ermittlung der optimalen Reperfusionszeit

Zur Ermittlung der geeignetsten Reperfusionszeit fiihrten wir zunidchst Experimente an
Herzen nicht medikamentds behandelter Tiere durch. Die Untersuchung des Anteils
TUNEL-positiver Zellen nach jeweils 30-miniitiger Ischdmie und unterschiedlich langen
Reperfusionszeiten ergab folgendes Ergebnis: Nach alleiniger Ischdmie von 30 Minuten
konnten mit dem TUNEL-Assay kaum apoptotischen Zellen detektiert werden. Der Anteil
TUNEL-positiver Zellen betrug 0,05 % + 0,04 % (n=3). Erst nach einer Reperfusions-
phase konnten vermehrt apoptotische Zellen nachgewiesen werden. Nach einer ein-
stiindigen Reperfusion lag der Anteil positiver Zellen bei 0,32 % + 0,17 % (n=3), nach
zweistiindiger Reperfusion ergab die Zahlung TUNEL-positiver Zellen 1,34 % + 0,01 %
(n=3) und eine dreistiindige Reperfusion fiihrte zu einem Anteil von 0,61 % + 0,16 %
TUNEL-positiver Zellen (n=4). Der hochste Anteil TUNEL-positiver Zellen konnte somit
nach einer Reperfusionszeit von zwei Stunden nachgewiesen werden. Es kam zu einem
vierfachen Anstieg des Anteils TUNEL-positiver Zellen gegeniiber einer einstiindigen
Reperfusion (p <0,01). Der Anteil positiver Zellen gegeniiber einer dreistiindigen
Reperfusion ist ca. doppelt so hoch (p <0,01). Um die Folgen der langen Perfusionsdauer
an sich abschitzen zu kdnnen wurden drei Herzen fiir drei Stunden und 40 Minuten ohne
jegliche Intervention perfundiert (Kontrolle, K). Das Resultat waren 0,20 % = 0,11 %
TUNEL-positiver Zellen (n=3). Vergleicht man die Herzen der beiden Gruppen, die
insgesamt drei Stunden und 40 Minuten perfundiert wurden, so zeigt die Ischidmie /
Reperfusions - Gruppe eine Erhohung des Anteils TUNEL-positiver Zellen um das
dreifache gegeniiber der Normoxie-Gruppe (K) (p < 0,02).

30



Ergebnisse

1.4+ *%

1.34

1.2

1.1

1.0

0.9+

0.8+

0.7

0.6+

Anteil TUNEL-positiver Zellen

0.5+

0.3

0.2

0.1

0.0

Kontrolle Ischamie ohne Rep. Ischamie / 1 Std. Rep. Ischamie / 2 Std. Rep. Ischamie / 3 Std. Rep.

Abbildung 11: Reperfusionsversuche

Die Ermittlung der optimalen Reperfusionszeit mit dem TUNEL-Assay ergab, dass eine alleinige
Ischamie kein geeigneter Stimulus zur Auslésung von Apoptose darstellt. Eine einstlindige
Reperfusion fihrte zu einem geringgradigen Anstieg TUNEL-positiver Zellen gegeniber der
alleinigen Ischamie. Erst eine Reperfusionsphase von zwei Stunden erwies sich als signifikant
gegeniber der Kontrolle. Dargestellt sind die MW + SEM. ** = P < 0,01 vs. Kontrolle.

4.2 Einfluss von Simvastatin auf die Apoptose nach
Myokardischamie

Der TUNEL-Assay an den Herzen der mit Simvastatin vorbehandelten Tiere und ihrer
Kontrollgruppe ergab folgendes Ergebnis: Wie die Grafik Abbildung 12 zeigt, ergab sich
unter Normoxie kein signifikanter Unterschied im Anteil TUNEL-positiver Zellen
zwischen den Placebo- und Statin-Gruppen ( 0,05 % + 0,04 % (n=3) vs. 0,09 %=+ 0,05 %
(n=5)). Unter Ischdmie und Reperfusion kam es ebenfalls zu keinem signifikanten Einfluss
durch Verabreichung des Simvastatins (1,08 % + 0,48 %, n=5) gegeniiber dem Placebo
(1,06 %+ 0,26 %, n=5). Sowohl unter Placebo, als auch unter Simvastatin fiihrte die

Ischdmie / Reperfusion zu einem signifikanten Anstieg TUNEL-positiver Zellen.
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Abbildung 12: TUNEL-Assay

In beiden Subgruppen der Ischamie / Reperfusionsgruppe (I/R+Placebo und I/R+Statin) kam es
gegeniiber den Normoxie-Gruppen zu einem deutlichen Anstieg TUNEL-positiver Zellen. Die
Verabreichung von Simvastatin hatte weder in den normoxischen, noch in den Ischamie/
Reperfusionsversuchen eine Verdnderung im Anteil TUNEL-positiver Zellen zur Folge. Die
Ergebnisse sind dargestellt als MW + SEM. ** = P < 0,01 vs. korrespondierender Normoxie-
Gruppe.

4.3 Einfluss von Simvastatin auf die Apoptosemodulatoren
Bcl-2 und Bax nach Ischamie und Reperfusion

In der folgenden Grafik ist das Verhiltnis des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 zu dem
proapoptotisch wirkenden Protein Bax dargestellt. Je hoher der Wert ist, desto grofB3er ist
der Schutz der Zelle vor der Apoptose. Die Verabreichung von Simvastatin fithrte unter
Normoxie nicht zu einer signifikanten Verschiebung des Bcl-2/Bax- Verhiltnisses
gegeniiber der Placebo-Gruppe (4,6 £ 1,2, n=5 vs. 5,5 + 1,3 , n=5). Auch unter Ischdmie /
Reperfusion ergab sich durch Simvastatin kein Einfluss auf das Verhiltnis der beiden
Apoptosemodulatoren im Vergleich zum Placebo (4,2 + 0,8 , n=4 vs. 3,9 £ 0,6 , n=4).
Betrachtet man die Auswirkung der Ischidmie/ Reperfusion, so zeigte sich auch hier

sowohl unter Statin als auch unter Placebo keine Wirkung auf das Bcl-2 / Bax- Verhiltnis.
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Abbildung 13: PCR Bcl-2 / Bax Ratio

Die Grafik zeigt das Verhaltnis der beiden apoptoseregulatorischen Proteine Bcl-2 und Bax an. Das
Verhdltnis, in dem antiapoptotisches Bcl-2 und proapoptotisches Bax in der Zelle zueinander
vorliegen, bestimmt, ob Apoptose induziert oder inhibiert wird. Es zeigte sich in unseren
Versuchen, dass die Verabreichung von Simvastatin keinen Einfluss auf diese beiden Proteine
ausubt und zu keiner Verschiebung des Verhaltnisses filhrt. Die Ergebnisse sind dargestellt als
MW + SEM.

e

400 bp

il - e S ..
200 bp
2 B R B

Abbildung 14: PCR Bcl-2 / Bax

Abbildung eines digitalen Fotos einer PCR. Im linken Bereich ist der Marker aufgetragen. Von den
Proben wurden jeweils Doppelansdtze angefertigt (N=Normoxie + Placebo, I=Isch&mie /
Reperfusion + Placebo, NS= Normoxie + Statin, 1S= Ischdmie / Reperfusion + Placebo, Zahl=
Nummerierung der Proben). Die Bande fur Bax erscheint bei 481 Basenpaaren (bp), die Bcl-2-
Bande bei 293 Basenpaaren.
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4.4 Einfluss von Simvastatin auf die eNOS-Expression im
Westernblot

Die Auswertung der Rontgenfilme erfolgte wie in Kapitel 3.5.6 beschrieben. Samtliche
Zahlenangaben sind prozentuale Angaben bezogen auf die Pixeldichte des internen
Standards. Die Administration des Simvastatins fiihrte unter Normoxie nicht zu einer
statistisch relevanten Anderung der eNOS-Expression gegeniiber der unbehandelten
Normoxie-Gruppe (105 % = 34,4 %, n=5 vs. 100 % + 16,1 %, n=5). Vergleicht man die
Simvastatin-Gruppe mit der Placebo-Gruppe unter ischdmischen Bedingungen, so stellt
sich auch hier kein Einfluss auf die eNOS-Expression dar (139,4 %, n=3 vs. 85,5 % =+
29,5 %, n=3). Betrachtet man den Effekt von Ischdmie und Reperfusion in beiden Gruppen
(Statin und Placebo) auf die eNOS-Expression, so stellt sich auch hier verglichen mit der

Normoxie keine Differenz dar.
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Abbildung 15: Westernblot des Proteins eNOS

Die Auswertung der Westernblots des Proteins eNOS ergab sowohl unter Normoxie als auch bei
Ischamie und Reperfusion keinen Einfluss des Statins auf die eNOS-Expression gegeniiber den
korrespondierenden Placebo-Gruppen. Die Ergebnisse sind dargestellt als MW + SEM.
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Abbildung 16: Western Blot eNOS

Abbildung eines Western Blots des Proteins eNOS. Die Bande des Proteins erscheint bei 145 kDa.

N=Normoxie + Placebo, NS=Normoxie + Statin, I=Ischamie + Placebo, IS=Ischamie + Statin, Zahl=
Probennummer.
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5.1 Auswirkungen unterschiedlicher Reperfusionszeiten auf
das Auftreten von Apoptose

Wie unter 2.4 dargestellt konnte in den letzten Jahren deutlich gezeigt werden, dass eine
alleinige Ischdmie keinen addquaten Ausloser fiir die mit den aktuell zur Verfligung
stehenden Methoden nachweisbare Apoptose darstellt. Entscheidender Faktor fiir den
energieabhingig ablaufenenden Vorgang der Apoptose scheint eine auf die Ischdmie
folgende ausreichend lange Reperfusionsphase zu sein [53]. An diesem Punkt ist detail-
liertere Information iiber das Zeitfenster unabdingbar, in dem apoptosemodulierende
Substanzen getestet werden konnen.

Klainguti et al. konnten bei der Perfusion von Rattenherzen mit dem Langendorff-Model
zeigen, dass eine 20-miniitige Ischdmie und eine sich anschlieBende 40 Minuten dauernde
Reperfusion keinen ausreichenden Stimulus darstellen, um Apoptose nachzuweisen. Eine
Folge von 40 Minuten Ischdmie und 2h Reperfusion fiihrte jedoch zu einem deutlichen
Anstieg der Apoptose [30].

In den Versuchen von Dumont et al., die an Mduseherzen durchgefiihrt wurden, stellte sich
eine 15-30-miniitige Ischdmie und eine zwischen 30 und 90 Minuten dauernde Reperfusion
als addquates ,,Apoptosefenster heraus [11].

Untersuchungen von Scarabelli et al. an Kardiomyozyten der Ratte ergaben, dass erst nach
einer zweistlindigen Reperfusionsphase im Anschluss an eine 30-miniitige Ischimie eine
homogene Distribution TUNEL-positiver Zellen im Vergleich zu kiirzeren Reperfusions-
zeiten zu beobachten ist [52].

Das sich in unseren Versuchen als optimal ergebende Zeitfenster zum Nachweis von
Apoptosevorgingen war eine 30 Minuten dauernde Ischimie und eine zweistlindige
Reperfusion. Bei kiirzerer Reperfusionsdauer zeigte sich noch kein signifikanter Anstieg
apoptotischer Zellen im Vergleich zu den Kontrollen. Interessant ist jedoch, dass nach
linger als zwei Stunden dauernder Reperfusion, die Anzahl der mit unseren Methoden
nachweisbaren apoptotischen Zellen wieder abnimmt. Eine Erklarung dieses Effekts kann
die von Majno und Joris beschriebene Theorie sein, dass ab diesem Punkt eine so genannte

zweite Phase der Apoptose ablduft, d.h. die Apoptose soweit fortgeschritten ist, dass sie
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mit nekrosedhnlichen Verdnderungen einhergeht, wie z.B. dem Zerfall der apoptotischen
Korperchen. Die zu einem spéten Zeitpunkt in der apoptotischen Zelle ablaufenden
Verianderungen sind der Nekrose sehr dhnlich und somit auch durch apoptosespezifische
Nachweismethoden von nekrotischen Zellen nur schwer zu unterscheiden [39]. Die Zelle
ist zu diesem Zeitpunkt folglich auch nicht mehr durch apoptoseblockierende MaBlnahmen
vor dem Zelltod zu bewahren und somit fiir unsere Untersuchungen nicht von Bedeutung.
Betrachtet man die Apoptoseraten des TUNEL-Assays in der Literatur, so findet man bei
dhnlichem Versuchsaufbau grofe Schwankungen, die auf die unterschiedliche Durch-
fiihrung des Assays in Bezug auf Gewebetyp und Gewebepriparation zuriickzufiihren sind,
da die Farbekinetik abhdngig ist von der Erreichbarkeit der DNA-Strangbriiche fiir die
Férbereagenzien [23],[50].

Eine entscheidende Rolle bei den Untersuchungen zum zeitlichen Fenster der Apoptose bei
Ischdmie / Reperfusionsversuchen scheinen spezies- und methodenabhingige Unterschiede
zu spielen. Beispielsweise ist der Apoptosenachweis durch Annexin-V-Labeling zeitlich
frither moglich als der Nachweis der Apoptose mit dem TUNEL-Assay, da die Exposition
des durch Annexin-V markierten Phosphatidylserins einen der ersten Schritte beim Ablauf
der Apoptose darstellt [11],[12]. Es kommt somit sicherlich auf die gewiahlten Methoden
an, wie das Apoptosefenster festgelegt wird. Fest steht jedoch, dass die Reperfusion eine
entscheidende Rolle spielt.

Die Sensitivitdt des TUNEL-Assays ist hoch, da apoptotische Vorgénge nachgewiesen
werden konnen, noch bevor es zu morphologischen Verianderungen der Zelle kommt oder
DNA-Fragmente im Zytoplasma nachweisbar sind [5],[49]. Die Spezifitit des TUNEL-
Assays hat sich in den letzten Jahren jedoch als etwas eingeschrinkt herausgestellt.
Wihrend des Vorgangs der Apoptose erzeugen zwei apoptosespezifische DNAsen, die Ca-
abhingige DNAse 1 und die pH-abhingige DNAse 2, Doppelstrangbriiche in der inter-
nukleosomalen DNA mit ein oder zwei Basen langen Uberhingen am 3’-Ende.
Unterschiedliche Endo- und Exonukleasen fiihren andererseits wéihrend der Nekrose zu
Doppelstrangbriichen mit glatten Enden [62].

Die Technik des TUNEL-Assays wurde in Abschnitt 3.4.3 bereits erldutert, es sollen
jedoch noch einige wichtige Erkenntnisse hinzugefligt werden. Zum einen detektiert der
TUNEL-Assay auch Einzelstrangbriiche, wodurch auch einige nekrotische Zellen TUNEL-
positiv erscheinen kdnnen, zum anderen ist die Exposition von 3'-OH-Uberhéngen kein

alleiniges Apoptosekennzeichen. Dieses kann auch wihrend unspezifischer Schidden oder
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Synthese- u. Reparaturvorgingen auftreten. Die Anzahl der typischen Doppelstrangbriiche
in apoptotischen Zellen, das heiBt solche mit Uberhiingen am 3’-OH-Ende, ist jedoch so
grof3, dass diese anhand des Grades der Fluoreszenz von nicht-apoptotischen Zellen
unterschieden werden konnen [22],[28],[31],[501],[62],[66].

Die Technik des TUNEL-Assays ist sehr empfindlich und erfordert eine sorgfiltige
Standardisierung und Titration der proteolytischen Vorbehandlung und der TdT-
Konzentration. Andernfalls resultiert eine hohe Fraktion TUNEL-positiver Nicht-Kardio-
myozyten [31],[50].

Das AusmalB der positiv gelabelten Zellen variiert erheblich abhéngig vom experimentellen
Design: Der Ischdmiedauer, der Spezies und der Sensitivitit des Assays im einzelnen
Labor. Zu beachten gilt auBerdem, dass das Zeitfenster in dem apoptotische Zellen mit
dem TUNEL-Assay nachgewiesen werden kdnnen, begrenzt ist [28].

Trotz dieser Einschrinkungen hat sich der TUNEL-Assay als ein wichtiges Instrument
zum Nachweis des programmierten Zelltodes etabliert, da er die einzige Mdglichkeit

bietet, Apoptose semiquantitativ im Myokard zu messen [62].

5.2 Effekt von Statinen auf die Apoptose

Einen bisher nur wenig untersuchten Teilaspekt der pleiotropen Effekte der HMG-CoA-
Reduktase-Inhibitoren stellt ihr Einfluss auf die Apoptose dar. Die wenigen bisher
publizierten Daten lassen noch keine eindeutige Aussage zu. Die unterschiedlichen Aus-
wirkungen der Statine auf den apoptotische Zelltod scheinen vor allem vom Typ des
Gewebes, aber auch von den pharmakologischen Eigenschaften des Statins abhéngig zu
sein [7],[20].

Die Ergebnisse der Studien von Guijarro et al. zeigten, dass lipophile Statine, wie
Atorvastatin, Simvastatin und Lovastatin an glatten GefidBmuskelzellen Apoptose
induzieren, wihrend hingegen Pravastatin, ein hydrophiles Statin, keinen Einfluss auf die
Apoptose nahm. Es ist anzunehmen, dass durch die hydrophilen Eigenschaften des
Pravastatins kein wirksamer Medikamentenspiegel im Zytoplasma erreicht werden kann
[20].

Chen et al. untersuchten den Einfluss von Statinen auf den Akt-Signaltransduktionsweg in
Endothelzellen und glatten Muskelzellen [7]. Akt fungiert durch die Phosphorylierung von
Caspasen als antiapoptotisches Protein [6],[]9]. Wéhrend Statine den Akt-Signal-
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transduktionsweg in Endothelzellen aktivieren und die Apoptose hemmen, blockieren sie
die Akt-Aktivierung in glatten Muskelzellen und induzieren iiber Wirkungen auf die
Phosphatidylinositol 3-Kinase oder Rho die Apoptose [7].

In vorausgegangenen Versuchen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass
Statine zu einer deutlichen Senkung der Myokardinfarktgré3e nach Reperfusion fiihren.
Diese InfarktgroBensenkung war unabhingig von Verdnderungen des Plasmacholesterin-
spiegels und trat im Zusammenhang mit einer erhohten eNOS-Aktivitit auf. Diese
Resultate zeigen auf, dass Statine neben ihrer cholesterinsenkenden Wirkung weitere
klinisch interessante Effekte haben [61]. Die Frage, ob der oben beschriebene Effekt der
statinvermittelten Senkung der Infarktgrée auf die Verminderung einer bestimmten Form
des Zelltods, ndmlich der Apoptose, zuriickzufiihren ist, fiihrte zu den in dieser Arbeit
beschriebenen Versuchen.

In dem von uns verwandten Modell konnten wir keinen pro- oder antiapoptotischen Effekt
von Simvastatin auf Kardiomyozyten erkennen. Die Analyse des TUNEL-Assays zeigte
sowohl unter normoxischen als auch unter ischdmischen Bedingungen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Placebogruppen und den Simvastatingruppen.

Viele Gene stehen in engem Zusammenhang mit der Regulation des programmierten
Zelltodes. Als herausragend wichtige Genfamilie bei dieser Regulation hat sich die ,,Bcl-2-
Familie* erwiesen, zu der die beiden Proteine Bcl-2 und Bax gehoren. Das Verhéltnis von
Bcl-2, als antiapoptotischer Regulator, und Bax, als proapoptotischer Regulator, spielt eine
entscheidende Rolle bei der Frage, ob eine Zelle apoptotisch wird oder nicht [66]. Uber
verschiedene Dominen fligen sich die einzelnen Mitglieder der Bcl-2-Familie zu Hetero-
dimeren zusammen, die jedoch im Gegensatz zu den isoliert vorliegenden Proteinen dann
keine apoptoseregulatorische Wirkung mehr haben. Somit entscheidet das Verhiltnis, in
dem die einzelnen Bcl-2-Familienmitglieder vorliegen, iiber das Schicksal der Zelle. Das
Uberwiegen des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 schiitzt somit die Zelle vor der Apoptose,
wihrend ein Uberwiegen von Bax die Entstehung der Apoptose fordert [63]. Es gibt jedoch
noch weitere Mechanismen, liber die die Mitglieder der Bcl-2-Familie in der Lage sind, die
Apoptose zu regulieren. Uber Formation zu Kanilen in der Mitochondrienmembran
konnen sie zur Freisetzung von Cytochrom c fiihren oder direkt die Aktivitdt von Caspasen
iiber Adaptermolekiile regulieren. Durch Interaktion mit anderen mitochondrialen

Proteinen, wie VDAC (voltage dependent anion channel) oder ANT (adenosine nucleotide
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transporter) konnen ebenso Kanile formiert werden, die Cytochrom c freisetzen oder die
mitochondriale Homoostase regulieren [24].

Bei der Auswertung des Bcl-2 / Bax-Verhéltnisses konnten in unseren Versuchen keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Kontrollgruppen und den Simvastatingruppen
festgestellt werden. Zu beachten ist jedoch, dass in der PCR von Bcl-2 und Bax ein
tendenzieller Apoptoseanstieg in der Ischdmie- Placebo - Gruppe, gegeniiber der
Normoxie - Placebo - Gruppe nachgewiesen werden konnte. Kritisch anzumerken ist, dass
es aufgrund der niedrigen n-Werte bei der Bcl-2/ Bax-PCR schwierig ist, signifikante
Unterschiede zu erreichen. Es ist somit zu sagen, dass die statinvermittelte Senkung der

Infarktgrof8e wahrscheinlich nicht apoptosevermittelt ist.

5.3 Einfluss von Simvastatin auf die eNOS-Expression

Laufs et al. demonstrierten in Versuchen an Zellkulturen humaner Endothelzellen, dass
Simvastatin die eNOS-Downregulation durch oxLDL blockiert und die eNOS-Proteinlevel
tiber das Ausgangslevel anhebt. Der Mechanismus, der zum Anstieg der eNOS-Expression
fiihrt, ist am ehesten die Hemmung der HMG-CoA-Reduktase, da der Effekt durch gleich-
zeitige L-Mevalonat-Gabe gehemmt wird. Die Steigerung der eNOS-Expression erwies
sich als abhingig von der Simvastatinkonzentration und der Dauer der Simvastatin-
behandlung [33]. In weiteren Versuchen wiesen Laufs und Liao in ihren Experimenten
nach, dass Statine keinen Einfluss auf die eNOS-Gen-Transkription haben, sondern ihr
Effekt auf eine Erhohung der mRNA-Halbwertszeit zuriickzufiihren ist. Die Aktivierung
von Rho fiithrt ndmlich zum einen zu einer Downregulation der eNOS-Expression, zum
anderen kommt es durch Rho-vermittelte Verdnderungen im Zytoskelett zur eNOS mRNA-
Destabilisierung und Hemmung der mRNA-Translokation. Die Inhibition der Rho-
GTPase-Aktivitit durch HMG-CoA-Reduktase-Hemmer fiihrt somit zur eNOS mRNA-
Stabilisierung und Steigerung der eNOS-Aktivitit [34].

Martinez-Gonzélez et al. erkannten ebenso, dass Statine auf einem posttranskriptionellen
Weg die Stabilisierung der eNOS mRNA-Halbwertszeit bewirken und so einen kompen-
satorischen Mechanismus schaffen, der ein Gegengewicht zur durch die Hypercholesterin-
dmie beeintrachtigten NO-abhéngigen Endothelfunktion darstellt [42].

Der Einfluss von Simvastatin auf den Ischdmie-Reperfusionsschaden durch Modulation

der NO-Synthase wurde von Di Napoli et al. untersucht. Simvastatin-Gabe 20 Minuten vor
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Ischdmiebeginn fiihrt an den im Langendorff-Modus perfundierten Rattenherzen zu einer
Kardioprotektion gegen mechanische Dysfunktion, zu einer Reduktion des CK-Anstiegs in
der friihen Reperfusionsphase, zu einer Verringerung des Reperfusionsschadens und
schlussendlich zur Blockierung der eNOS mRNA-Downregulation durch Ischdmie und
Reperfusion. Aufgrund der Akutgabe des Simvastatins in diesem Experiment ist der
geschilderte Effekt klar unabhingig von Plasma- und intrazelluliren Cholesterinspiegeln
[10].

In ihren Studien an Endothelzellen konnten Feron et al. zeigen, dass Atorvastatin die NO-
Produktion durch Senkung der Caveolin-1-Expression, unabhingig von der extrazelluldren
LDL-Cholesterin-Konzentration fordert. Das Strukturprotein Caveolin hemmt die NO-
Freisetzung aus Endothelzellen durch Bildung eines hemmenden Heterokomplexes
zwischen Caveolin-1 und eNOS. Mit der Senkung der Caveolin-1-Expression durch
Atorvastatin wird hier ein weiterer posttranskriptioneller Regulationsmechanismus der
eNOS-Aktivitdt bekannt [13].

In unseren Experimenten untersuchten wir die eNOS-Expression am Rattenherzen nach
Placebo- bzw. Simvastatin-Gabe und Langendorff-Perfusion nach dem Ischidmie /
Reperfusions - Protokoll und nach dem Normoxie-Protokoll. Die Untersuchungen mit dem
Western Blot ergaben keine signifikante Steigerung der eNOS-Expression in der
Normoxie + Statin - Gruppe gegeniiber der Normoxie + Placebo - Gruppe, ebenso keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Normoxie + Statin - Gruppe und der Ischimie +
Statin - Gruppe. Ein tendenzieller Anstieg der eNOS-Expression ldsst sich in der
Ischdamie + Statin - Gruppe verglichen mit der Ischdmie + Placebo - Gruppe erkennen. Es
kann vermutet werden, dass sich bei einer groferen n-Zahl hier ein signifikanter Unter-
schied ergeben wiirde. Die geringe n-Zahl ist somit auch an dieser Stelle kritisch zu
beurteilen. Eine Erkldrung fiir den tendenziellen Anstieg kann sein, dass sich die
Wirkungen von Ischdmie und Statinen auf die eNOS-Expression ergidnzen und somit in
diesem Versuchsaufbau nur bei Zusammentreffen beider Bedingungen zu einer Steigerung
der eNOS-Expression fithren. Der Vergleich mit anderen Studien diesbeziiglich ist
schwierig, da die eNOS-Expression abhéngig ist von der Ischdmie- und Reperfusionsdauer
und der Art des Versuches: In vitro Perfusion oder in situ Operation. Eine prolongierte
Reperfusionsdauer fiihrt zur Abnahme der eNOS-Aktivitit und somit der eNOS-
Konzentration, wéihrend die kardiale eNOS-Konzentration in der frithen Reperfusionsphase

erhoht ist. Die Ischdmie/ Reperfusions- induzierte Produktion freier Radikale
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unterscheidet sich bei in vitro perfundierten Herzen und in situ Herzen und fiihrt somit zu

unterschiedlich starker NO-Freisetzung [56].

5.4 Klinische Beziige

Aus klinischer Sicht liegt das Hauptaugenmerk der zukiinftigen Forschung mit Statinen
nicht mehr darauf, ob extrahepatische Effekte in Tier- und Zellkulturmodellen vorliegen,
sondern auf der quantitativen Bedeutung des klinischen Benefits der pleiotropen Effekte
der Statine zusétzlich zu ihren lipidsenkenden Eigenschaften.

Ebenso tritt die Frage der optimalen Dosierung der Statine in den Vordergrund, wenn man
an den Beitrag der pleiotropen Effekte an der Wirkung der HMG-CoA-Reduktase-Hemmer
denkt. Ist das Behandlungsziel ein bestimmter Lipidwert oder soll eine feste Dosis
eingesetzt werden? Profitieren Patienten mit akuter Myokardischdmie von einer Akut-
Statingabe, das heil3t, besteht Bedarf fiir i.v.-Prdparationen von Statinen [32]?

Neue NO-freisetzende Statine, die ein iiberragendes antiinflammatorisches und anti-
proliferatives Wirkprofil im Vergleich zum nativen Statin haben, befinden sich in der
Entwicklung [59].

Untersuchungen von Myokardinfarkten des Menschen ergaben, dass der Anteil
apoptotischer Zellen in #dhnlichen Bereichen liegt, wie in unseren Versuchen. Diese
vergleichsweise gering erscheinenden Zahlen apoptotischer Zellen haben jedoch aus den
folgenden Griinden durchaus klinische Relevanz: Die Zeit, die eine einzelne Zelle bendtigt,
um die Apoptose zu durchlaufen, ist wahrscheinlich nur sehr kurz und erlaubt somit einen,
tiber die gesamte Zeitspanne der postinfarziellen Erholungszeit gesehenen, erheblichen
Zellverlust [51]. Der von uns und anderen gemessene Anteil apoptotischer Zellen stellt
somit nur eine Momentaufnahme dar. Der iiber den gesamten Zeitraum betrachtete Zell-
verlust durch Apoptose liegt vermutlich wesentlich hoher. Dies rechtfertigt somit durchaus
die Uberlegung, ob durch die Blockade der Apoptose ein Benefit nach Myokardinfarkt
erzielt werden kann. Im Gegensatz zur Nekrose, die als gédnzlich irreversibler Vorgang
angesehen wird, ldsst der schrittweise Ablauf des programmierten Zelltodes den Schluss
zu, dass hier therapeutische Interventionen moglich sind [17].

Nicholson beschreibt in seinem Review in ,,Nature* drei viel versprechende therapeutische
Eingriffsmoglichkeiten zur Regulation der Apoptose. Erstens der Einsatz von Antisense-

Oligonukleotiden, die die Balance zwischen pro- und antiapoptotischen Mitgliedern der
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Bcl-2-Familie beeinflussen. Zweitens existiert die Moglichkeit, {iber Polypeptid-
modulatoren in den ,death-receptor-pathway* einzugreifen und die Auslosung von
Apoptose zu verhindern. Als dritte Moglichkeit verweist er auf die Caspasen, insbesondere
die Effektor-Caspase-3, als therapeutisches Angriffsziel. Potente Caspase-Inhibitoren sind
bereits von vielen Pharmafirmen entwickelt worden und befinden sich in der praklinischen
oder klinischen Erprobung.

Dabei kommt die Frage auf, ob die Apoptose selektiv in einem einzelnen Organ beeinflusst
werden kann, ohne Nebenwirkungen auf andere wichtige Systeme [46]. So wire zum
Beispiel die Hemmung der Apoptose bei der Therapie von Erkrankungen wie der Herz-
insuffizienz oder neurodegenerativen Erkrankungen erwiinscht, wihrend hingegen die
Aktivierung der Apoptose bei Krebserkrankungen, in denen der Zelltod nur unzureichend
abliuft, das Ziel ist [58]. Die feinen Unterschiede in den Genfamilien scheinen gezielte
Eingriffe an einem bestimmten Organsystem jedoch moglich zu machen, dies muss aber
noch in vivo nachgewiesen werden.

AuBerdem stellt sich die Frage, ob die Zellen, die vor der Apoptose gerettet werden, weiter
funktionstiichtig sind. Aller Wahrscheinlichkeit nach wird dies vom Zelltyp, dem Kontext
und dem Grad des Schadens abhingig sein [46]. Ebenso sind weitere Informationen iiber
das korrekte Timing der antiapoptotischen Therapie notwendig [58].

Zhao et al. zeigten in einer Ischdmie-Reperfusions-Studie an Herzen von Hunden, dass die
Behandlung mit ATA (Aurintricarboxylséure), einem Endonuklease-Inhibitor, wihrend der
Reperfusionsphase die InfarktgroBe reduziert und die regionale Kontraktilitdt verbessert.
Es zeigte sich, dass sich zusammen mit der Ausdehnung der Infarktgrof3e, die Apoptose im
Grenzgebiet des Infarkts zunehmend von der frithen zur spiten Reperfusionsphase
entwickelt, was den Anschein erweckt, die Apoptose sei an der Exazerbation des Myokard-
schadens beteiligt. Es ist moglich, dass apoptotische Zellen im Grenzgebiet sekundir
nekrotisch werden und das Ausmal} des Infarkts teilweise von der verzdgerten Apoptose
wihrend der Reperfusion abhéngt. Wenn folglich die Endphase des Reperfusionsschadens
von der Apoptose dominiert wird, gibt es dann nicht ein therapeutisches Fenster, in dem
das ,,Selbstmordprogramm® gestoppt werden kann? Wiirde die Hemmung der Apoptose
somit das Ausmal} des Infarkts nach myokardialer Ischdmie verkleinern [65]?

Mocanu et al. beobachteten, dass die Verabreichung eines Caspase-Inhibitors wihrend der
Reperfusionsphase in einem Ischimie-Reperfusions-Modell am Rattenherzen, die Infarkt-

grofe senkte, und zeigten somit eine verheiBungsvolle therapeutische Option zur

43



Diskussion

Linderung des Reperfusionsschadens, deren genauer Wirkmechanismus jedoch noch zu
kléren ist [44].

Effektiver Schutz vor Reperfusionsschaden im Tierversuch kann auch durch Uber-
expression entscheidender antioxidativer Enzyme sowie von Hitzeschockproteinen und
Uberlebensgenen wie Bel-2 und Akt erreicht werden [43].

Aufgrund der oben erlduterten Schwierigkeiten des TUNEL-Assays bleibt allerdings
fraglich, ob es sich bei der TUNEL-positiven Zellpopulation iiberhaupt um eine der anti-
apoptotischen Therapie zugédnglichen Zellpopulation handelt, da die Kardiomyozyten sich
eventuell schon in einem irreversiblen Stadium der Apoptose befinden und durch eine
antiapoptotische Therapie somit nur die Form des Zelltodes verdndert wird [23].

Das Haupttherapieziel ist die Entdeckung von Pharmaka, die das Ausmal3 des Gewebe-
untergangs wiahrend Ischdmie und Reperfusion beeinflussen konnen. Insbesondere
zusétzlich zur Thrombolyse verabreichbare Medikamente, die den Reperfusionsschaden
vermindern und somit zu einem groBBeren Benefit als die Reperfusion allein fithren wiirden,
konnen das klinische ,,outcome* signifikant beeinflussen [44].

Es sind somit in den letzten Jahren eine Vielzahl von Mdoglichkeiten entdeckt worden, die
Apoptose zu beeinflussen. Ob diese Moglichkeiten um Beispiel bei der Modulation des
Reperfusionsschadens und somit der Senkung der Infarktgrofe von klinischem Nutzen
sind, bleibt noch klinisch zu erforschen.

Erste Schritte auf dem Weg apoptotische Zellen im Myokardinfarkt beim Menschen
sichtbar zu machen, wurden von Hofstra et al. gemacht. Sie konnten die erhdhte Aufnahme
von Tc99m-markiertem Annexin-V, einem frithen Apoptosemarker, im Infarktgebiet nach-

weisen und bereiten so den Weg fiir die Erprobung klinischer Interventionen [12],[25].
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dal HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren, so
genannte Statine, neben ihren cholesterinsenkenden Eigenschaften auch so genannte
pleiotrope Effekte besitzen. Diese Effekte betreffen auch das kardiovaskuldre System.
Frithere Versuche unserer Arbeitsgruppe ergaben, daB3 Statine die InfarktgroBe {iber eine
Steigerung der eNOS-Aktivitit in einem Ischdmie-Reperfusions-Modell in vivo an der
Ratte um bis zu 49 % senken.

Die hier geschilderten Versuche dienten der Kldrung der Frage, ob diese Infarktgrofen-
reduktion auf eine Reduktion der Apoptose zuriickzufiihren ist.

Minnlichen Wistar-Ratten wurde 7 Tage lang Simvastatin oder ein Placebo verabreicht. Im
Anschluss daran wurden die Herzen entnommen und nach dem Modell des isoliert
perfundierten Rattenherzens an der Langendorff-Apparatur perfundiert. Hierbei wurde je
die Haélfte der Tiere aus der Placebo- bzw. Simvastatin-Gruppe nach dem normoxischen
Protokoll, die andere Hailfte nach dem ischdmischen Protokoll perfundiert. In
Vorversuchen wurden fiir das ischdmische Protokoll eine 30-miniitige Stop-Flow-Ischdmie
und eine darauf folgende 120 Minuten lange Reperfusion als geeignet ermittelt. Die
Herzen wurden dann mithilfe des TUNEL-Assays und der Bcl-2 / Bax - PCR auf Apoptose
untersucht.

Die Auswertung des TUNEL-Assays ergab keinen Unterschied im Anteil TUNEL-
positiver, d. h. apoptotischer Zellen zwischen den Placebo- und Simvastatin-behandelten
Tieren. Ebenso konnte in der PCR der beiden Apoptosemodulatoren Bcl-2
(antiapoptotisch) und Bax (proapoptotisch) keine Anderung des Verhiltnisses der beiden
Proteine festgestellt werden.

Bringt man die geschilderten Ergebnisse mit den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe in
Zusammenhang, so ergibt sich die Folgerung, dass der infarktgroBenreduzierende
pleiotrope Effekt der Statine somit nicht auf eine Senkung der Apoptose, sondern auf eine
Verminderung der Nekrose zuriickzufiihren ist.

Es bleibt insbesondere klinisch zu erforschen inwieweit der Einsatz von Statinen zur
Kardioprotektion nach einem Myokardinfarkt wirkungsvoll ist und ob antiapoptotisch

wirksame Pharmaka im Bereich der Kardiologie eine Rolle spielen konnen.
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8 ANHANG

8.1 Genehmigung zur Durchfuhrung von Versuchen an

Wirbeltieren

Der Antrag zur Durchfithrung von Versuchen an Wirbeltieren wurde vom Leiter des
Versuchsvorhabens Herrn Prof. Dr. med. Gert Richardt und stellvertretend Herrn Dr. med.
Sebastian Wolfrum unter dem Titel ,,CSE-Hemmer im akuten Myokardinfarkt II:
Simvastatin in der Reperfusion® gestellt. Das Ministerium fiir Umwelt, Natur und Forsten
des Landes Schleswig-Holstein genehmigte diesen Antrag am 20. Februar 2002
(Aktenzeichen 1/g/02).
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