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1. Einleitung

1. Einleitung

Der akute Myokardinfarkt ist eine der haufigsten Erkrankungen der Industrienationen.
In der Bundesrepublik Deutschland verstarben 2006 Gber 65000 Menschen an dieser
Krankheit, damit ist der Herzinfarkt die zweit h&dufigste Todesursache. (Peterson S et
al. 2005)

Die vorliegende Arbeit untersucht die Rolle des Signalmolekils Gag bei der
Infarktentstehung anhand eines Gag-defizienten Tiermodells. Gag, hat einen
erheblichen Einfluss auf die Thrombozytenfunktion und spielt deshalb bei einem
akuten Myokardinfarkt eine zentrale Rolle. Bereits vor der Entstehung eines Infarktes
beeinflussen Thrombozyten durch die Sekretion bestimmter Botenstoffe die
Entwicklung einer atherosklerotischen Lasion (Fuster V et al. 1992). Kommt es zum
Einriss einer solchen atherosklerotischen Plague, werden die im Blutstrom flieRenden
Thrombozyten aktiviert. Danach sind diese in der Lage zu Konglomeraten zu
aggregieren, die das Herzkranzgefald verschlieBen konnen (Falk E et al. 1995;
George JN 2000). Das im Versorgungsbereich des Gefalies liegende Gewebe ist
dann vom Blutstrom abgeschlossen, wird zunéchst ischdmisch und stirbt im Verlauf
der Zeit ab. Durch die Sekretion von Entziindungsmediatoren, Chemokinen und
Zytokinen beeinflussen Thrombozyten auch noch nach dem GefalRRverschluss die
GroRe des Myokardinfarktes. Die Steuerung der Thrombozytenfunktion unterliegt zu
einem erheblichen MafRR G-Proteinen und insbesondere dem Gag-Protein
(Offermanns S 2006). Diese Gruppe an Molekllen ist fur die Signalweiterleitung
innerhalb einer Zelle verantwortlich (Neves SR et al. 2002). Das Gay-Protein befindet
sich zusammen mit seinem Strukturanalogon dem Ga;j;-Protein auf nahezu allen
Saugetierzellen. Nur Thrombozyten bilden hier eine Ausnahme, da sie auf lhrer
Oberflache kein Gai: sondern ausschlieRlich Gag ausbilden (Offermanns S et al.
1998).

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe beobachteten wir, dass Mause, die kein Gag
besitzen (Gag-Knock-out-Mause), nach Ligatur eines Herzkranzgefalles signifikant
kleinere Infarkte ausbildeten als Wildtypmause (Weig HJ et al. 2008). Da das Gag-
Protein sowohl in Thrombozyten als auch in Herzmuskelzellen fehlt, waren weitere
Kontrolluntersuchungen nétig, um die Grundlage dieses Effektes zu klaren. Im
nachsten Schritt transplantierten wir Gagq-Knock-out-Knochenmark in Wildtypmause.

Mit diesen chimaren Mausen wurden wieder Ligaturversuche gemacht und dabei
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1. Einleitung

zeigte sich, dass Wildtypmause mit transplantiertem Gag-Knock-out-Knochenmark
zwar kleinere Infarkte erlitten als die Wildtypmause, der Effekt im Vergleich zur Gag-
Knock-out-Maus aber deutlich geringer blieb (Weig HJ et al. 2008).

Die vorliegende Arbeit knipft hier an und untersucht, ob Gay exprimierende
Kardiomyozyten eine bessere Anoxietoleranz aufweisen. Dazu werden zunachst
einzelne Mausekardiomyozyten isoliert und in Zellkultur gebracht. Ziel ist es, alle
storenden Einflusse durch andere Zellen oder Blutbestandteile auszuschliel3en.
Anschliel3end werden die isolierten Kardiomyozyten unter kontrollierten Bedingungen
einem anoxischen Reiz ausgesetzt um einen moglicherweise bestehenden
Unterschied in  der  Anoxietoleranz ~ zwischen  Gag-Knock-out-  und
Wildtypkardiomyozten zu messen.
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2.1 Myokardinfarkt

2.1.1 Atiologie

Das akute Koronarsyndrom mit seinen Unterformen, dem akuten Myokardinfarkt, der
instabilen Angina Pectoris und dem plétzlichen Herztod, entsteht in der Mehrzahl der
Falle auf der Grundlage einer Atherosklerose (Fuster V 1994). Ab einem
Stenosegrad von 70-80% wird das stenosierte Gefal3 symptomatisch, da das Herz
bei erh6htem Sauerstoffbedarf nicht mehr ausreichend durchblutet wird. Die Groi3e
der atherosklerotischen Lasion, der sogenannten Plaque, gibt aber keinen Hinweis
auf die Anfalligkeit des GefalRes fur einen akuten Verschluss, da sich viele
Koronarthrombosen nur auf dem Boden einer leichten Atherosklerose entwickeln
(Tschoepe D et al. 2006). Verliert eine atherosklerotische Lasion einmal ihre Stabilitat
und reil3t ein, entwickelt sich auf ihrer Oberflache ein Abscheidungsthrombus und
das Gefald wird verschlossen. Kommt es bei einem subtotalen oder kompletten
Verschluss nicht innerhalb eines bestimmten Zeitraumes zu einer Eroffnung,
entwickelt sich im abhangigen Stromgebiet der Arterie eine Kolliquationsnekrose.
Neben dem Verschluss eines Koronargefal3es durch einen Thrombus gibt es auch
noch andere, seltenere Ursachen fir einen Myokardinfarkt. Hierzu zahlen zum
Beispiel akute Gefal3dissektionen, primare und sekundare Vaskulitiden,
GefalRspasmen, rheologische Blutbildveranderungen, Embolien bei Vorhofflimmern
oder auch im Rahmen einer gekreuzten Embolie bei bestehendem
Vorhofseptumdefekt. Da 60 bis 70% der Infarkte durch Plaquerupturen entstehen,
beschrankt sich diese Arbeit auf akute Koronarsyndrome mit atherosklerotischer
Genese (Falk E et al. 1995).

2.1.2 Pathogenese

Die Mehrzahl der akuten Myokardinfarkte entwickelt sich auf dem Boden einer
Atherosklerose und dem Gefal3verschluss durch einen Thrombus (Falk E 1983; Falk
E 1985; Falk E et al. 1995; Davies MJ et al. 1984; Mc Isaak Al et al. 1993).

Die Grundlage des Verschlusses bildet die atherosklerotische Plaque. Ihre

Entstehung ist mit einer Reihe von Risikofaktoren assoziiert. Dazu zahlen
3
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insbesondere Rauchen, Hyperlipidamie, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie,
erhohtes Alter und ménnliches Geschlecht (Fuster V 1994). Bereits im Kindesalter
kann man sogenannte fatty streaks“ finden, die eine Frihform der Arteriosklerose
darstellen. Sie bestehen aus einer Ansammlung von Fett speichernden
Makrophagen. Diese mit Cholesterinester beladenen Zellen bezeichnet man als
Xanthomzellen oder Schaumzellen.

Die Entstehung einer Gefal3plaque ist ein mehrstufiger Prozess. Er beginnt mit einer
Schadigung des Endothels durch z.B. Entziindungsreaktionen oder mechanische
Reizung und einer daraus resultierenden Dysfunktion des GefalRendothels (Davignon
J et al. 2004). In Folge der Schadigung kommt es zur erhdéhten Durchlassigkeit des
Endothels fur LDL (low density lipoprotein) und andere Plasmabestandteile. Der
Einbau des LDL in die GefaRintima kann auf mehreren Wegen erfolgen. Zum
Beispiel Uber ein passives Eindringen in durchlassig gewordene Gefaldwande oder
durch eine Rezeptor abhangige Aufnahme (Fuster V. et al. 1992; Watanabe et al.
1994). Neuere Untersuchungen betonen die Wirkung von aktivierten Thrombozyten.
Diese setzen reaktive-Sauerstoff-Spezies frei (ROS), die zur Oxidation von LDL zu
mo-LDL (minimal-oxidiertes LDL) fihren und stimulieren wiederum die Aufnahme von
oxidiertem LDL durch Makrophagen. Sie sorgen sogar zu einer Differenzierung von
CD 34 positiven Vorlauferzellen in Zellen der Monozyten/Makrophagen Gruppe und
beschleunigen den Prozess der Atheroskleroseentstehung massiv (Daub K et al.
(2007). Das anfallende Mo-LDL vermindert direkt die Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO) im Endothel. Damit entfallt ein wichtiger Mediator fur die
GefalRdilatation (Quyyumi AA et al. 1995). Dartber hinaus initiert NO
Adhasionsmolekile fir Monozyten, Makrophagen und Leukozyten (Vink H et al.
2000). Die eingewanderten Monozyten differenzieren sich unter dem Einfluss von
Zytokinen zu Makrophagen weiter. Diese Makrophagen phagozytieren wie bereits
oben angedeutet unter dem Einfluss von aktivierten Thrombozyten das abgelagerte
LDL und sind anschlieBend unter dem Mikroskop als Schaumzellen sichtbar. Das
oxidierte LDL wird in groRen Mengen Uber den Scanvenger-Rezeptor phagozytiert,
der keiner Sattigungskinetik unterliegt. Sterben die entstandenen Schaumzellen ab,
werden zahlreiche Zytokine freigesetzt, die eine Entzindungsreaktion initiieren.
Freigesetzte Proteasen kommen in Kontakt mit dem Gewebe und degenerieren die
umgebende Matrix. Makroskopisch sind die abgestorbenen Makrophagen

Ansammlungen als oil-lipid-rich Plaque zu erkennen. Die Uberlebenden
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Schaumzellen bilden zusatzlich Interleukine, Komplementfaktoren und andere
Mediatoren, die zu einer Emigration von weiteren Monozyten fuhren. Diese
Ansammlung von Entziindungszellen und die Freigabe von Enzymen fiihren zu einer
zunehmenden Schadigung des Endothels und dadurch zu einer verminderten NO-
Produktion, zur Zytolyse und Desintegration der extrazellaren Matrix. Im Zuge der
Endotheldysfunktion und der Entziindungsreaktion fallen grolRe Mengen an ROS
(reactive-oxygen-species) an, die wiederum die abnehmende Menge an
dilatierendem NO inaktivieren (Cai H, Harrison DG 2000). Am geschadigten Endothel
lagern sich Thrombozyten an, die Zytokine wie PDGF (platelet derived growth factor)
und TGF-3 (transforming-growth-factor-p) freisetzen und auch als weitere Quelle fur
Lipide dienen (Fuster V et al. 1992; Chandler AB et al. 1961). Am Ende des
Prozesses lockert sich der enge Kontakt der Endothelzellen auf und
Plasmabestandteile konnen in die Intima eindringen. Es entwickelt sich ein Odem.
Die im Rahmen der Entztundungsreaktion freigesetzten Chemokine fuhrt zu einer
zusatzlichen Leukozytenimmigration, die die entstehende Entziindungsreaktion noch
weiter verstarkt. Gleichzeitig akkumulieren Mediatoren, die zu einer vermehrten
Einwanderung und Proliferation von glatten Muskelzellen (SMC) fuhren (Hoak JC
1988). Diese Muskelzellen proliferieren und bilden vermehrt Kollagen und Elastin.
Dadurch entwickelt sich eine ausgepragte Fibrose, die Elastizitat des GefalRes lasst
nach und die atherosklerotische Gefal3plague gewinnt zunehmend an Gréf3e. Neben
der hervorstehenden Bedeutung der Entziindung als Ursache fir die Entstehung der
Atherosklerose, gibt es auch noch andere mdgliche Ursachen, die diesen Prozess
unterstitzen konnen. Eine These geht davon aus, dass bestimmte Mikroorganismen
Uber eine Entziindungsreaktion zu einer Atherosklerose fiihren oder zumindest deren
Entstehung fordern. So ist zum Beispiel ein erhéhter CRP- (C reaktives Protein)
Spiegel im Blut mit einer Endotheldysfunktion assoziiert (Fichtlscherer S et al. 2000).
Das zu den akute-Phase-Proteinen gehodrende Protein, ist ein empfindlicher aber
unspezifischer Marker fur Entzindungen mit bakterieller Genese. Ein weiterer
Hinweis auf einen Einfluss von Infektionen ist das vermehrte Vorkommen von
Mikroorganismen wie Clamydien innerhalb einer Plaque (Libby et al. 1997). Am Ende
dieser verschiedenen Einflisse ist eine reife Plague mit einem lipidhaltigen Kern
entstanden. Diese Gebilde nennt man Atherom. Im Laufe der Zeit wird das Atherom
fibrés organisiert und es kommt zu einem vermehrten Einbau von Kalzium (Demer LL

et al. 1994). Nach aul3en trennt nur eine diinne Schicht aus Endothel die Plaque vom
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Blutstrom. Mit zunehmender Gréfe kommt es zu einer Stenosierung des Gefalies.
Allerdings wird solch eine Stenose erst im ausgepragten Zustand mit einer
Verringerung des GefalRquerschnittes um ca. 70% fur den Blutfluss limitierend.

Reil3t ein Atherom ein, kann durch einen plétzlichen Verschluss des GefalRes ein
akuter Myokardinfarkt entstehen (Falk E et al. 1995). Am haufigsten findet man dabei
eine Ruptur der fibrosen Kappe. Weitere Formen sind die oberflachige
Atheromerosion, die Erosion eines kalzifizierten Knoten oder die Plaqueeinblutung
(Virmani R et al. 2002). Die Vulnerabilitat eines Plagques hangt von mehreren
Faktoren ab: Erstens dem Verhaltnis von Kollagen zu Lipid, zweitens der Stabilitat
der fibrosen Kappe, drittens der Starke der Entzindungsreaktion und viertens der
Materialermtidung, die von der Wandspannung, der Plaquekompression und den
auftretenden Scher- und Biegekraften abhangt (Falk E et al. 1995; Hansson GK
2005). Besonders an der Schulter der Plaques, dem Ubergang zwischen Gefalwand
und Atherom, sind diese Scherkrafte besonders hoch. So findet man auch an dieser
Stelle die haufigsten Rupturen, zumal die Anzahl an Entziindungszellen in diesem
Areal auch besonders hoch ist (Falk E et al. 1995). Unter diesem Gesichtspunkt liegt
die Vermutung nahe, dass besonders groRe Plagues zu Rupturen neigen. Das
Gegenteil ist aber der Fall. Mehrere angiographische Studien zeigten, dass die
Mehrheit der Koronararterienverschliisse bei nur gering ausgepragter Atherosklerose
zu finden war. Der Grund dafir ist allerdings unbekannt (Tschoep D. et al 2006).
Zum kompletten Verschluss des Gefal3lumens kommt es dadurch, dass nach der
Plaqueruptur aus dem Inneren des Atheroms viele prokoagulatorische Stoffe dem
Blutstrom ausgesetzt werden und die prokoagulatorische Oberflache der gerissenen
Plaques zu einer massiven Aktivierung der Gerinnungskaskade fihrt. Stoffe wie
subendotheliales Kollagen, freigesetzter Tissue-faktor, Phospholipide und
Thromboxan A, fuhren zu einer massiven Aktivierung von Thrombozyten,
Freisetzung zusatzlicher vasoaktiver Substanzen und einer Aktivierung der
plasmatischen Gerinnung. Dabei spielen die Thrombozyten besonders im arteriellen
Stromgebiet der Koronarien eine wichtige Rolle. Sie sind es, die bei hohen
Scherkraften die wichtigsten Vermittler der Blutgerinnung sind. Deshalb lassen sich
auch im Kern eines Koronarthrombus besonders viele aggregierte Thrombozyten
nachweisen (Ueda Y et al. 1996).
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Der Prozess, der zu einem Koronarthrombus fuhrt, Iasst sich also mit vier Schritten
zusammenfassen: 1. Entwicklung einer atherosklerotischen Lasion 2. Verletzung

oder Dysfunktion des Endothels 3. Vasospasmus 4. Gerinnungsaktivierung.

2.2 Ischamie und Reperfusion
2.2.1 Ischamie

Der Verschluss eines KoronargefaRes durch einen Thrombus fuhrt im
nachgeschalteten Versorgungsbereich zu einer Ischamie. Der griechische Begriff
Ischamie bedeutet Blutleere. Man spricht von einer Ischamie, wenn in einem Gewebe
der arterielle Blutfluss so gering ist, dass die physiologische Gewebefunktion nicht
erhalten werden kann (Jennings RB 1970). Im Unterschied zur Anoxie, bei der
lediglich die Versorgung mit Sauerstoff und damit die oxidative Phosphorylierung
beeintrachtigt ist, herrscht sowohl ein Mangel an neuen Substraten (z.B. Sauerstoff,
Glucose, etc.) als auch ein Stau an anfallenden Stoffwechselmetaboliten, da diese
nicht abtransportiert werden.

Das menschliche Herz ist von einer Ischamie aus zwei Grinden besonders stark
betroffen: Erstens stellt es seine Energietrager nahezu rein oxidativ, also in
Anwesenheit von Sauerstoff, her. Zweitens gibt es im Myokard, im Gegensatz zu
vielen anderen Organen, keine Kollateralgefalle, die im Falle eines
Gefalverschlusses fur die weitere Blutzufuhr sorgen kdnnten. Konkret bedeutet das
fur den Herzmuskel folgendes: Nach einer Unterbrechung des Blutflusses kann die
aerobe Glykolyse, also die Energiefreisetzung aus Zucker mit der Anwesenheit von
Sauerstoff, noch fur weitere 15 bis 20 Sekunden energiereiche Nukleotide
produzieren. Danach ist der Sauerstoffgehalt soweit gesunken, dass die
Energiegewinnung nur noch durch die deutlich ineffektivere anaerobe Glykolyse
gewahrleistet wird. Diese produziert lediglich ein Viertel an energiereichen
Substraten und erhoht deutlich den intrazellularen Laktatgehalt (Jennings RB et al.
1991). Aber auch die anaerobe Glykolyse kann nach weiteren 60 Sekunden nur noch
mit geringer Effektivitat ATP (Adenosintriphosphat) erzeugen. Durch das
unausgeglichene Verhaltnis von NADH, zu NAD, dem steigenden Gehalt an
anorganischem  Phosphat und dem  fallenden pH-Wert wird die

Glycerolaldehydphosphatdehydrogenase gehemmt. Durch den Ausfall dieses
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Enzymes erlischt auch die anaerobe Glykolyse nach weiteren 60 Minuten (Jennings
RB et al. 1991).

Alles in allem fuhrt der versiegende Blutfluss im Myokard zu einem zellularen
Ungleichgewicht. Durch das Sistieren der aeroben Glykolyse und dem Einsetzen der
anaeroben Glykolyse, dem Verlust an energiereichen Phosphaten und deren
Desintegration, der Akkumulation von Stoffwechselprodukten wie Laktat und o-
Glycerolphosphat erlischt das Energiedepot der Zelle mit Auswirkungen auf alle
Bereiche der Zellphysiologie. Anhand bestimmter Parameter lasst sich diese
Entwicklung gut skizzieren: (siehe auch Abb.1)

pH-Wert: Als Endprodukt der anaeroben Glykolyse fallt in grol3en Mengen Laktat an.
Durch die hohe Konzentration dieser Saure sinkt der pH-Wert deutlich ab (Owens LM
et al 1996). Das entstehende saure Milieu verschlechtert die Funktion vieler Enzyme
und aktiviert lytische Enzyme. Da deren Funktionsoptimum im sauren pH-Bereich
liegt, beginnen sie unmittelbar mit der Zerstbrung des Zellinhaltes. Als
Gegenregulation auf den fallenden pH Wert beférdert der Na'/H*-Austauscher
anfallende Protonen (H") aus der Zelle heraus und erhoht gleichzeitig den
intrazellularen Natriumgehalt mit Auswirkungen auf die Zellhomgostase.

Na™ Durch das geringere Angebot an energiereichen Phosphaten wie
Adenosintriphosphat (ATP) sinkt die Leistung der Na'/K*-ATPase (Donoso P et al.
1992). Also steigt intrazellular der Na*-Gehalt an und die Kaliumkonzentration sinkt.
Auch der oben beschriebene Na'/H'-Austauscher erhéht die Na'-Konzentration.
Erhohte intrazellulare Natriumkonzentrationen fuhrt durch den entstehenden
osmotischen Druck zu einem vermehrten Wasser Einstrom in die Zelle mit
resultierendem Zelldodem. Der Natriumgradienten ist aber auch fir das elektrische
Membranpotential der Zelle mitverantwortlich. Aufgrund des geringeren
transmembranaren Na'-Gradient kommt es zur Depolarisation der Zelle mit
Auswirkungen auf die elektrisch verbundenen Nachbarzellen und somit auf den
gesamten Zellverbund (Cordeiro JM et al. 1994).

Ca®": Kalzium ist das im Koérper am feinsten regulierte lon, da seine Konzentration
regulatorische Funktion besitzt. Der wichtigste Ausloser, der intrazellular zu einer
erhohten  Kalziumkonzentration fuhrt, ist eine ansteigende intrazellulare
Natriumkonzentration. Diese bewirkt eine vermehrte Aktivitatt des 3 Na'/Ca’-
Austauscher, der Natrium aus der Zelle ins Zellinnere pumpt. Um die erhéhte

Natriumkonzentration zu senken pumpt der 3 Na*/Ca®*-Austauscher Natrium aus der
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Zelle und Kalzium ins Zellinnere. Ein Anstieg der Kalziumkonzentration aktiviert
wiederum lytische Enzyme wie Proteasen, Phospholipasen und Nukleasen (Donoso
P et al. 1992). Es veradndert den Phosphorilierungszustand von Funktions- und
Strukturproteinen und aktiviert den kontraktilen Apparat, so dass es am Ende der
Entwicklung zu einer mechanischen Zellschadigung kommt (Farber JL et al. 1981,
Piper HM 1989).

Osmotische  Konzentration: Durch den sistierenden  Blutstrom  werden
Stoffwechselmetabolite nicht mehr entfernt und kénnen akkumulieren. Parallel dazu
werden Energietragern mit nur geringer osmotischer Wirkung (Glucose und
Glykogen) zu vielen einzelnen osmotisch wirksamen Teilchen verstoffwechselt und
erhéhen den osmotischen Gradienten zum Extrazellularraum drastisch. Bereits nach
einer Ischamie von einer Minute ist die Laktatkonzentration auf das Vierfache
angestiegen. In Kombination mit der steigenden Natriumkonzentration stromt
kompensatorisch viel freies Wasser in die Zelle ein und es entwickelt sich ein
Zellodem (Jennings RB et al. 1986).

Als Folge dieser oben beschriebenen Entwicklungen wird die Zell- und
Mitochondrienmembran der Kardiomyozyten geschadigt. Es kommt zu einer
Zerstorung von Enzymen und Nukleotiden. Lysosomale Enzyme werden aus den
Lysosomen freigesetzt und durch den niedrigen pH-Wert und die erhohte
Kalziumkonzentration aktiviert. Aufgrund der anfallenden Stoffwechselendprodukte
und des lonenungleichgewicht stromt Wasser ein und fiihrt zu einem Odem. Parallel
dazu bewirkt die lonenfehlregulation eine Kontraktur der Zelle mit zusatzlicher
mechanischer Zerstorung.

Die direkte Schadigung des myokardialen Gewebes ist aber nicht der einzige Faktor,
der zum Zelltod fuhren kann. Untersuchungen, die sich mit der Todesursache von
Zellen innerhalb der ersten sechzehn Stunden nach einem Herzinfarkt befassten,
stellten eine deutlich erhdhte Apoptoseaktivitat fest. Sowohl beim Menschen als auch
beim Nagetier scheint der programmierte Herztod flir mindestens 5-30% der
Zellenuntergange verantwortlich zu sein (Crow MT et al. 2004; Kang PM et al. 2000;
Bialik S et al. 1997; Palokoki E et al. 2001). Ob dieser Effekt durch die Ischamie oder
durch die anschlieRende Reoxygenierung zu erklaren ist, ist allerdings noch nicht
geklart. Eine Apoptoserate von 5-30% scheint zunachst nicht bedeutsam zu sein. Zur
besseren Einordnung dieser Zahlen helfen die Untersuchungsergebnisse eines

Mausmodells mit einer Apoptoserate von lediglich 0,023%. Innerhalb von acht bis
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vierundzwanzig Wochen entwickelten diese Mause eine ausgepragte
Herzmuskelschwache mit Dilatation des linken Ventrikels (Wencker W et al. 2003).
Als Ausloser fur die Apoptose nach einem ischamischen Ereignis werden derzeit
zwei Wege diskutiert. (Jennings RB et al. 1986) Erstens kann eine direkte
intrazellulare Schadigung durch den oxidativen Stress, DNA-Desintegration oder
falsche Proteinfaltung das Apoptoseprogramm der Zelle ausldésen. Zweitens kann es
durch bestimmte Liganden (Fas, TNF-a, etc.) zu einer Aktivierung des Death-
Rezeptors und dadurch zur Caspasenfreisetzung kommen. Am Ende dieses
Prozesses steht in beiden Féllen eine gemeinsame Endstrecke, bei der es zu einer
Ausschittung von Cytochrom C aus den Mitochondrien und letztendlich zum
Absterben der Zelle kommt. Die Relevanz dieser Beobachtung zeigt sich dadurch,
dass man durch medikamentése Inhibition der Caspasen die Anzahl der sterbenden
Zellen wahrend einer Ischamie reduzieren kann (Holly TA et al. 1999; Huang JQ et
al. 2000).

[0:14
— fordent
P | hemmt
ase
[Konzentration] 2\ m
anaerohe "
[ATP]] =— Glykolyse =3 [Laktat'] T
l‘t ADPT ]
Na*/K’
Zellodem e [H,0]1 1 \ Enzym
\ T |]'H1_I y 2
[Na']f‘_ Na*H Funktion
Depolarisation = \’/ \
MNa*/Ca™ / 3Na*/Ca* I
Kontraktion q—\ [Ca® It ’ E‘:f;ll:i

Abb. 1: Schematische Ubersicht der Elektrolytverschiebungen einer Zelle als Folge eines reduzierten

Sauerstoffangebots mit Betonung der zentralen Rolle des Natriumions
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2.2.2 Reperfusion

Um die Grél3e eines Myokardinfarktes zu begrenzen oder wenigstens dessen weitere
Ausdehnung zu verhindern, besteht die einzige Therapie in der Reperfusion des
betroffenen Gewebes durch die Wiederer6ffnung des verschlossenen Geféalies. Die
Todesrate von Patienten mit erfolgreicher Reperfusion liegt trotz optimaler Therapie
bei ca. 10%. Die Vermutung, dass mdglicherweise eine Schadigung des Myokardes
durch die Reperfusion verursacht werden konnte, wird bereits seit vielen Jahren
diskutiert. Jennings postulierte bereits in den sechziger Jahren des letzten
Jahrhunderts, dass die therapeutische Reperfusion auch zu einer Schadigung des
Myokards fihren kann (Jennings RB et al. 1960). Tierexperimentelle Studien haben
in diesem Zusammenhang ergeben, dass die Reperfusion sogar fur bis zu 50% der
InfarktgroRe verantwortlich sein kann (Yellon DM et al. 2007). Als
Reperfusionsschaden bezeichnet man die Schadigung des Herzens durch die
Wiederherstellung des koronaren Blutflusses nach einer ischdmischen Episode
(Piper HM et al. 1998). Allerdings ist die Infarkttherapie hinsichtlich der Reperfusion
alternativios. Bleibt die Reperfusion aus, entsteht im Ischamiebereich eine
Nekrosezone. Ziel zukinftiger Therapiemassnahme mul3 es also sein, den
Reperfusionsschaden zu verhindern.

Zurzeit geht man davon aus, dass fur die Entstehung des Reperfusionsschadens vier
mdogliche Mechanismen verantwortlich sind (Yellon DM et al. 2007; Piper HM et al.
1998):

1. Myokaridal Stunning: So bezeichnet man die mechanische Dysfunktion des
Gewebes nach der Reperfusion, obwohl kein irreversibler Schaden der Zellen
zu finden ist und der koronare Fluss wiederhergestellt wurde (Bolli R et al.
1999). Fiur diese Annahme gibt es mehrere mogliche Erklarungsmodelle.
Erstens beeintrachtigt der oxidative Stress direkt die Funktion des kontraktilen
Apparates und verhindert durch Schéadigung der Strukturproteine die
Wiederaufnahme der Kontraktion. Zweitens kommt es zu einer
Sarkolemmadysfunktion, bei der Ca®*-lonen ins Zellinnere freigesetzt werden.
Drittens verursacht die in Kapitel 2.2.1 beschriebene Na*-Uberladung der Zelle
einen Anstieg des intrazellularen Kalziumspiegels. Die erhoéhte
Kalziumkonzentration aktiviert wiederum proteolytische Enzyme, die den

kontraktilen Apparat andauen und seine Funktion schadigen.
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2. No Reflow Phanomen : Trotz erfolgreicher Rekanalisierung des GefalR3lumens
lasst sich im wiedererdffneten Gefald kein Blutfluss nachweisen. Dieses
Phanomen wurde zum ersten Mal von Kloner beschrieben (Kloner RA et al.
1974). Durch eine Verschleppung von Plaguebestandteilen im Rahmen der
Reperfusion kommt es zu einem Verschluss der kleinen Gefal3e im weiteren
Stromgebiet. Werden Teile der abfihrenden Geféal3e eines Hauptstammes
verlegt, reduziert sich die Mikrozirkulation deutlich. Ein Abgang von grél3eren
Thrombuspartikeln wahrend einer perkutanen koronaren Intervention (PCI)
liel3 sich durch Dopplersonographie nachweisen (Okamura A et al. 2005). Die
Auswaschung von Debris in die Peripherie wurde in der Studie von Stone bei
bis zu 73% der untersuchten PCI beobachtet (Stone GW et al. 2005).
Allerdings zeigte sich in der Emerald-Studie, dass die Aspiration von
freigesetztem Debris distal der PCI im Vergleich zur Kontrollgruppe keine
Verbesserung brachte (Stone GW, et al. 2004, Stone GW, et al. 2005). Des
Weiteren sorgen Entziindungszellen und Thrombozyten, die durch die nach
der Plaqueruptur freigesetzten Zytokine angelockt wurden, fir eine
Verstopfung von Kapillaren. Zusatzlich verengt das durch die Ischamie
entstandene Gewebs- und Endothelddem das Lumen von kleinen Gefal3en
ein und verhindert einen normalen Fluss in den Kapillaren (Ito H 2006;
Okamura A et al. 2005).

3. Reperfusionsarrhytmien : Dabei handelt es sich um auftretende
Rhythmusstérungen nach erfolgreicher Reperfusion. Sie entstehen durch ein
gestortes zellulares Gleichgewicht an lonen und durch die wahrend der
Ischamie entstandenen Metabolite. Mit der Wiederertffnung des Gefal3es wird
das wahrend des Verschlusses veranderte extrazellulare Milieu (siehe Kapitel
2.2.1) ausgewaschen, in andere Teile des Myokardes gesplilt und verursacht
dort eine Elektrolytdysbalance. Von besonderer Bedeutung ist dabei die
Heterogenitat des ischamischen Muskels. In ihm ist ein Mosaik aus bereits
erholenden und sterbenden Zellen, gesundem Herzmuskel und Nekrose
entstanden und stort den korrekten Ablauf der Herzmuskelkontraktion und des

Reizleitungssystem (Manning AS et al. 1984).

4. Lethal Reperfusion Injury (Yellon DM et al. 2007): Diese Theorie geht davon

aus, dass durch die Reperfusion ein todlicher Reiz fur die Myozyten gesetzt
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wird, die die Ischamie ohne bleibende Schaden uberlebt héatten. Somit
resultiert die Therapie eines Myokardinfarktes in einer Zunahme der Nekrose.
Ob dieses Phanomen aber wirklich existiert, wird immer noch kontrovers
diskutiert. Die Schwierigkeit im Nachweis liegt darin, dass man nicht
abgrenzen kann, ob die Zellen, die nach der Reperfusion zugrunde gehen,
nicht bereits vorher irreversibel geschadigt wurden (Kloner RA 1993). Ein
Argument dafir ist die Beobachtung, dass man bei einer Modifikation der
Reperfusionsumstande den entstehenden Schaden limitieren kann (Piper HM
et al. 1998). Fur die Wirkung des lethal-reperfusion-injury gibt es finf mégliche

Erklarungsmodelle:

a) Oxygen-Paradox: Eine plotzliche Reenergenisierung fihrt schlagartig zu
neu verfugbaren energiereichen Nukleotiden. In Kombination mit dem
durch die Ischamie akkumuliertem Kalzium kommt es zu einer abrupten
und Ubersteuerten Aktivierung des kontraktilen Apparates. Deren Folge ist
die Hyperkontraktur (Piper HM et al. 1998). Der oxidative Stress kann auch
direkt zur Schadigung der Myozyten fuhren. Die daflir verantwortlichen
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) spielen auch bei dem Myocardial
Stunning eine wichtige Rolle. In diesem Zusammenhang allerdings ohne
die Zellen letal zu schadigen (Piper HM et al. 1983).

b) Ca®-Paradox: Der schnelle Anstieg von Kalzium in der Zelle und in den
Mitochondrien fuhrt zu einer Hyperkontraktur. Dadurch wird das Zellinnere
so geschadigt, dass die Zelle abstirbt oder ihr Apoptoseprogramm auslost
(Piper HM et al. 1998).

c¢) PH-Paradox: Durch den Blutfluss wird das extrazellulare Laktat abrupt
ausgewaschen (Lemasters JJ et al. 1996). Infolgedessen kommt es zu
einer Imbalance vom extra- zum intrazellularen pH-Wert. Somit werden der
Na*/H" und der Na'/HCOj3 Austauscher aktiviert. Das nun akkumulierende
Na* fihrt wiederum tiber den Na*/Ca**-Austauscher zu einem Anstieg an
intrazellularem Kalzium mit Hyperkontraktur als Folge des Kalzium-
Overloads (Piper HM et al. 1998).

d) Osmotische Imbalance: Im Laufe der Ischamie haben sich intra und

extrazellular viele Stoffwechselprodukte (siehe Kapitel 2.2.2) angehauft.
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Der plétzlich wiederhergestellte Blutfluss wascht im Extrazellularraum die
angehauften Stoffwechselmetabolite aus und der dadurch entstehende
osmotische Gradient zwischen intra- und extrazellular fahrt zu
Wassereinstrom in die Zelle und somit zum Zellddem (Piper HM et al.
1998).

e) Inflammation: Die Anreicherungen von neutrophilen Granulozyten durch
chemotaktische Signale aus dem rupturiertem Plague oder den
Thrombozyten des Thrombus fuhrt zum Verschluss von Gefal3en und zur
Freisetzung von degradierenden Enzymen und ROS (Vinten-Johansen J
2004).

Endpunkt der oben beschriebenen Entwicklungen ist immer eine Zerstérung
des Sarkolemma durch eine einsetzende Hyperkontraktur (Piper HM et al.
1998).

Vergleicht man die Flache der initial durch die Reperfusion geschadigten
Zellen mit der am Ende entstehenden Nekrose, zeigt sich bei reperfundiertem
Myokard eine gréf3ere Schadigung (Piper HM et al. 1998). Bei histologischen
Untersuchungen der Bereiche, in denen Zellen in Hyperkontraktur zu finden
sind, lasst sich eine geometrische Anordnung der geschadigten Zellen
nachweisen, die nicht durch den wiederhergestellten Fluss und die
Ansammlung von toxischen Stoffen erklarbar ist (Solares J et al. 1995). Daflr
gibt es zwei Erklarungsmodelle: Beim ersten Modell geht man davon aus,
dass es zu einer direkten mechanischen Verletzung der uber tight-junctions
verbundenen Zellen im Laufe der Hyperkontraktur kommt (Ganote JN 2000).
Die zweite Theorie stitzt sich auf Beobachtungen bei denen isolierte
Kardiomyozyten (iber Ca?*-Mikroinjection zur Hyperkontraktur gebracht
werden. Als Folge dessen entwickeln die auch nicht in direktem Kontakt
stehende Zellen eine Kontraktur. Eine mdégliche Ursache dafur kdnnte eine
parakrine Ubertragung des Signals durch freigesetztes Kalzium und andere

Second Messenger sein (Piper HM et al. 1998).
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2.3 Thrombozyten

Thrombozyten spielen bei der Entstehung eines akuten Koronarsyndroms eine
entscheidende Rolle. lhre eigentliche Aufgabe ist die Sicherung der priméaren
Hamostase und die Reparatur verletzter Endothelien. Kommt es in einem
Koronargefaf3 im Rahmen einer atherosklerotischen Lasion zur
Thrombozytenaktivierung, kann sich ein Thrombus bilden und zum Geféal3verschluss
fuhren. Aus diesem Grund ist die Inaktivierung der Thrombozyten bei einem
Myokardinfarkt ein wesentlicher Teil der Akuttherapie (Davi G, Patrono C 2007). Von
besonderem Interesse bei der Therapie sind die fir die intrazellulare

Signaltransduktion verantwortlichen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren.
2.3.1 Entstehung und Struktur

Der Thrombozyt ist ein flaches und unregelmalliges Blutelement ohne Zellkern mit
einem Durchmesser von 1 - 4 ym und einer Starke von 0,5 - 1,5 pm.
Die Thrombozyten scheiden sich von Megakaryozyten ab. Diese polyploiden
Riesenzellen, deren Durchmesser bis zu 0,1 mm betragen kann, zirkulieren nicht im
Blut, sondern sind fest im Knochenmark verankert. I|hr Wachstum wird Uber
Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel Thrombopoetin kontrolliert. Dieses Zytokin
fuhrt durch die Aktivierung des c-mpl Rezeptors zu einem vermehrten
Ausschwemmen von Thrombozyten (Gurney AL et al. 1994). In Folge dieses Reizes
bilden sich kleine Zytoplasmaabschnirungen des Megakaryozyten aus. Diese
Zytoplasmaabschnirungen sind die eigentlichen Thrombozyten. Sie enthalten keine
genomische DNA, besitzen aber einen Vorrat an messenger RNA (mMRNA) und die
fur die Translation benotigte Proteinausstattung.
Nach der Abscherung der Thrombozyten durch den Blutstrom sind sie sofort
funktionsfahig und zirkulieren frei im Blut (Behnke O et al. 1998). Thrombozyten
haben im Schnitt eine mittlere Lebensdauer von 5 - 11 Tagen und werden in der
Lunge, Leber und Milz nach Ablauf dieser Zeit abgebaut (George JN 2000). Aber
nicht alle Thrombozyten bleiben im Blutstrom. Bis zu 1/3 aller Blutplattchen werden in
der Milz sequestriert und kdnnen bei Bedarf freigesetzt werden.
Ein Thrombozyt besteht aus vier groReren Anteilen:
a) Die Plasmamembran: Die aul3ere Hulle der Thrombozyten ist mit vielen
Glykoproteinen assoziiert, die Enzym und Rezeptorfunktion haben und so fir
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die verschiedensten Interaktionen mit der Umgebung oder mit anderen
Thrombozyten zur Verfligung stehen.

Das Hyalomer: So bezeichnet man das Zytoplasma des Thrombozyten. In ihm
befindet sich die aus dem Megakaryozyten stammende mMRNA, der
dazugehdrige translative Apparat und etliche Mitochondrien (David G et al
2007).

Das Zytoskelett: Das Hyalomer wird von Aktin-reichen Zytoskelett durchzogen.
Dieses verleint dem Thrombozyten Stabilitat und ermdglicht eine aktive
Verformung. Dartber hinaus gibt es eine grol3ere Menge an internalisierten
Membranpaketen, die &hnlich einer Reserve dicht verpackt und somit Platz
sparend im Zytosol schwimmen (George JN 2000).

Das Granulomer: Es ist ein dichtes tubuldares Membransystem im Inneren der
Blutplattchen mit einer Vielzahl an Enzymen des

Arachnoidonsaurestoffwechsels und weiteren zahlreiche anderen Granula.

Die Granula des Granulomers bilden eine sehr heterogene Gruppe mit den

verschiedensten Funktionen. Die folgende Auflistung gibt einen kurzen Uberblick

Uber die wichtigsten Elemente:

a)

b)

o-Granula: Sie enthalten in Membranen verpackte prokoagulatorische Stoffe.
Die meisten sind bereits im Zytoplasma des Megakaryozyten vorhanden und
werden bei der Abspaltung mit tbernommen. Darunter sind Faktoren wie zum
Beispiel: Plattchenfaktor Il und IV, a-Thromboglobulin, Fibrinogen, Faktor 1V
und loslicher von Willebrand Faktor (vWF). Ein kleinerer Teil des a-Granula
stammt nicht aus den Megakaryozyten. Er wird durch Pinocytose aus dem
Plasma aufgenommen. Zu den Stoffen, die auf diese Art in die Thrombozyten
gelangen, zahlen zum Beispiel Albumin, IgG und Fibronektin. Neben den
prokoagulatorische Substanzen findet man in den Thrombozyten auch einige
Wachstumsfaktoren wie Platelet derived growth factor (PDGF) und Platelet
derived transforming factor (PDTF) (George JN 2000).

Dichte Granula: Der Inhalt dieser Granula besteht aus lokal Thrombozyten
aktivierenden Stoffen wie Serotonin, ATP, ADP, Kalium, Kalzium, Thromboxan

A, und diversen Katecholaminen.
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Lysosomen: Diese kleinen von Membranen eingeschlossen Kompartimente sind mit
vielen degradierenden Enzymen angereichert und kdnnen zur Desintegration von

Zellbestandteilen genutzt werden.
2.3.2 Funktion

Die wesentliche Funktion der Thrombozyten ist die primare Hamostase und die
Endothelreparatur geschadigter Geféal3e. Im Blutstrom sind Thrombozyten inaktiv und
mussen am Bestimmungsort in die aktive Form Uberflhrt werden. Dieser Prozess
verlauft regelrecht in vier Stufen. Aufgrund der groRen Bedeutung der
Thrombozytenaktivierung beim akuten Koronarsyndrom werden im folgenden Teil die

einzelnen Phasen detaillierter besprochen:

1. Adhasion:

Durch die zuféallige Berlihrung mit der GefalBwand kommt es zum Kontakt
mehrerer membranstandiger Rezeptoren des Thrombozyten mit z.B. der
freiliegenden subendothelialen Matrix eines verletzten Gefal3es. Welcher
Rezeptor fur den Erstkontakt sorgt, hangt von den Strémungsverhaltnissen im
Gefald ab. Die rheologischen Bedingungen sind im menschlichen Korper sehr
unterschiedlich. Im vendsen System liegen die Scherkrafte unter 500 s™* und bei
Arteriolen erreichen sie ca. 5000s™. Ist eine Arterie allerdings stenosiert, wie zum
Beispiel in einem atherosklerotisch verengten Koronargefal3, steigert sich dieser
Wert auf bis zu 40000s™ (Jackson SP 2007; Bluestein D et al. 1997).

a) Bei geringen lokalen Scherkraften wird der Kontakt der Thrombozyten mit
Fibrinogen, VWF und Fibronektin durch das Glykoprotein llb/llla (auch
Glykoprotein a3 genannt) hergestellt (Jackson SP 2007; Kulkarni S et al.
2000). Dieses Glykoprotein vermittelt im weiteren Verlauf der
Thrombozytenaggregation die starkste Bindung mit dem Gewebe Uber
VWEF, Fibronektin und Thrombospondin. Allerdings kann das Glykoprotein-
lIb/llla diese festen Bindungen erst nach der Aktivierung des
Thrombozyten ausbilden (George JN 2000).

b) Werden die Stromungsverhaltnisse starker, gewinnt die Funktion des
gefalRwandstandigen von Willebrand-Faktor (vWF) an Bedeutung. Er kann

Uber einen Kontakt zum GP-Ib-V-IX zur Fixierung beitragen. Ginstig wirkt
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sich dabei die multimere Struktur mit den vielen Bindungsmaoglichkeiten
des VWF aus (Jackson SP 2007; Kulkarni S et al. 2000; Ruggeri ZM 2000).

c) Ein weiterer Weg bei starker Stromung eine Adhasion zu vermitteln ist, die
Bindung uUber Fibronektin an GP-lIb/llla oder Uber Fibrinogen und
Thrombospondin (Jackson SP 2007, David G et al 2007).

Dartber hinaus gibt es noch weitere Rezeptoren, die zum Kontakt des
Thrombozyten mit der Zielregion fuhren, wie zum Beispiel die membranstandigen
Integrine la-lla und VI. Sie vermitteln eine Adhasion an freiliegendem und nicht
Endothel gedecktem Kollagen (Nieswandt B et al. 2003). Ist die initiale
Anlagerung einem Thrombozyten gelungen, kommt es zum engen
Membrankontakt mit der Zielstruktur. Dabei beobachtete man, dass
Thrombozyten ein ahnliches Verhalten wie Leukozyten aufweisen, um an den
genauen Bestimmungsort zu gelangen. Sie binden an einer Stelle des Gefal3es
und gleiten mit ihrer flachen Seite ein Stlck weiter, um spater an einem anderen
Ort fest zu binden. Eine moégliche Erklarung fur dieses amoéboide Verhalten ist es,
dass sie dem Blutstrom so weniger Angriffsflache bieten (Kulkarni S et al. 2000,
Maxwell MJ et al. 2007). Daruber hinaus kénnen sich die Thrombozyten aber
auch im Blutstrom plastisch verformen. Ihre langen Ausstulpungen kdnnen bei
einem Eigendurchmesser von lediglich 4 pm bis zu 30 um lang werden.
Ermaglicht wird diese Eigenschaft durch die zahlreichen Reservemembranen des

canicularen Systems im Innern des Thrombozyten (Dopheide SM et al. 2002).

2. Aktivierung und Sekretion:

Nach der initialen Adhasion des Thrombozyten Uber die oben genannten
Integrine kommt es zur G-Protein gekoppelten Signaltransduktion ins Innere des
Blutplattchens. Unterstlitzend wirken dabei parakrine Substanzen wie der tissue-
factor, Thrombin oder andere Metabolite. Diese werden von benachbarten
Thrombozyten sezerniert bzw. vom geschéadigten Endothel freigesetzt:

a. Der tissue-factor ist eine Substanz, die nur von subendothelialen Zellen
exprimiert wird und somit nur bei Gefal3verletzung in Kontakt mit
Thrombozyten kommen kann. Thromboplastin oder Faktor Ill, wie man
den tissue-factor ansonsten noch nennt, greift durch die

Thrombinbildung auch in  die extrinsische, plasmatische
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Gerinnungskaskade ein und vernetzt so die unterschiedlichen Wege

der Hamostase.

b. Thrombin oder auch Faktor lla genannt ist ein Produkt der
plasmatischen  Gerinnungskaskade. Es ist der effektivste
Thrombozytenaktivator und vernetzt die plasmatische Gerinnung mit
der zellularen Gerinnung (Heemskerk JW et al. 2002). Freigesetztes
Thrombin fuhrt zu einer Aktivierung des Protease-Activated-Receptor-1
(PAR-1). Dieser ist sowohl an die G-Proteine der Gruppe Gog als auch
an Gaiy13 gekoppelt. Sie sind von herausragender Bedeutung bei der
Thrombozytenaktivierung, da sie mit bis zu 2000 Kopien auf jedem
Thrombozyten vertreten sind und so zu einer massiven Verstarkung
des Signals fuhren (Brass LF et al. 1992).

In Folge der durch die Adhasion oder durch die Agonisten vermittelten
Thrombozytenaktivierung kommt es zu einer intrazellularen Erhéhung der
Kalziumkonzentration, die mit einer Formverdnderung des Blutplattchens
einhergeht (Rendu F et al. 2001). Gleichzeitig werden die im Thrombozyten
eingeschlossenen Granula sezerniert. Die darin erhaltenen Stoffe bewirken auf
autokrinem und parakrinem Wege eine weitere Aktivierung und eine verbesserte
Aggregation des Thrombozyten und seiner Nachbarn. Neben der Beeinflussung
der Thrombozyten Uben die Stoffe auch eine Wirkung auf Zellen des Gefal3es
aus. Erstens fuhren sie zur Vasokonstriktion und unterstiitzen somit die primére
Blutstillung. Zweitens locken sie Entziindungszellen an und drittens tiben sie auch
einen mitogenen Effekt auf das umgebene Gewebe aus (George JN 2000;
Jackson SP 2007; Offermanns S 2006):

a) Die im Thrombozyten gespeicherten Nukleotide ADP und ATP sind
Agonisten fur den P2Y1- und P2Y12-Rezeptor. Beide Rezeptoren sind
wiederum an die G-Proteine Gagy bzw. Ga; gekoppelt. Deren Aufgabe
liegt in der Verstarkung der Aggregation. Unterstitzend wirkt dabei die
gleichzeitige Freisetzung von ADP bzw. ATP aus den verletzten Zellen
des Gewebes (Kulkarni S et al. 2000; Jackson SP 2007).

b) Epinephrin |6st in physiologischen Dosen selbst keine Aggregation aus.
Es verbessert aber Uber einen ebenfalls G-Protein gekoppelten Effekt

den Aggregationsprozess (Lauri D et al. 1985; Offermanns S 2006).
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c) Thromboxan A, wird durch die Cyklooxygenase-1 und -2 (COX 1/2)
produziert und diffundiert durch die Zellmembranen zum Zielort. Dort
kommt es zu einer Aktivierung der Gag-Rezeptoren. Ahnlich wie beim
NO ist seine Wirkung durch eine geringe Halbwertzeit nur lokal
begrenzt.

d) Serotonin bewirkt bei intaktem Gewebe eine Vasodilatation, die einem
Gefallverschluss entgegenwirkt. Ist das Gefald allerdings geschadigt
oder besteht eine Endotheldysfunktion, kommt es zu einer starken
Vasokonstriktion (Mc Fadden EP et al. 1991; Jackson SP 2007).

e) Das vor seiner Entdeckung Endothelium-derived-relaxing-factor
genannte Stickstoffmonoxid (NO) behebt nicht nur GefalRspasmen,
sondern begrenzt auch die Aktivierung von weiteren Thrombozyten. Es
kann muihelos durch Gewebe diffundieren und seine Wirkung ist
aufgrund der kurzen Halbwertszeit nur lokal beschrankt (Freedman JE
et al. 1997).

f) Der Faktor V/VIII unterstitzt die Thrombusbildung durch die Aktivierung

der plasmatischen Gerinnung.

Dartber hinaus gibt es noch eine ganze Reihe weiterer Stoffe, die an der
Aktivierung der Thrombozyten beteiligt sind. Wie bereits oben angedeutet erfolgt
bei einigen Agonisten die intrazellulare Signaltransduktion durch eine Kopplung
auf G-Proteine des Thrombozyten. Sie spielen sowohl bei der Aktivierung als
auch der Sekretion eine ganz zentrale Rolle (Offermanns S et al. 1997,
Offermanns S 2006).

3. Aggregation:

In der dritten Phase kommt es letztendlich zur Ausbildung einer festen Bindung
der Thrombozyten untereinander und zur Thrombusformation bzw. festen
Adhasion mit dem beschadigten Gefallslumen. Die oben beschriebene Signalkette
muindet als gemeinsame Endstrecke dieses inside-out-signaling in die Aktivierung
des lIb/llla-Glykoproteins (GP). Dieses Glykoprotein ist der Hauptrezeptor fir eine
stabile Adhasion und Aggregation und spielt mit 40.000 bis zu 80.000 Kopien pro
Plattchen auch zahlenmallig eine herausragende Rolle. Im Zuge der

Thrombozytenaktivierung kommt es zu einer Verformung des Rezeptors. Erst
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danach besitzt dieser optimale Bindungseigenschaften (Kulkarni S et al. 2000;
George JN 2000; Jackson SP 2007; Wagner CL et al. 1996; Jackson Sp et al.
2003). Das GP-lIb/llla ist auch das Bindeglied zur plasmatischen Gerinnung, da
es Fibrin fest binden kann und damit zu einer Quervernetzung von Thrombozyten
und Fibrin fahrt. Hierfur ist es besonders gut geeignet, da Fibrinogen genau zwei
Bindungsstellen besitzt und es so zur Verkettung von Thrombozyten beitragt.

Die Aktivierung des lIb/llla-Glykoproteins unterliegt der Kontrolle der G-Proteine
der Gag und Gaiis Klasse. Fur die Endfestigkeit ist besonders der bereits oben
beschriebene Kontakt mit Fibrinogen von Bedeutung (Ruggeri ZM 2002; Brass LF
et al. 2005; George JN 2000; Kulkarni S et al. 2006; Jackson SP 2007).
Unterstitzend wird dieser Prozess durch im Blut zirkulierenden Katecholamine,
die ebenfalls via G-Protein gekoppelte Second Messenger den Umbau Prozesse
stimulieren (Lauri D et al. 1985; Jackson SP 2007, Offermanns S 2006).

4. Inhibition

Um die Grolle des entstehenden Thrombus zu beschranken und um eine
UberschieRende Kettenreaktion der Gerinnung zu verhindern, besitzt das
benachbarte intakte Endothel verschiedene der Thrombozytenaktivierung
entgegenwirkende Mechanismen.

a) Das intakte Endothel produziert am Rand einer Gefal3lasion
Stickstoffmonoxid (NO). Dieses diffundiert in die Thrombozyten und
fuhrt zu einer Erhéhung des cyclischen Guanosinmonophosphat
(cGMP). Dieser Second Messenger senkt den Kalziumspiegel im
Thrombozyten und unterbindet damit die GP-llb/llla
Konformationséanderung. NO wird unter Verbrauch von NADPH durch
NO-Synthasen (NOS) aus der Aminosaure L-Arginin und Sauerstoff
hergestellt.

b) Durch die im Endothel befindliche Prostaglandin-I-Synthase wird aus
Arachidonséure Prostazyklin gebildet Die Steuerung dieses Signals
wird wiederum Uber das Gas-Protein vermittelt. Prostacyclin hemmt den
GefalRspasmus durch Erhéhung des intrazellularen cAMP und ist somit
der Gegenspieler zum Thromboxan der Thrombozyten (Davi G et al
2007).
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c) Die GefalRwand besitzt Ecto-ADPasen, die zu einer Desintegration der
Thrombozyten aktivierenden Metabolite ADP und ATP flhren
(Offermanns S 2006; George JN 2000).

2.3.3 Rolle der Thrombozyten im akuten Koronarsyndr  om

Die Rolle der Thrombozyten beim Myokardinfarkt geht Uber die Bildung des
Thrombus hinaus. Im Rahmen mehrerer Untersuchungen konnte festgestellt werden,
dass sie sowonhl fur die Entwicklung einer atherosklerotischen Lasion als auch fur die
Entstehung der Plaqueruptur verantwortlich sind.

Normales Endothel sezerniert antikoagulatorische Substanzen, die das Anheften von
Thrombozyten unterbindet (Davi G et al. 2007). Liegt allerdings eine
Endotheldysfunktion vor, exprimiert das Endothel Proteine, die eine Adh&sion von
Thrombozyten férdern. Bei hohen Scherkraften, wie sie bei GUberhéhtem Blutdruck
(Merten M et al. 2000) oder einem entzindlichen Prozess auftreten kénnen, erfolgt
eine erste Anlagerung uber P-Selectin (Kulkarni S et al. 2000; Davi G et al. 2007). Es
gibt Hinweise, dass diese Gewebe vermehrt wandstandigen VWF exprimieren, der
mit 1b-V-IX interagieren kann. Man beobachtet, dass Mause, die kein VWF besitzen,
deutlich kleinere atherosklerotische Lasionen ausbilden (Methia N et al. 2001).
Kommt es also zu einem ersten Kontakt, werden die Thrombozyten aktiviert und
sezernieren Wachstumsfaktoren, chemotaktische Substanzen wie 1I-13 und den CD-
40 Liganden, prokoagulatorische Stoffe und weitere Substanzen, welche die
Adhasion beginstigen. Der CD-40 Ligand und 1l-13 ermdglichen zum Beispiel eine
deutlich erleichterte Immigration von Leukozyten und verstarken dadurch die
Entzindungsreaktion. Desweiteren bewirkt die Sezernierung mitogener Stoffe ein
vermehrtes Wachstum von Leukozyten und Fibroblasten. Das Endothel selbst wird
dazu stimuliert, auf seiner Oberflache ein anderes Adhasions- Rezeptor Muster zu
prasentieren. Es kommt zu einer Bindung von Monozyten und deren Aktivierung
weitere Chemokine zu sezernieren. Sie differenzieren sich zu Makrophagen und
schitten Proteasen wie MMPs, uPA und uPAR aus, die zu einer Desintegration des
umgebenden Gewebes fuhrt (Faraday N et al. 2001; Gawaz M et al 2005; Davi G et
al. 2007). In Kombination mit den angelockten Leukozyten fuhrt dies zu einem
Aufflammen der Entziindungsreaktion in der GefalRwand. Diese Entziindung verstarkt

wiederum die Adhasion und Aktivierung von Thrombozyten (Faraday N et al. 2001).
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So kommt es zu einem Progress der atherosklerotischen Veréanderungen im Gefaf.
Mit Zunahme der Plaques stenosiert das Gefal3 und mit steigendem Grad der
Entztindung wird die Plaque instabiler.

2.3.4 Mause und Menschen 1

Der experimentelle Teil dieser Arbeit wurde an Mausen durchgefuhrt. Trotz der
offensichtlich grol3en Differenz zwischen beiden Spezies besteht bei den
Thrombozyten eine gewisse Analogie, die im folgenden Kapitel dargestellt werden
soll. Das menschliche Blutvolumen betragt durchschnittlich fiinf bis sechs Liter, das
entspricht ca. 60 bis 70 ml pro kg Korpergewicht. Die Maus erreicht mit ungefahr 2,3
ml Gesamtblutvolumen und somit ca. 80 ml/kg Korpergewicht einen deutlich h6heren
Wert (Barbee RW et al. 1992). Auch besitzt sie mit im Mittel 1000 bis 1500 x10° I**
Thrombozyten von einer Grof3e von ca. 0,5 um im Vergleich zum Menschen, der ca.
150 bis 400 x10° I'* Thrombozyten mit einem Durchmesser von 1 bis 2 pm besitzt,
deutlich mehr Blutplattchen pro Volumeneinheit (Levin j et al. 1994; Baker GR et al.
1997).

Abgesehen von den Mengenverhéltnissen und den unterschiedlichen Grol3en
unterscheiden sich die Form und die auf3ere Struktur der Thrombozyten beider
Spezies in der elektronenmikroskopischen Aufsicht kaum (Subramaniam M et al.
1996; Tsakiris DA et al. 1999). Auch der Inhalt ist miteinander gut vergleichbar.
Mause Thrombozyten weisen lediglich ein in Form und Grol3e heterogeneres a-
Granula auf und besitzen geringere Mengen an dense Granula (Schmitt A et al.
2001).

Auf funktioneller Ebene gibt es kaum Differenzen, so dass sie sich als Modellobjekt
sehr gut eignet. Thrombozyten der Maus und des Menschen besitzen dieselbe
Ausstattung und Anzahl an Proteinen. So gibt es kaum Unterschiede in der
Aktivierung und Adhasion, da die Proteine &hnliche Funktionen Gibernehmen. Das flr
die Endfestigkeit besonders wichtige GP-lIb/llla zum Beispiel besitzt bei beiden
Spezies die zentrale Position in der Aktivierung und spateren stabilen Aggregation.
Auch die Ausstattung mit G-Proteinen ist gut miteinander vergleichbar (Tsakiris DA et
al. 1999; Schmitt A et al. 2001; Nieswandt B et al. 2005). Aufgrund ihrer stark
konservierten Form gibt es selbst im Vergleich mit den noch entfernter verwandten
Intervertebraten kaum Unterschiede (Wilkie TM et al. 1992). Sowohl bei der Maus als
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auch beim Menschen findet man die G-Proteine der Klasse Gag, Gai, und Gajys,
aber kein Gaj; auf ihrer Oberflache (Johnson GJ et al. 1996; Milligan G et al. 1993).

2.4 G-Proteine

In den vorherigen Kapiteln wurde die besondere Bedeutung der Thrombozyten bei
der Genese des Myokardinfarktes beschrieben. Fur deren Aktivierung und

vollstandigen Funktionsfahigkeit spielen die G-Proteine eine zentrale Schlisselrolle.
2.4.1 Struktur

Heterotrimere Guanin Nucleotid bindende Proteine (G-Proteine) sind eine Gruppe
von Signaltransduktoren, die eine zentrale Stellung in der Signaltibermittlung und
Verarbeitung bei Saugetieren einnehmen. Mit einem Anteil von 2% am gesamten
kodierten Genom gehdren sie zu den haufigsten aller Proteine. Ihre Aufgabe ist es,
ein Signal, dass durch die verschiedensten extrazellularen aber auch intrazellularen
Rezeptoren aufgenommen wird, an das Zellinnere zu vermitteln. lhre Form ist
hochkonserviert und findet sich in nur geringer Abwandelung in allen Lebewesen
wieder. Diese Rezeptoren werden durch die unterschiedlichsten Hormone,
Neurotransmittern, Chemokinen oder anderen autokrin und parakrin wirkenden
Stoffen aktiviert und die eingehende Information mit Hilfe der G-Proteine durch die
Zellmembran weitergegeben (Neves SR et al 2002; Offermanns S 2003; Wilkie TM
2000; Offermanns S 2001; Jiang Y et al. 1998; Neer EJ 1995; Offermanns S,
Mancino V et al 1997).
Extrazellulare Signale werden durch eine Gruppe von Rezeptoren mit sieben
transmembranaren Durchgangen an die der Plasmamembran im Inneren der Zelle
assoziierten G-Proteine weitergegeben (Neves SR et al. 2002). Das G-Protein kann
darauf hin mit den verschiedensten Effektoren wie Enzymen, lonen-Kanalen,
Transportern oder anderen Mechanismen der zellularen Maschinerie direkt oder
indirekt in Interaktion treten und Einfluss auf den Stoffwechsel, die Sekretion,
Bewegung, Kontraktion oder die Transkription der Zelle nehmen. Aber G-Proteine
nehmen nicht nur kurzfristig Einfluss auf eine einzelne Zelle, sonder kdnnen auch an
Prozessen mitwirken, die das gesamte System beeinflussen. So spielen sie eine
Rolle bei der embryonalen oder gonadalen Entwicklung, beeinflussen das Lernen
und Gedéachtnis, sorgen fur die Homeostase und sind ein wichtiger Bestandteil der
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Apoptosemaschinerie (Offermanns S 2003; Offermanns S 2001; Wilkie TM 2000;
Neves SR et al. 2002). G-Proteine sind aber nicht nur Transmitter, um extrazelluléare
Signale ins Zellinnere zu vermitteln. Aufgrund ihrer variablen Sensitivitdt und der
Maoglichkeit, diese durch Regelmechanismen zu verandern, kdnnen sie je nach
Bedarf Informationen prozessieren und modifizieren (Offermanns S 2003; Wilkie TM
2000; Neer EJ 1995).

Der Aufbau eines G-Proteins ist immer gleich. Sie setzen sich immer aus drei
Untereinheiten zusammen. Diese bezeichnet man als a-, 3- und y- Teil (Hepler JR et
al. 1992; Neer EJ 1995). Im unerregten und nicht aktiven Zustand sind alle drei Teile
assoziiert und bilden eine strukturelle Einheit. Die a-Untereinheit bindet zusatzlich
noch das Nukleotid Guanosindiphospat (GDP). Die beiden (3- und y- Einheiten bilden
eine funktionelle Einheit und liegen als undissoziierter Komplex vor. In dieser
Wartestellung kann das G-Protein mit einem erregten Rezeptor interagieren. Sobald
es zum Kontakt des Rezeptors mit dem G-Protein in der Zellmembran kommt, stof3t
die a-Untereinheit das GDP ab und geht mit einem Guanosintriphosphat (GTP) eine
neue Bindung ein. Diese Bindung bewirkt eine Konformationsdnderung des a-
Fragments. Die verformte a-Untereinheit trennt sich danach vom pBy-Komplex. Durch
die Trennung konnen je nach Zielstruktur sowohl der a- als auch der By-Teil ihren
jeweiligen Effektor aktivieren. Um diesen aktiven Zustand zu beenden und um eine
dauernde Aktivierung zu vermeiden, besitzt die a-Untereinheit eine endogene
GTPase Funktion. Dieses GTPase hydrolysiert GTP zu GDP unter Abspaltung eines
Phosphatrestes. Dadurch kann die a-Untereinheit wieder ihre urspringliche
Konformation einnehmen. Somit kann es wieder zu einem Rearrangement von a-
und By-Untereinheit kommen. Damit hat das G-Protein wieder seinen inaktiven
Zustand erreicht und der Zyklus kann von neuem beginnen (Neves SR et al. 2002;
Offermanns S 2003; Wilkie TM 2000; Offermanns S 2001; Hepler JR et al. 1992;
Neer EJ 1995).
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Abb. 2: G-Protein Zyklus (modifiziert nach Offermanns S 2003)

Die Familie der G-Proteine setzt sich wie oben beschrieben aus drei Elementen
zusammen. Von jedem dieser einzelnen Elemente hat man mittlerweile mehrere
unterschiedliche Subgruppen identifiziert. Durch die variable
Kombinationsmaoglichkeit ergibt sich eine riesige Vielzahl an unterschiedlichen G-
Proteinen mit unterschiedlicher Rezeptoraffinitat, Transduktionskinetik und diversen
second messenger. Insgesamt wurden bisher Uber 20 a-Untereinheiten, 5 [3-
Untereinheiten und 12 y-Untereinheiten gefunden. Somit ergibt sich eine theoretische
Kombinationsvielfalt von 1200 unterschiedlichen G-Proteinen (Neves SR et al. 2002;
Offermanns S 2003; Offermanns S 2001).

2.4.2 Funktion

Die einzelnen G-Proteine lassen sich trotz der theoretischen mdglichen Vielfalt
funktionell vier Familien zuordnen. Diesen Familien ist gemein, dass sie sich alle
anhand ihrer a-Untereinheit unterscheiden lassen. Die folgende Ubersicht gibt einen
kleinen, aber unvollstandigen Uberblick (ber die direkte Wirkung und das

Vorkommen einzelner G-Protein Familien:
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a. Gajp-Familie: Diese Familie wird durch Mediatoren wie Epinephrin,
Acetylcholin, Dopamin oder Serotonin angesteuert. Im aktiven Zustand bewirkt
der o-Teil Uber eine Inhibition der Adenylatzyklase eine Senkung des
zytoplasmatischen cAMP-Spiegels. Von besonderer Bedeutung ist hier
allerdings die By-Untereinheit. Sie nimmt Einfluss auf Kalziumkanale vom P/Q
N-Typ, aktiviert die Phospholipase-C-f (PLC-B), die Phospaditylinositol-3-
kinase (PI-3-K) und nimmt damit Einfluss auf die mitogene ras Kinase, und auf
GIRK-(Kalium)kanale. GIRK-Kanale sind zum Beispiel an der cholinerg
muskarinischen Signaltransduktion beteiligt.

Die Proteine der Gaojo-Familie beeinflussen unter anderem die
Schrittmacheraktivitat des Herzens und sind ein zentrales Element bei der

Signaltransduktion im Rahmen der Lichtwahrnehmung.
r

vy
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Abb. 3: Kopplung der Ga;o-Proteine

b. Gas-Familie: Ein typischer Vertreter von Rezeptoren, die auf diese G-Proteine
koppeln sind die B—adrenergen Rezeptoren. Sie kommen ubiquitdr vor und
spielen zum Beispiel eine grol3e Rolle bei der Weiterleitung von Signalen in
olfaktorischen sensorischen Neuronen. Eine typische Auswirkung ist das
Anheben des intrazellularen cAMP-Spiegels, infolgedessen unter anderem die
Proteinkinase-A aktiviert und auch der Kalziumspiegel gesenkt wird
(Offermanns S 2003; Neves SR et al. 2002; Sunahara RK et al. 1996).

Adenylatcyklase |

l +)

cAMP

Abb. 4: Kopplung des Gos-Proteins
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c. Gajynsz-Familie: Diese G-Protein Familie kommt ebenfalls ubiquitar vor. Da

ihre Rezeptoren allerdings auch G-Proteine der Gag-Familie binden, ist es
sehr schwer, ihre Selektivitat und ihre konkrete Funktion zu ermitteln und
deshalb ist sie weitgehend unbekannt (Gu JL et al. 2002). Ga;, zum Beispiel
interagiert mit der Ras Kinase und Brutons-Tyrosin-Kinase (BtK), stimuliert die
Phospholipase-D, c¢-Src und beeinflusst auf unbekanntem Weg die
Proteinkinase-C. Durch diese Wirkung auf mitogene Proteine wurde man auf
Gaj, zunachst als Protoonkogen aufmerksam.
Gays. Wirkt ebenfalls auf den Zellzyklus, es beeinflusst Uber PYK2 zur PI3K
und Akt schlieBlich NFKB (Shi CS et al. 2001). Letztere interagieren mit
Cadherin und setzen Transkription Faktoren wie B-Catenin frei, die eine grolRe
Rolle in der Embryogenese spielen (Meigs TE et al. 2001). Entsprechende
Knockoutmause versterben bereits wahrend der intrauterinen Entwicklung, da
ihr Endothel kein Gefal3system ausbilden kann. Dies ist vermutlich auf eine
gestorte Migration der Zellen wahrend der Angiogenese zurtickzufihren
(Offermanns S, Mancino V et al. 1997).

d. Gagai-Familie:

Diese Familie lasst sich wiederum in mehrere Subgruppen aufteilen:
Gay;-Proteine kommen ubiquitar vor. Sie werden unter anderem durch den auf
Thrombozyten lokalisierten PYK2-Rezeptor erregt.

Gag-Proteine sind ebenfalls ubiquitar vorhanden. Sie aktivieren die PLC-3, die
wiederum Phosphatidylinositol-bisphosphat (PIP2) in DAG (Diacylglycerin)
und IP3 (Inositoltrisphosphat) spaltet. DAG aktiviert die PKC und die wiederum
Raf, 1-Src, ras und die MAP-Kinasen (Lev S et al. 1995). IP3 sorgt innerhalb
der Zelle fur eine Kalziumfreisetzung (Exton JH 1996; Rhee SG 2001). In
Knockout Mausen die kein Gog besitzen, beobachtet man eine geringere
GroRRe, cerebellare Ataxie und eine defekte Thrombozytenaktivierung
(Offermanns S et al. 1997; Offermanns S et al. 1997).

Die Rezeptoren, die auf diese G-Proteinfamilie koppeln, unterscheiden nicht
zwischen Gog und Gai; (Wange RL et al. 1991,0ffermanns S et al. 1994).
Selbst die Endstrecke ihrer Aktivierung wie z.B. die Phospholipase-C-8 1,3,4
und die PLC-B-2 &hneln sich sehr (Rhee SG 2001). Ihre Redundanz zeigt sich

auch dadurch, dass Mause, die kein Gaj; exprimieren keinen auffalligen
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Phanotyp haben (Offermanns et al. 1998). Typische Mediatoren der
Rezeptoren sind neben Hormonen wie Angiotensin | und Il, Endothelin und
dem Platelet-activating-factor auch Nukleotide wie ADP und ATP.

Trotz der groRBen Ahnlichkeit innerhalb der G-Proteinfamilie koppelt ein
einzelner Rezeptor jedoch relativ spezifisch auf das nachgeschaltete G-
Protein. Dabei handelt es sich um den a;-Adrenorezeptor, der ausschlieflich
Gag ansteuert.

Gays16-Proteine kommen in hAmatopoetischen Zellen vor (Offermanns S et al.
1998 (Murine); Shi CS et al. 2001(Mensch)).

Gai4-Proteine besitzen ihre Funktion insbesondere in Niere, Hoden und

Lunge.

PLC beta

Abb. 5: Kopplung der Gag1-Proteine

Modulation der G-Proteine Aktivitat:

Die Aktivitat der G-Proteine kann Uber eine Klasse an Regulatoren, den RGS
(Regulator of G-Protein signaling) gesteuert werden. Diese grol3e Gruppe
unterschiedlichster Polypeptiden besitzen alle eine hoch konservierte Domane, die
es ihnen ermdglicht, aktivierte Gg-Untereinheiten zu binden. In diesem Zustand
verhindern sie entweder die Bindung des GTP und damit die Aktivierung des G-
Proteins oder limitieren die Bindungsdauer des GTP. Sie verstarkt die intrinsische
GTP Hydrolyse der a-Untereinheit bei den Ga-Proteinen. Auf diese Art beendet es
deren Aktivitat frihzeitig (Wilkie TM 2000; Offermanns S 2003; Hollinger S, Hepler
JR 2002). Neben den RGS gibt es noch einige andere Proteine, die auf die GTPase
Aktivitat Einfluss nehmen (Berstein G et al. 1992; Offermanns S 2003). Wie die
verschiedenen Modulatoren der G-Proteine wiederum selbst gesteuert werden, ist

hingegen noch weitgehend unbekannt.
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2.4.3 G-Proteine in Thrombozyten

G-Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Aktivierung von Thrombozyten. Es
lassen sich die Gai-, Gog- und Gasion3- G-Proteine in ihrer Zellmembran nachweisen.
Aus der Gag-Familie finden sich allerdings sowohl beim Menschen als auch bei der
Maus kein Gaj; (Jantzen HM et al. 2001; Milligan G et al. 1993). Ihr starkster
Aktivator ist das Thrombin, dass lUber den PARS-Rezeptor (Protease-activated-
receptors) auf die G-Proteine Gaga213 koppelt. Infolgedessen kommt es durch die
PLC-B zur Aktivierung der Thrombozyten. PLC-B fuhrt zu einer Erhohung der
Kalziumkonzentration, die in der Aktivierung des Blutplattchens gipfelt (Offermanns S
et al. 1997).

Die besondere Bedeutung des Gag lie sich bei Knock-out-Mausen darstellen, die
kein Gog-Protein exprimieren kdnnen. Sie haben trotz in Zahl und Form gleicher
Thrombozyten eine beeintrachtigte primare Hamostase, die sich in einer deutlich
erhohten Blutungszeit aul3ert. Der Defekt der Blutgerinnung ist so stark ausgepragt,
dass bereits viele Tiere postnatal an vermutlich intraabdominellen Blutungen
versterben. Gleichzeitig besitzen sie aber einen gewissen Schutz vor durch Kollagen
oder Adrenalin ausgelosten Thromboembolien. Die bei ihnen beeintrachtigte
Aggregation und Sekretion lasst sich am besten anhand ihrer regularen Aktivierung
durch den Agonisten ADP beschreiben. ADP bindet am P2Y1-Rezeptor und erhoht
via Gog den zytoplasmatischen Kalziumspiegel. ADP ist dabei nicht nur ein direkter
Agonist, sondern auch ein autokriner Verstarker der eigenen Aktivierung. Fehlt
dieses positive Feedback, kommt es, wie im Fall der oben beschriebenen Mause,
weder zu einer Aktivierung noch zu einer Sekretion des Thrombozyten. In normalen
Mausen ist ADP hingegen in der Lage, eine vollstandige Aktivierung der
Thrombozyten zu erzeugen, ohne aber zu einer Verdnderung der Form zu fuhren
(Offermanns S et al. 1997; Gachet C et al. 1997). Mediatoren wie Thromboxan-A,
und  Thrombin  bewirken  bei  Gag-Knock-out-Mausen  allerdings  eine
Formverdnderung, die anscheinend unabhangig von diesem Aktivierungspfad ist
(Klages B et al. 1999; Offermanns S et al. 1997).

Ein weiteres wichtiges G-Protein bei der Aktivierung der Blutplattchen ist das Ga;. Es
wird ebenfalls durch ADP (ber den P2Y12-Rezeptor angesteuert. Blockiert man
diesen Rezeptor irreversibel durch Clopidogrel, kommt es ebenfalls zu einer

Verlangerung der Blutungszeit (Bhatt DL et al. 2003). Dementsprechend beobachtet
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man bei der Reaktion von Gaj-Knock-out-Thrombozyten auf ADP eine deutlich
verlangerte Reaktionszeit (Jantzen HM et al. 2001). Das Katecholamin Epinephrin ist
ebenfalls ein Agonist des Ga;-Proteins. Es koppelt ebenfalls Uber den agza-
Adrenorezeptor auf Ga; und potenziert die Wirkung anderer Botenstoffe.

Fur die korrekte Funktion der Thrombozyten sind G-Proteine unerlasslich. Sie sind
fur die Mehrzahl der Aktivierungsschritte der Thrombozyten verantwortlich. Dazu
zéhlt insbesondere die Konformationsanderung des zentralen GP-lIb/llla-Rezeptors.

Ohne diesen Rezeptor ist eine dauerhafte und stabile Aggregation nicht méglich.

2.4.4 G-Proteine im Herzen

Embryonal: Bereits in der embryonalen Entwicklung des Herzens sind G Proteine
von grof3er Wichtigkeit. Gag-und Gaii-Doppelknockoutmause versterben intrauterin
am zehnten Tag ihrer Entwicklung. Ihre Endothelzellen bilden keine Gefal3e aus. Ist
aber nur ein einziges Allel intakt, sind die Mause lebensfahig (Offermanns S et al.
1998).

Autonome Requlation: B-adrenerge Erregung im Herzen ist an Gas gekoppelt. Es

fuhrt zu einem Anstieg von cAMP und damit einer Aktivierung der PKA. Desweiteren
nimmt es Einfluss auf L-Typ-Kalziumkanale und den Phosphorylierungszustand von
Troponin-1 (Bers DM 2002). Eine Uberexpression von Gaos in Mausen erhoht im
Vergleich mit dem Wildtyp bei der Ausschittung von Katecholamin deutlich die
Inotropie und Chronotropie (lwase M et al. 1997). Aber auch auf die
parasympathische Regulation nehmen G-Proteine Einfluss. M, muskarinische
Acetylcholinrezeptoren koppeln auf das Gajo-Protein, das uber die Py-Untereinheit
auf die inward rectifier Kaliumkanéale wirkt. Reduziert man bei M&ausen die Aktivitat
der By-Einheit um 50%, ist die parasympathische Regulation des Herzens deutlich
eingeschrankt (Gehrmann J et al. 2002).

Myokardiale Hypertrophie: Fur die Entstehung der myokardialen Hypertrophie gibt es

derzeit zwei Erklarungsmodelle. Die erste Theorie geht davon aus, dass eine
chronische sympathische Stimulation der G-Proteine zu einer Kardiomyopathie fuhrt.
Beispielsweise entwickelten Gas Uberexprimierende Mausen bereits nach kurzer Zeit
eine Kardiomyopathie (lwase M et al. 1997). Die zweite Theorie macht einen
kompensatorischen Wachstumsreiz bei anhaltender mechanischer Belastung fur die
myokardiale Hypertrophie verantwortlich. Bestimmte Hormone wie Noradrenalin,
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Endothelin und Angiotensin-ll, die bei erhéhtem Sympatikustonus oder
mechanischem Stress ausgeschuttet werden, interagieren mit G-Protein gekoppelten

Rezeptoren und kénnen so den Wachstumsreiz ausldsen:

Agonist Rezeptor G-Protein
Ang-Il (Angiotensin-I1) AT1 Gay
ET-1 (Endothelin-1) ETA Gag / Gaj
PGF2a (Prostaglandin-F2a) PGF Gay
PE a 1-Adrenerge Rezeptor Gaq
Thrombin PAR-1 Gag / Ga
Ne (Norepinephrin) a 1-Adrenerge Rezeptor Gayg
ISO (Isoprenalin) B1, B2-Adrenerge Rezeptor Gas

Abb. 6: G-Protein gekoppelte Rezeptoren: Regulation des Kardiomyozyten Wachstum nach Adams
JW et al. 2001

Gag: In Méausen fuhrt eine Gag-Uberexpression zu einer Hypertrophie des Myokards
(D’Angelo DD et al. 1997). Inhibiert man Gag durch ein bestimmtes Medikament,
welches den Kontakt zwischen Rezeptor und G-Protein verhindert, entwickeln
Mausen mit einer chirurgisch erzeugten Aortenkonstriktion im Gegensatz zur
Kontrollgruppe deutlich seltener eine Herzhypertrophie (Akhter SA et al. 1998).
Ahnliches lasst sich in Tieren beobachten, die im Herzen kein Gaq und Goig
exprimieren. Sie bilden nach einer Aortenkonstriktion ebenfalls keine Hypertrophie,
obwohl sie nach der Operation einer erheblichen mechanischen Belastung
ausgesetzt sind (Wettschurek N et al. 2001). Die G-Proteine Gog und Gay; mit ihnrem
identischen Signalweg Uber die PLC-B sind also wesentlich an der Genese der
Herzhypertrophie und der Kardiomyopathie beteiligt. Darliber hinaus ist das Gag-
Protein auch beim Remodeling nach einem Herzinfarkt von Bedeutung. Es finden
sich in den Randgebieten einer Infarktzone vermehrt Gag-Proteine auf den
Myokardiozyten und die PLC-3 Aktivitat ist deutlich hochreguliert (Ju H et al. 1998).

Gas: Die Erregung erfolgt Uber (i- und B.-Adrenorezeptoren. Bei einer
Uberexpression von Gas im Herzen kommt es aber in Areale mit hoher Gos-Dichte

zu einer Hypertrophie. In Gebieten mit physiologischem Expressionsmuster findet
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man hingegen nahezu ausschlie3lich normal entwickelte Zellen (Vatner DE et al.
2000). In einer Untersuchung transgener Mause mit 24- bis 46-fach erhohten [3;-
Adrenorezeptoren Uberexpression entwickeln die Tiere zuerst eine Hypertrophie und
im weiteren Verlauf eine Kardiomyopathie. Der finale Zelluntergang geschieht durch
Apoptose. Diese Beobachtung stitzt sich auf TUNEL-(terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling) assays zur Messung der Apoptoseaktivitat der
Mauseherzen (Bisognano JD et al. 2000).

Ga;: Es gibt wenige Hinweise auf eine Hypertrophieinduktion durch dieses G-Protein,
obwohl Ga; die gleichen Agonisten wie Gag besitzt (Adams JW et al. 1998).

Gaions: In neonatalen Ratten fihrt eine a;-Adrenorezeptoraktivierung sowohl tber
Gaoq als auch tber Gaionz zu einer Hypertrophie des Myokards (Maruyama Y et al.
2001).

Apoptose:

Terminal differenzierte Kardiomyozyten ragieren auf Wachstumsreize mit Apoptose
(Katz AM 1995). Eine mogliche Erklarung hierflr ist, dass es zu einer kurzfristigen
Adaptation Uber die Hypertrophie kommt, aber langfristig die Wachstumsstimuli zur
Apoptose fihren (Adams JW et al. 2001; Adams JW et al. 1998). Werden
Wachstumsfaktoren wie E2F-1 oder andere Transkriptionsfaktoren durch
adenoviralen Gentransfer in Kardiomyozyten hochreguliert, zeigt sich sowohl in vitro
als auch in vivo ein deutlicher Anstieg der Mortalitat und eine erhéhte Apoptoserate
(Agah R et al. 1997). Ein moglicher Signalweg fuhrt hierbei Gber die Aktivierung der
MAP-Kinasen p38 und JNK, die bei der Gaq induzierter Apoptose beteiligt sind
(Adams SW et al. 1998).

Gog: Angiotensin-1l induziert die Apoptose in neonatalen Rattenkardiomyozyten lber
eine Stimulation der PLC-B (Kajstura J et al. 1997; Cigola E et al. 1997). Als
Gegenbeweis verhindert Losartan, ein Antagonist am Angiotensin-1-Rezeptor und
der Effektor des Angiotensin-ll, die Apoptose in den Zellen (Cigola E et al. 1997).
Eine anhaltende Aktivierung von Gag und eine Stimulation der PLC- fihrt in
neonatalen Rattenkardiomyozyten deshalb zur Apoptose (Kajstura JW et al. 1998).
Gas: Untersuchungen von Patienten mit Herzinsuffizienz stellten einen erhdhten
Katecholaminspiegel in deren Plasma fest (Hasking GJ et al. 1986). Katecholamine
sind Agonisten des Gaos-Proteins. Weitere Versuche mit Rattenzellen zeigten, dass

erhohte Konzentrationen an Noradrenalin Uber eine [(-adrenerge Stimulation zur
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Apoptose der Cardiomyozyten fuhren (Communal C et al. 1998, Yukitaka S et al.
1998). Dabei scheint insbesondere der [31-Rezeptor von Bedeutung zu sein (Zaugg M
et al 2000). So entwickeln transgene Mause mit aktivem [3;-Rezeptor eine
Herzinsuffizienz und viele ihrer Herzmuskelzellen gehen in Apoptose (Engelhardt S
et al. 1999). Blockiert man aber die B-Rezeptor der Zelle durch Propranolol, kann

man sowohl die Apoptose als auch die Herzinsuffizienz verhindern (Asai K et al.
1999).
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3. Material

3.1 Chemikalien, Medien, Puffer, L6sungen

Chemikalien:

Isofluran (Forene®) Abott, D

Tyrode-LOsung:

NacCl 121 mM Sigma-Aldrich, D
NaHCO3 5mM Sigma-Aldrich, D
HEPES 10 mM Sigma-Aldrich, D
KCI 4,7 mM Sigma-Aldrich, D
KH2PO4 1,2 mM Sigma-Aldrich, D
MgSO, 1,2 mM Sigma-Aldrich, D
Glucose 15 mM Sigma-Aldrich, D
BDM 15 mM Sigma-Aldrich, D

Die Losung mittels HCI bzw. NaOH bei 37<C auf einen pH-Wert von 7,35 titrieren.

Kollagenasen-Puffer:
Tyrode-Ldsung 50 ml
Kollagenase I 50 mg Boehringer, D
CaCl, (100mMm) 6,25 pul Sigma-Aldrich, D

Stop-1-Puffer:
Tyrode-Ldsung 9ml
BCS 1 ml (10%) Sigma-Aldrich, D
CaCl, (100mMm) 12,5 ul Sigma-Aldrich, D

Stop-2-Puffer:
Tyrode-L6sung 28,5 mi
BCS 1,5 ml (5%) Sigma-Aldrich, D
CaCl; (10mM) 37,5 ul Sigma-Aldrich, D
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Zellkulturmedium:

RPMI Medium 164040 ml Gibco, USA
Nicht essentielle Aminosauren 0,5 ml Gibco, USA
10 mg/ml Insulin 20 pl Novo Nordisk, D
100 1U/ml Penicillin (100 1U/ml) Sigma-Aldrich, D
100 mg/ml Streptomycin (100 1U/ml) Sigma-Aldrich, D
BCS (Bovines Kalber Serum) 7,5% 3 ml Gibco, USA
BDM (2,3 Butanedione monoxide) 2,5% 0,5 ml Gibco, USA
NaHCO3; 0,5 ml Sigma-Aldrich, D

Inkubation der Losung im Brutschrank in humider Atmosphéare bei 37C und 5% CO,

fur 2 h bis zum Versuch.

Anoxiemedium:
Zellkulturmedium (s.0.) 100 ml
Natriumdithionid (Na,S,0,) 8,7 mg Merck, D
(hohe Instabilitat: Anoxiemedium wird unmittelbar vor jeder Anoxie
frisch angesetzt; Menge um ausreichende Sauerstoffelimination

zu gewahr-leisten bei zunehmenden Alter der Substanz variabel)

Zellkulturplatten:
Gekammerte sterile Glas Objekttrager

(chamber slides) Lab Tek™ Ii Nunc, USA
10 ml PBS Sigma-Aldrich, D
Laminin Sigma-Aldrich, D

Laminin wird in PBS aufgel6st, so dass eine Lésung mit einer Konzentration von 10
pg/ml entsteht. AnschlieBend wird 1,5 ml der Lésung auf den Zellkulturplatten
aufgetragen und diese im Brutschrank bei 37<C fur 2 h inkubiert. Im nachsten Schritt
saugt man die Lamininldsung mit einer Pipette ab. Auf der Oberflache der
Zellkulturplatte haftet danach eine Lamininschicht mit einer ungefahren Dichte von 5-
10 mg/cm?.

Um eine ausreichende Anzahl an lebenden Kardiomyozyten zu gewinnen, werden

alle Losungen und Medien am Tag des Versuches frisch angesetzt.
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Alle verwendeten Chemikalien wurden in der héchsten Qualitdt bezogen und gemali

Herstellerangaben geldst und aufbewahrt.

3.2 Gerate und Laborbedarf:
Auflichtmikroskop (IDO3)
Blutgasanalysegerat (Rapid Lab 860)
Brutschrank 1

Brutschrank 2 (Anoxie)

DNeasy"” Tissue Kits DNeasy" Tissue Kits
Dissektionsmikroskop JKH Fibermatik
Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 25)
Langendorf-Perfusionsanlage

life / dead kit (viability / cytotoxity Kit L 3224)
Marker 100 bp

Nylonnetz

Photometer DU" 640
Plexiglasinhalationskammer

Primer Mix

Radiometer

Millex GV Sterile Filter 0,22 pm
Sterile Werkbank (Herasafe)
Thermocycler Mastercycler” Gradient
Titanium" Taq PCR Kit

UV-Tisch

Warmepumpen (Umwalzthermostat D8)

3.3 Versuchstiere:

Carl Zeiss, D
Siemens, D

Heraeus, D

Heraeus, D

Qiagen GmbH, D
Edward Weck,USA
Carl Zeiss, D
Eigenbau

Molecular Probes, D
New England Biolabs
GmbH, D

Eigenbau (Strumpfhose)
Beckmann GmbH, USA
Eigenbau

MWG Biotech, D
Copenhagen, D
Millipore, Irland
Heraeus, D
Eppendorf, D

BD Biosciences, D
MWG Biotech, D
Haake , D

Die Verwendung von Méausen als Modellorganismus ist weit verbreitet und erméglicht

in vivo Einblicke in physiologische und pathologische Vorgange. Auf der Ebene des

Hamatologischen und Kardiovaskularen Systems gibt es zwischen Maus und

Mensch besonders viele strukturelle und funktionelle Homologien, so dass sich hier
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Mause als Versuchsobjekte besonders gut eignen. Daneben gibt es noch eine Reihe
weiterer Vorteile dieses Modellorganismus. Eine kurze Tragezeit, die hohe Fertilitat
und die geringen Haltungskosten machen die Mausehaltung auch aus 6konomischer
Sicht sinnvoll. Aber insbesondere das grol3e Wissen uber das Mausegenom und
Proteom und die relative Einfachheit der genomischen Manipulation machen sie zu
einem exzellenten Versuchstier. Leider erschwert die geringe Groéf3e chirurgische
Manipulationen (Doevendans PA et al. 1998; Nieswandt B et al. 2005).
Zu den Tierversuchen stehen Wildtypzuchtparchen (+/+) mit dem genetischen
Hintergrund 129/Sv J/C57 B1 6J und Gag-Knock-out-Mause (-/-) mit dem gleichen
genetischen Hintergrund zur Verfugung. Die Wildtypmause wurden von Charles
River, Frankreich bereitgestellt und die Knock-out-Tiere erhielten  wir
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Stefan Offermanns (Ruprechts Karls
Universitat Heidelberg). Die Deletion des Gag-Proteins fuhrte Offermanns an 129Sv
embryonalen Stammzellen durch und kreuzte diese mit einem C57/BL-Stamm um
robustere Tiere zu erhalten (Offermanns S, Hashimoto K et al. 1997). Die eingefligte
Deletion flhrt dazu, dass keine ag-Untereinheit exprimiert wird und so das G-Protein
funktionslos ist (Offermanns S, Hashimoto K et al. 1997).
Phanotyp: Gag-Mause (-/-) sind tUberlebensfahige Tiere, deren Phanotyp bereits an
verschiedenen Stellen beschrieben wurde ( Offermanns S, Hashimoto K et al. 1997;
Offermanns S, Toombs CF et al. 1997; Offermanns S 2001). Sie haben eine deutlich
verlangerte Blutungszeit, sind ataktisch und weisen eine motorische Diskoordination
auf.
Haltung: Es werden maximal acht Tiere in Makrolonkéafigen gehalten, deren Boden
mit Einstreu belegt ist. lhnen steht autoklaviertes Futter und Wasser ad libitum zur
Verfigung. Die Raumtemperatur betradgt 20C mit eine r Humiditat von 60% bis 70%.
Der Hell-Dunkel-Rhythmus erstreckte sich Gber 12 h. Die Helligkeit betragt am Tag
50 bis 100 Lux. In der Nacht herrscht vollige Dunkelheit.
Die tierexperimentelle Studie wurde gemalR3 88 des deutschen Tierschutzgesetzes
durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.
Genotypisierung: Zur Differenzierung der nachgeziichteten Mause zwischen Wildtyp
(+/+), heterozygoten (+/-) und homozygoten (-/-) Gag-Mausen wird den jungen Tieren
unter Isofluran Kurznarkose ein Stick der Schwanzspitze abgeschnitten. Gemaf
einem Protokoll von S. Offermanns erfolgt anschlieBend die Genotypisierung im
Katecholaminlabor der 1. Medizinischen Klinik des Klinikum rechts der Isar. Aus dem
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Schwanzfragment gewinnt man mit Hilfe des DNeasy" Tissue Kits die DNA nach
Anleitung des Herstellers und amplifiziert sie im néchsten Schritt mittels Polymerase
Kettenreaktion (PCR). Die Konzentration der DNA im Ausgangspuffer lasst sich in
einem 1:10 mit aqua destillata verdinnten Evaluationspuffer durch ein Photometer
bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmen. Die gemessene Extinktion
multipliziert mit 500 ergibt die Konzentration der DNA im Puffer in pug/ml. Mit 100 ng
der Probe und dem Titanium"” Tag PCR Kit lasst sich die PCR durchfiihren. Die DNA
Probe wird mit 2,50 pl 10x PCR Puffer, 2,00 pul dNTO, 0,75u | Primer Mix (QIN7A: 5"-
CTG GTT AGG AGC TCA GCT CTG AAG-3’, QNEO: 5°-TTC AAA GTA TCA CAC
TCA CAT CAC AG-3’, TW37: 5-TGC CTG CTG CTT GCC GAA TAT CAT GG-3,,
und Aqua destillata ad 25 pl sowie 0,2u | Tag-Polmerase in einem Thermocycler 3
min bei 94<C inkubiert. Nach dreiRig Amplifikations schritten und einer zehn minitigen
Inkubation bei 72C wird die DNA auf ein 1% Agarose gel aufgetragen. Dann werden
in zwei Geltaschen eine Negativ- und eine Positivkontrolle pipettiert. Im letzten Schritt
tragt man zur Abschéatzung der DNA-Langen je 1 pl von definierten Markern mit
jeweils 100 Basenpaaren (bp) auf. Nach einer Laufzeit von 3 bis 4 Stunden werden
die entstandenen Banden auf einem UV-Tische abgelesen. Banden mit einer Lange
von 500 bp entsprechen einem wt- Allel (primer : QIN 7A/QNEO), Banden mit
lediglich 300 bp entsprechen einem Knockout-Allel (Primer TW37/QNEO). Der
Genotyp einer untersuchten Maus kann somit einfach ermittelt werden. Die einzelne
Bande einer Wildtypmaus (+/+) liegt bei 500 bp. Ein homozygote Maus (-/-) besitzt
ebenfalls nur eine Bande bei 300 bp. Hingegen hat ein heterozygotes Tier (+/-)
sowohl eine Bande bei 300 bp als auch eine Bande bei 500 bp
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3.4 Mause und Menschen 2

Herz: Auf anatomischer Ebene &hneln sich Saugetierherzen sehr. Trotz des
immensen Grolenunterschiedes (die Masse einer Maus entspricht lediglich 0.05%
der Masse eines Menschen) unterscheidet sich ihr makroskopischer Aufbau kaum. In
der Gefal3versorgung gibt es allerdings kleine Unterschiede (Doevendans PA et al.
1998).

Mensch: Das menschliche Herz wird durch zwei Hauptgefal3e versorgt. Die Arteria
(A.) coronaria sinister teilt sich in den Ramus (R.) circumflexus (left circumflex
coronary artery, LCX) und den R. interventricularis anterior (left anterior descendes
coronary artery, LAD) auf. Sie versorgen den linken Vorhof, den Grol3teil des linken
Ventrikel, das vordere mittlere Septum und einen kleinen Anteil des rechten
Ventrikel. Der zweite Hauptstamm, die A. coronaria dexter teilt sich auf in einen R.
marginalis dexter und einen R. interventrikularis posterior. Ihr Versorgungsbereich
betrifft den rechten Vorhof, den Grofiteil des rechten Ventrikels, den Bereich des
Atrioventrikular- (AV) und Sinusknoten, das hintere Septum und einen kleinen
Bereich des linken Ventrikels. Bei der Versorgung der Hinterwand des linken
Ventrikels gibt es eine Reihe interindividueller Unterschiede. Bei 70% der Menschen,
dem sogenannten Normalversorgertyp, findet man den R. interventrikularis posterior,
der mit der A. coronaria dexter verbunden ist. In 20% der Falle fehlt dieses Gefals.
Dafur besitzt dieser Linksversorgertyp einen verlagerten R. interventrikularis anterior
aus der A. coronaria sinister. Der Rechtsversorgertyp ist bei 10% der Menschen zu
finden (Bultmann BD et al. 2004).

Maus: Die Gefal3architektur ist der des Menschen sehr dhnlich, allerdings besitzt die
A. coronaria sinister eine Besonderheit. Aus ihr spaltet sich neben der LAD auch ein
grol3er septaler Ast ab. Kommt es zum Verschluss der LAD, entwickeln Mause
folglich einen viel kleineren Infarkt als Menschen. Das menschliche Septum wird
direkt Gber die LAD versorgt. Neben dieser Besonderheit wird die Existenz eines R.
circumflexus bei Mausen diskutiert. Bisher wurde aber nur ein marginal entwickeltes
Gefal gefunden (Doevendans PA et al. 1998; Michael LH et al. 1995).

Die wichtigste Gemeinsamkeit von Menschen und Mauseherzen liegt in der schlecht
ausgepragten Kollateralversorgung. So ist durch den Verschluss eines einzelnen
GefalRes ein Infarkt moglich (Ahn D et al. 2004; Michael LH et al. 1995). Weitere
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Unterschiede finden sich naturlich in Gewicht und Grol3e: Das menschliche Herz
wiegt ca. 250 bis 300 g ein Mauseherz lediglich 2 bis 3 g.

Kardiomyozyten: Das Mauseherz besteht aus 10 x 10° Kardiomyozyten, die ein
Volumen von jeweils 1,5 pm® haben. Das ergibt ca. 90% des Herzvolumens. Von der
Gesamtanzahl aller Herzzellen machen die Kardiomyozyten allerdings nur 15% aus.
Die restlichen Zellen sind vorwiegend interstitielle Zellen (Doevendans PA et al.
1998; Soonpaa MH et al. 1996). Das Mauseherz hat eine viel hdhere
Stoffwechselleistung als das menschliche Herz. Besonders deutlich wird diese
Beobachtung durch die unterschiedliche Mitochondriendichte. Bei Mausen nehmen
diese bis zu 37,9% des Zellvolumens ein, beim Menschen sind es lediglich 25,3%
(Barth E et al. 1992).

4. Methoden

4.1 Ischamie adulter Kardiomyozyten

Ziel dieser Untersuchung ist es, die Anoxietoleranz von Gag-Knock-out-
Kardiomyozyten zu untersuchen. Um dies unter mdglichst kontrollierten Bedingungen
und unabhangig von blutzellularen Bestandteilen durchfliihren zu kénnen, werden die

Kardiomyozyten zunéchst isoliert und anschlie3end in Zellkultur kultiviert.
4.1.1 Herzentnahme

Das Alter der Versuchstiere liegt zwischen 15 und 30 Wochen. Von jeder
Versuchsgruppe werden je drei (+/+) bzw. (-/-) Tiere geopfert. Uber eine selbst
gebaute Inhalationskammer aus Plexiglas begast man die Mause, indem man die
einstromende Luft mit 5% Isofluran anreichert. Das Narkosegas wird mit Hilfe eines
Flowmeter zusatzlich mit 0,5 | min™ Sauerstoff vermischt. Nach dem Verlust des
Stellreflexes werden die Versuchstiere durch Druck einer Pinzette auf den Hals fixiert
und durch gleichzeitiges ruckartiges Ziehen das Genick gebrochen. AnschlieRend
wird die Maus in Riuckenlage durch Klebestreifen fixiert. Im ndchsten Schritt wird das
Herz durch eine longitudinale Sternotomie freigelegt. Jetzt durchtrennt man mit einer
Schere den Hilus und kann das freiliegende Herz aus dem Thorax enthehmen und in
eine bereitstehende Petrischale legen. Diese wurde vorher mit einer 3T bis 5C
kalter Tyrode-Losung geflllt. Zwischen Petrischalenboden und Herz befindet sich
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eine kleine sterile Kompresse, um ein Verrutschen des Herzens waéahrend der
weiteren Manipulation zu verhindern.

Nach der operativen Entfernung des Herzens fadelt man im nachsten Schritt das
Herz auf eine Stahlkantle, um die anschlieBende Langendorfperfusion zu
erleichtern.  Hierfir wird mit Hilfe eines Dissektionsmikroskops ein
Polyethylenschlauch, dessen eines Ende zuvor an einer Stahlkanule befestigt wurde,
in die freiliegende Aorta ascendens eingefuhrt. Zur Fixation umschlingt man nun die
Aorta und den Polyethylenschlauch mit einem Faden (8.0 Prolene) und fixiert das
Bindel durch mehrere Knoten fest miteinander. Das an der Kanile befestigte Herz
kann nun mit einer 5 ml Spritze und ca. 5 ml ungefahr 5C kalter Tyrode-L&sung
durchspult werden, um restliches Blut zu entfernen und mogliche Ischdmieschaden
durch eine Stoffwechselreduktion zu verringern. Insgesamt bendétigt man fur die

Herzentnahme bis zur weiteren Perfusion im Schnitt ca. 5 bis 8 Minuten.

4.1.2 Isolation der Zellen

Zur Isolation der Kardiomyozyten aus dem Herzen wird eine selbstgebaute
Langendorf-Perfusionsanlage benutzt. Die Anlage wird mit Hilfe von zwei
Warmepumpen auf konstant 37C erwarmt. Um eine mikrobiologische
Verunreinigung zu vermeiden, durchsptlt man die Anlage vor dem Versuch mit 70%
Alkohol fir mindestens funf Minuten und anschlie3end fur weitere funf Minuten mit
Aqua destillata. Zur besseren Handhabung der néchsten Schritte ist ein Luer-Lock-
Adapter an der Langendorf-Perfusionsanlage montiert. Daran wird ein steriler Filter
befestigt, um das Herz vor Bakterien, anderen grél3eren organischen Strukturen und
kleineren Luftblasen zu schitzen. Die Anlage wird zur Vorbereitung des Versuches
mit einer 37C warmen Tyrode-Losung durchspilt, die mit 100% Sauerstoff unter
einem Fluss von 1lI/min mit Sauerstoff gesattigt ist.

Um so wenig wie mdoglich die Zellen des isolierten Herzen zu gefahrden, wird es
unmittelbar nach der Entnahme an der Langendorf-Perfusionsanlage mit Hilfe der
Stahlkanile befestigt und zu Beginn fur eine Minute mit einem Fluss von 3 ml/min
durchspult, um restliches Blut, Stoffwechselprodukte oder freigesetzte Elektrolyte wie
Kalzium zu beseitigen. Anschlieend ersetzt man die Tyrode-L6ésung durch den
ebenfalls auf 37C erwarmten Kollagenasen-Puffer und perfundiert das Herz fur
weitere 4 bis 5 Minuten. Der optimale Zeitpunkt zur Gewinnung von mdaglichst vielen

vitalen Zellen ist von Herz zu Herz zeitlich varibel. Die besten Ergebnisse lassen sich
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durch manuelles Abtasten des Herzens erzielen. Dabei registriert man innerhalb
weniger Sekunden eine Konsistenzveranderung des Herzen von elastisch zu
schwammig. Ist dieser Zeitraum erreicht, pflickt man das Herz von der Anlage und
zerschneidet es mit Hilfe einer Schere in kleinere Fragmente, die in einer Petrischale
aufgefangen werden. Unter Zugabe von 2,5 ml Kollagenasen-Puffer werden die
Stiicke mit einer Plastiktransferpipette, deren Offnung mit einer Schere auf bis zu 5
mm erweitert wurde, mehrere Male resuspendiert, bis sich die Fragmente
grofdtenteils mazerieren. Vor der weiteren Verarbeitung kontrolliert man mit Hilfe
eines Auflichtmikroskops die Gute der Isolation. Zeigen sich hierbei auf einen Blick
mehr als 30% lebende bzw. kaum durch die Isolation beeintrachtigte
Kardiomyozyten, wird das Experiment fortgesetzt. Als Kriterium ftr lebendige Zellen
fungiert die rod shaped Form (Stab- oder Baumstammform) der Kardiomyozyten.

Aufgrund der hohen Vulnerabilitdt der zu isolierenden Zellen und der geringen
Ausbeute an vitalen Zellen versucht man im nachsten Schritt die Konzentration an
lebendigen Zellen zu erh6éhen. Dazu wird die Zellsuspension durch ein
selbstgebautes Sieb aus einem aufgespanntem Seidenstrumpf getraufelt. Das Sieb

trennt die Suspension von den noch nicht aufgeldsten Herzfragmenten.

S e
S KX\ §

Abb. 7: Mausekardiomyozyte nach der Isolation (vitale (rod shaped) und nicht vitale Zellen)

Um die verbliebende Kollagenasenaktivitat im Puffer zu unterbinden, fullt man nun
die Suspension in einen 15 ml Polypropylen-Zylinder, der mit 2,5 ml Stop-1-Puffer
gefullt ist, auf ein maximales Volumen von 5 ml. Das darin enthaltende Kalbsserum
dient dabei zur Inaktivierung der Kollagenase. Die Zellen inkubieren drei bis funf
Minuten in der Losung und werden sanft pipettiert. Anschlieend wird die
Suspension eine Minute bei 180 G zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Den
Bodensatz fullt man mit Stop-2-Puffer auf ein Endvolumen von 10 ml auf und

resuspendiert die Zellen in dem Puffer mit einer Pipette.
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Ziel des nachsten Arbeitsschrittes ist es, die Kalziumkonzentration des Mediums
langsam auf eine Endkonzentration von 1 mM zu erhdhen. Die Zellsuspension wird
nun mit Hilfe einer Transferpipette in eine Petrischale umgefillt. Unter leichtem
Schwenken der Petrischale gibt man zunéachst 50 ul der 10 mM Kalziumchloridlésung
dazu. AnschlieRend inkubieren die Zellen 4 Minuten bei Raumtemperatur. Diesen
Schritt wiederholt man noch einmal mit jeweils 50 pl und 100 ul Kalziumlésung. Die
letzten beiden Kalziumzugaben betragen 30 pul und 50 pl der 100 mM Kalziumlésung.
Zuletzt wird die Zellsuspension in einen 15 ml Zylinder umgefullt und fir 30 s bei

180 g zentrifugiert.
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Abb. 8: Schema der Perfusionsanlage

4.1.3 Zellkultur

Der Niederschlag mit den isolierten Kardiomyozyten wird unter einer sterilen
Werkbank mit 5ml des vorbereiteten Zellkulturmediums verdinnt und durch
vorsichtiges Resuspendieren mit einer Transferpipette darin vermischt. Mit einer
Pipette gewinnt man einen Tropfen der Zellsuspension und tragt sie auf einen
Objekttrager auf, um unter einem Auflichtmikroskop die ungeféahre Konzentration der
Kardiomyozyten zu bestimmen. Je nach Menge und Vitalitat der Zellen tropft man
vorsichtig ein bis zwei Tropfen der Suspension auf die mit Laminin beschichteten
Zellkulturplatten. Dabei liegt die angestrebte Dichte an Zellen bei ca. 100 vitalen
Zellen pro cm2. Unter sanfter Bewegung der Zellkulturplatte lassen sich die Zellen
gleichmafiig auf der Flache verteilen. Anschliel3end stellt man die beimpften Platten

fur vier Stunden bei 37C und 5% CO , in den Brutschrank, um den Kardiomyozyten
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die Adhéasion und zu erleichtern und ein Equilibriums zu erreichen. Von jedem
isolierten Herzen wurden zwolf Zellkulturplatten angelegt. Auf jeder Platte befinden
sich im Schnitt ca. 300 Zellen.

4.1.4 Anoxie der isolierten adulten Kardiomyozyten

Nach vier Stunden Inkubation tauscht man, um tote oder nicht adharente Zellen zu
entfernen, mit einer Transferpipette das Zellkulturmedium gegen frisches aus.
Danach zahlt man zlUgig innerhalb von ein bis zwei Minuten unter einem
Auflichtmikroskop maanderformig die Menge der lebende Kardiomyozyten auf der
Platte. Anschlie3end erlaubt man den Zellen, sich fur 5 Minuten im Brutschrank zu
erholen. Die Lebenden lassen sich morphologisch sehr gut von den Toten
unterscheiden. Sie zeigen durch das im Medium enthaltende BDM zwar keine
Kontraktion, besitzen aber die typische rod-shaped Form. Tote Zellen hingegen
kugeln sich ab und verlieren oft den Kontakt zum Untergrund.

Bei den nun vorbereiteten Platten wird das Zellkulturmedium durch das
Anoxiemedium ausgetauscht. Anschliel3end inkubiert man sie fir 20 Minuten bzw. fur
40 Minuten in einem anderen Brutschrank, der bei 37C mit 100% N , durchstrémt
wird. Um eine ausreichende Anoxie innerhalb dieses Zeitraumes zu gewaébhrleisten,
kontrolliert man den Sauerstoffgehalt im Medium mit einem Blutgasanalysegerat.
Nach 20 Minuten Anoxie lag dieser bei den Versuchen im Schnitt bei maximal 20 mm
Hg.

Nach dem Ende des Versuches erfolgt sofort die Auszéahlung der Zellen mit Hilfe des
live / dead kit nach Anweisung des Herstellers. Dabei zeigen lebende Zellen durch
Farbung mit Calcein-AM eine grine Fluoreszenez, tote Zellen durch Ethidin-
monodimer-1 Gegenfarbung eine rote Fluoreszenz. So lasst sich in Ruhe mit Hilfe
eines Fluoreszenzmikroskops und optischen Farbfiltern von 640 nm fir rot und von

530 nm fur griin Tote von lebenden Kardiomyozyten differenzieren.

Natriumdithionid Fiirbung

e

tote Zelle lebende Zelle

Kardiomyozyten Zellkulturme divun Brutschrank

Abb. 9: Schemazeichnung Anoxieversuch
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5. Ergebnisse

Die Anoxie Versuche werden mit adulten Kardiomyozyten von 15 bis 30 Wochen
alten Mausen durchgefuhrt. Die aus den deutlich kleineren Gag-Knock-out-Mausen
gewonnenen Myozyten zeigen im Laufe der Isolation eine deutlich groR3ere
Vulnerabilitat. Fir diese Gruppe gestaltet es sich schwieriger, eine vergleichbare
Menge an lebenden Zellen zu gewinnen.

Pro Versuchsgruppe werden Kardiomyozyten aus jeweils drei (-/-) und drei (+/+)
Mauseherzen gewonnen. Es werden pro Herz zwolf Zellkulturplatten mit Zellen
beimpft. Im Schnitt liegt die Anzahl der Zellen pro Platte bei ca. 300.

Gruppe (-/-) n=3 12 Platten mit ~300 Zellen

Gruppe (+/+) n=3 12 Platten mit ~300 Zellen

Die angegebenen Ergebnisse werden als arithmetisches Mittel mit der
dazugehdrigen Standardabweichung dargestellt.

Zu Beginn des Versuches sind unter normoxischen Bedingungen von den Wildtyp
Kardiomyozyten (+/+) 97% 1% lebendig. Bei den (-/-) Zellen leben vor der Anoxie
noch 86% + 4,3%.

Nach Zugabe des Natriumdithionid und einer anhaltenden Anoxie von 20 Minuten im
anoxischen Brutschranks reduziert sich die Anzahl an lebenden Zellen bei (+/+)
Kardiomyozyten auf 59% = 5,7% und bei den (-/-) Herzzellen auf 62 % * 7,9%.

Bei Versuchen mit einer Anoxiezeit von 40 Minuten leben von den (+/+) Zellen nur

noch 9% =5, bei den (-/-) Kardiomyozyten waren sogar nur noch 8% + 4% lebendig.

Normoxie 20min Anoxie [40min Anoxie
(++)n=3 97% + 1% 59% +5,7% 9% +5
(-/-)n=3 86% +4,3% 62 % +7,9%. 8% + 4%.

Abb. 10: Tabelle der Anoxiedaten (Werte als Mittelwert mit SEM)
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. Mittelwerte der Uberlebensraten zur Dauer der Anoxie

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich kein statistisch signifikanter

Unterschied in der Anoxie Toleranz zwischen Gag exprimierenden und nicht

exprimierenden Kardiomyozyten nachweisen |asst.
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Abb. 12: Mittelwerte der Uberlebensraten innerhalb der Gruppen und zur Dauer der Anoxie
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6.1 Zielsetzung

Gag-Knock-out Méause besitzen eine deutlich erhohte Blutungsneigung, die darauf
zurlckzufiihren ist, dass das fur die Aktivierung der Thrombozyten so wichtige Gag-Protein
nicht exprimiert wird (Offermanns S et al. 1997).

In den vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Gag-Knock-out-
Mause (-/-) kleinere Infarkte als Wildtypmause (+/+) erlitten (Weig HJ et al. 2008).
Dabei wurde sowohl bei Gag-Knock-out-Mausen als auch bei Tieren des Wildtyps die
LAD (Ramus interventrikulares anterior) fir 30 Minuten ligiert und das entstehende
Infarktareal nach einer Reperfusionszeit von 24 h vermessen. Die funktionelle
Beeintrachtigung des Herzens wurde via Echokardiographie jeweils vor und am Ende
des Versuches dokumentiert. Es stellte sich heraus, dass sowohl die GroRe des
infarzierten Areals als auch die Abnahme des fractional shortening der Gag-Herzen
geringer war. Beispielsweise betrug die InfarktgroRe zur Area at risk, also dem
Versorgungsbereich des ligierten GefalRes, statt 27% beim Wildtyp nur 6% bei Gag-
Knock-out-Mause. Ob nun dieser Effekt auf das Fehlen des Gag-Proteins in den
Thrombozyten und damit deren Dysfunktion oder auf eine bisher unbekannte
Auswirkung des G-Proteins zurtckzufihren ist, blieb noch zu klaren. Um die
Bedeutung der Thrombozyten besser beleuchten zu kdénnen, wurde im nachsten
Schritt Gag-Knock-out-Knochenmark auf vorher Knochenmarks-ablativ bestrahlte
Wildtypmause transplantiert und vice versa (Weig HJ et al. 2008). In der
anschlieend durchgefihrten kardialen Ischamie und Reperfusion-Untersuchung lief3
sich nachweisen, dass die chimaren Wildtyptiere mit den Gag-Knock-out-
Thrombozyten ebenfalls kleinere Infarkte entwickelten. Der Unterschied fur die
Infarktgréf3e zur Area at risk betrug hierbei 8% bei (-/-) Knochenmark versus 18% mit
(+/+) Knochenmark (Weig HJ et al. 2008).

Das Ziel dieser Arbeit war es, zu klaren, ob die etwas geringere
InfarktgréRenreduktion bei den chimaren Wildtyp-Mausen darauf beruht, dass (-/-)
Gaog-Kardiomyozyten eine bessere Ischamie-(Anoxie)-Toleranz haben als Wildtyp-

Kardiomyozyten.
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6.2 Versuchsdurchfihrung

Um eine moglichst gutes Ergebnis mit vielen vitalen Kardiomyozyten zu erzielen,
orientierte sich die Isolationsmethode an bereits an anderer Stelle beschriebenen
Methoden (Kruppenbacher JP et al. 1993, Zhou YY et al. 2000). Es erwies sich aber
als problematisch ein Protokoll zu erarbeiten, dass auf die Mause Kardiomyozyten
Isolation zugeschnitten war. Der Grof3teil der vert6ffentlichten Protokolle zur
Kardiomyozytenisolation ist entweder auf andere Spezies zugeschnitten oder ist nicht
fur die Isolation von Zellen fir eine Zellkultur geeignet. Nach mehreren
Modifikationen der vorhandenen Protokolle erbrachten die ersten Isolationen
maximal 20% vitale Zellen oder eine so geringe Ausbeute, dass eine Kultur nicht
sinnvoll war. Der Isolationsansatz mit Hilfe einer Langendorf Perfusion lieferte in den
ausgewerteten Versuchen ca. 40% bis 60% rod shaped Kardiomyozyten. Diese
Menge deutet auf eine insgesamt gute Qualitat und Standardisierung der Isolation
hin. Andere Autoren berichten ebenfalls von einer Ausbeute von ca. 50% (Zhou YY
et al. 2000). Die hohe Ausbeute war insbesondere durch die Zugabe von 2,3-
Butanedionemonoxide (BDM) madglich. BDM st eine Chemikalie, die den
Kontraktionsschaden im Zuge der Reoxygenierung reduzieren kann, da sie die
Myofibrillen blockiert und reversibel den Kontraktionsmechanismus der Myozyten
unterbindet. Dabei geht von dem Medikament selbst keine Toxizitat aus (Wolska BM
et al. 1996, Piper HM et al. 1998).

Bei der Abschéatzung der Perfusionszeit mit der Kollagenasen-LAsung gestaltete sich
die Standartisierung problematisch. Diese variierte pro Herz zwischen vier und
sieben Minuten. Bereits bei Abweichungen von lediglich einer Minute waren
entweder die Gesamtzellausbeute gering oder nur noch wenige vitale Zellen
erhalten. Die besten Ergebnisse zur Abschatzung des richtigen Zeitraumes erzielte
die Palpation des Herzens. Das Gewebe anderte passend zum optimalen
Perfusionsende seine Konsistenz und wurde schwammig. Ein weiterer Schritt zur
Optimierung der Uberlebensrate war die schrittweise Erhohung der
Kalziumkonzentration. Durch diese Modifikationen konnte die Anzahl an vitalen
Kardiomyozyten durch Zentrifugation am Ende der Isolation auf 80% erhéht werden.
Doch trotz der Moglichkeit, den Gesamtertrag zu erhéhen, scheint die initiale Qualitat
der Isolation von besonderer Bedeutung zu sein. War die Anzahl der lebenden Zellen
in der ersten Kontrolle sehr gering, Uberlebte auch nur ein geringer Anteil der Zellen

die ersten vier Stunden der Isolation. Der entstandene Schaden bei den auf den
49



6. Diskussion

ersten Blick gesunden Kardiomyozyten aus Isolationen mit geringer Ausbeute scheint
grof3er zu sein, als bei Isolationen mit besserer Ergebnissen (Verdouw PD 1998).

Bei der Gewinnung von Kardiomyozyten aus den deutlich kleineren (-/-) Ga,-Herzen
erhielt man im Vergleich zum Wildtyp weniger lebendige Zellen. Dieses
Missverhéltnis lieR sich durch kurzere Perfusionszeiten der Knock-out-Herzen
verbessern. Inwieweit diese hohere Empfindlichkeit zu erklaren ist oder ob eine
ausgepragtere frihere Schédigung die Ergebnisse beeinflusste, lasst sich nicht
abschatzen.

Die besondere Schwierigkeit einer Zellkultur mit priméar gewonnenen Kardiomyozyten
wurde bereits durch Zhou beschrieben. Insbesondere die hohe Sterblichkeit stellt ein
schwer zu I6sendes Problem da (Zhou YY et al. 2000). Bei den ersten Versuchen
wurde den Zellen nach der Isolation zwélf Stunden Ruhe eingeraumt, um ein
Equilibrium zu erreichen. Dieses Vorgehen wurde aber schnell verworfen, da nur
wenige Kardiomyozyten diese Zeitspanne Uberlebten. Nach mehreren Versuchen
erwies sich vier Stunden Ruhe als optimal. Innerhalb dieser kurzen Zeit gab es kaum
Verluste und ein Grol3teil der Myozyten war bereits auf der Laminin beschichteten
Oberflache adherent. Auch andere Autor empfehlen diese kurze Phasen (Mitcheson
JS et al. 1998). Kruppenbacher berichtet sogar von lediglich zwei bis drei Stunden, in
denen es zu einer festen Verbindung der Zellen mit dem Untergrund kommt und es
zu einer Reparatur des durch die Isolation gesetzten Schadens kommen kann
(Kruppenbacher D 1993).

Nach der Etablierung der Zellen in der Zellkultur zeigte sich, dass eine Anoxiedauer
von lediglich 20 Minuten auswertbare Ergebnisse brachte. Oberhalb dieser
Zeitgrenze kam es zu einem massiven Absterben der Zellen. Nach 40 Minuten lebten
lediglich noch ca. 5% der Myozyten. Die kurze Ischamiezeit lasst sich aber gut mit
den in den vivo Voruntersuchungen erreichten Zeiten vergleichen. Diese erstreckten
sich ebenfalls nur auf 30 Minuten Ischdmie Zeit und somit musste sich der Effekt der
besseren Ischamietoleranz auch in vitro zeigen.

Zur Sicherstellung einer ausreichenden Anoxie im Medium wurde zusatzlich
Stickstoff begasung (N2) das Reduktionsmittel Natriumdithionit in die Anoxielésung
gegeben. Natriumdithionit (Na;S,0,4) reagiert mit Sauerstoff (O,) zu Natriumsulfit
(Na,S0Os3) und Natriumsulfat (Na,SO,4). In den Vorversuchen zeigte sich, dass eine
alleinige Stickstoffbegasung auf Dauer kein sauerstofffreies Medium erzeugen

konnte. Natriumdithionit wurde bereits in mehreren Studien zum Setzen eines
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anoxischen Reizes benutzt (Carpenter E et al. 2000; Mochizuki S et al. 1997; Seki S
et al. 1995). Aufgrund der begrenzten Stabilitdt der Verbindung und damit der
unterschiedlichen Sauerstoffbindungskapazitat wurde am Ende jedes Versuches der
Sauerstoffgehalt im Medium durch ein Blutgasanalysator bestimmt. Der
Sauerstoffgehalt Uberschritt nach 20 Minuten Anoxie nie 20 mmHg.

Inwiefern die Anoxie in der Zellkultur den Auswirkungen des Sauerstoffentzuges im in
vivo Modell gerecht wird, lasst sich nur mutmafien, da ja gerade die Isolation der
Zellen die ausschlieR3liche Betrachtung der Kardiomyozyten ohne stérende Einfliisse
von anderen Zellen ermdglichen sollte. Die Isolation bietet auf der einen Seite die
Moglichkeit, eine homogene Population unter kontrollierten Bedingungen zu
untersuchen. Auf der anderen Seite spiegeln die Zerstérung des Zellverbandes und
die Kultur in zweidimensionalen Schalen nicht die komplexen interzellularen
Wechselwirkungen der Kardiomyozyten wider. Diese kann zu einer veranderten
Proteinexpression oder zu einem Rearrangement des Zytoskeletts fihren.
Mdoglicherweise reagieren die verdnderten Zellen anders auf die induzierte Anoxie.
Durch den Verlust des Zellverbandes und den Entzug von Mediatoren in der
Zellkultur kénnte es zu einer Downregulation von Rezeptoren auf der Oberflache der
Myocyten kommen. So dass dadurch in den in vitro Anoxieversuchen Zellen mit
anderen Oberflachenrezeptoren und somit auch anderen Reaktionen auf Stimuli als
in den in vivo Experimenten aufzufinden waren. Gegen diese Vermutung spricht
jedoch, dass in einer Untersuchung der G-Proteine Gas und Ga; noch nach einem
Tag in der Zellkultur die gleiche Anzahl wie in einem intakten Zellverband
vorgefunden wurden (Zhou YY et al. 2000).

6.3 Ergebnisse

In dieser Studie untersuchten wir die unterschiedliche Anoxietoleranz von Gag
Kardiomyozyten aus Knock-out-Mausen im Vergleich zum Wildtyp. Es liel3 sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen nachweisen. Somit stellt sich die
Frage wie dieses Ergebnisse in Zusammenhang mit den Voruntersuchungen (Weig
HJ et al. 2008) zu bewerten ist. Auffallig bei diesen Ergebnissen war, dass
Wildtypmause mit transplantiertem Gag-Knock-out-Knochenmark zwar kleinere
Infarkte als Wildtypméause ausbildeten, aber nicht anndhernd eine Infarktreduktion
wie bei Knock-out-Mausen messbar war. In Zusammenschau mit den eigenen

Ergebnissen lasst sich dies folgendermafRen erklaren. Das Gag-Protein wird
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zusammen mit seinem strukturellen und funktionellen Analogon dem Gaj;-Protein
auf nahezu allen Saugetierzellen ausgebildet. Thrombozyten bilden hier allerdings
eine Ausnahme, da sie ausschlie3lich Gag-Protein expremieren (Wilkie T et al. 1991,
Wettschureck N et al. 2005). Demzufolge sind Thrombozyten die einzigen Zellen, die
von einem vollstandigen Fehlen des Gag-Protein betroffen sind. Der protektive Effekt
des fehlenden Gag-Proteins erklart sich also vorwiegend durch eine rein
thrombozytdre Wirkung. Die Messergebnisse lieBen sich durch einen hohen
Chiméarismus der transplantierten Tiere von ca. 90% erklaren, so dass die
verbliebenen Wildtypthrombozyten das schlechtere Abscheiden verursachen kénnten
Eine weitere madgliche Erklarung fur eine bessere Ischémietoleranz der (-/-)
Kardiomyozyten in den in vivo Versuchen liegt in der Kopplung des Gag-Proteins an
den Apoptose induzierenden Signalweg. So findet man bei Mausen mit einer
vierfachen ErhOhung der Gaog-Expression im Herzen eine starke myokardiale
Hypertrophy (D’Angelo et al. 1997). Wird die Expression noch weiter erhéht, kommt
es im Zuge dieses Reizes zu einer verstarkten Apoptose (Adams et al. 1998). In
neonatalen Ratten Myozyten flihrt eine konstitutiv aktive Form des Gag-Proteins
zusammen mit einer Stimulation der ihm nachgeschalteten PLC-B umgehend zur
Apoptose (Kajstura J et al. 1997). Eine Aktivierung des Gag-Protein stimuliert die
PLC-B (Wenham D et al. 1997), die Uber DAG die PKC aktiviert (Kajstura J et al.
1997, Cigola E et al. 1997). Die PKC besitzt eine zentrale Rolle im Ischamie- und
Reperfusionsmodell. Im Rahmen von Studien, bei denen nach einer gesetzten
Ischamie oder Reperfusion ihre Aktivitat pharmakologisch reduzierte, konnte im
Vergleich zur Kontrollgruppe sowohl die Anzahl an untergehenden Myozyten als
auch die Apoptoserate der betroffenen Zellen reduziert werden (Martin JL et al. 2001,
Tanaka Y et al. 2003). Im weiteren Verlauf erreicht das Signal die Familie der MAP-
Kinasen (Mc Whinney C et al. 2000; Singh et al. 2001; Sugden PH et al. 1998):

Ein Vertreter dieser Gruppe ist die JNKs (c-Jun-terminale Kinase). Ihre Wirkung ist
noch ungeklart, da sie sowohl pro als auch kontra apoptotisch wirken kann. Bei der
p38 Kinase verhélt es sich ahnlich. Sie kann wie die JNKs der Apoptose zuarbeiten
oder sie verhindern. Bei beiden Proteinen sind die Auswirkungen aber sehr stark
Spezies abhangig. So lield sich nachweisen, dass durch Hypoxie oder Agonisten wie
Angiotensin 1l und Norepinephrin Uber eine p38 Aktivierung direkt die Apoptose
ausgelost wird (Singh et al. 2001; Sharov VG 2003). Eine weitere Gruppe der MAP-

Kinasen sind die ERKs (Extracellular response kinase), sie hemmen die Apoptose
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und kdnnen unter anderem Uber das Gaj-Protein angesteuert werden (Xiao L et al.
2001).
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Abb. 13: Schliisselrolle der PKC

Das Gag-Protein scheint aber auch auf anderen Wegen den Zellzyklus zu
beeinflussen. Untersuchungen konnten zeigen, dass sie die antiapoptotische Akt-
Kinase inhibiert (Tanaka Y et al. 2003, Howes AL et al. 2003).

Ein weiterer Hinweis flr die Bedeutung des Gag-Signalweges im Ischamie-
/IReperfusiongeschehen zeigt sich darin, dass man in den Randzonen von
infarzierten Arealen eine deutliche Uberexpression von Gag-Proteinen findet (Ju H et
al. 1998). In einer Region des Herzens, in der es im Laufe des Remodeling sowohl
zum Absterben als auch zu einer Erholung des Gewebes kommen kann.
Kardiomyozyten besitzen neben dem Gag-Protein auch das Gaji-Protein (Jantzen
HM et al. 2001; Milligan G et al. 1993). Sowohl Gaq als auch Gai; werden durch
gleiche Rezeptoren angesteuert und regulieren die PLC-B (Wange RL et al. 1991;
Offermanns S et al. 1994; Rhee SG 2001). Im Gegensatz zu Kardiomyozyten konnte
auf Thrombozyten kein Gaj; nachgewiesen werden und so liegt die Vermutung nahe,
dass in den Gag-Knock-out-Herzen zwar Gaq fehlt, dieser Mangel aber durch das

Gas1-Protein ausgeglichen wird.
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In der Zellkultur liegt eine weitgehend homogene Kardiomyozytenkultur vor.
Fibrozyten, Immunzellen und Endothel fehlen oder besitzen nicht mehr ihre
raumliche Orientierung zueinander. Somit konnte der fehlende Kontakt der
Stromazellen oder des Endothels mit den Myozyten zu einer verdnderten
Signalkaskade fuhren.

Ob die Zellen in den in vivo Versuchen letztlich im Rahmen der Ischamie, also
bedingt durch z.B. die Anoxie, oder durch den Reoxygenierungschaden zugrunde
gingen, ist nicht nachzuvollziehen. Doch gerade dieser Reperfusionschaden ist fur
bis zu 50 % der Gré3e des infarzierten Gewebes verantwortlich (Yellon DM 2007).
Die isolierten Bedingungen der Myozyten ohne zirkulierende Mediatoren kann
ebenfalls zu einer Maskierung des Anoxieeffektes fuihren. So kénnten im Rahmen
der in vivo Experimente freigesetzte Katecholamine die Apoptose induzieren. Hohe
Konzentrationen des uber G-Proteine wie zum Beispiel Gaq koppelnden Angiotensin
Il fihren zur Apoptose (Kajustra J et al. 1997, Cigola E et al. 1997). Im Zuge der 24
stindigen Reperfusion des in vivo Modells hatten die Zellen genug Zeit, um
entsprechende Signalwege zu aktivieren. Gleichzeitig stellt sich die Frage, ob eine
anschlieBende langere Reoxygenierung den Zellen der Zellkultur genug Zeit
gegeben hatte, nach dem anoxischen Reiz ebenfalls in Apoptose zu gehen. Die
hohen Verluste an Kardiomyozyten bereits unter Ruhebedingungen machte aber ein
solches Vorgehen nicht praktikabel. Zusammenfassend lasst sich vermuten, dass die
unterschiedliche InfarktgréRe bei den vorherigen Transplantationsversuchen durch
den Chimarismus des Knochenmarkes der Tiere zu erklaren ware. Diese Arbeit
schlielt eine groBere Anoxietoleranz der Gag-Knock-out-Kardiomyozyten auf die
Infarktgréf3e weitgehend aus, da sie keine unterschiedliche Anoxietoleranz zwischen

den Gruppen nachweisen konnte.
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7. Zusammenfassung

In der Pathophysiologie des akuten Myokardinfarktes spielen die Thrombozyten eine
entscheidende Rolle. Durch ihre Aktivierung kommt es zum thrombotischen
Verschluss der Koronarien und durch die von ihnen freigesetzten
Entzindungsmediatoren fordern sie die Entstehung des Reperfusionsschadens.

Fur die Aktivierung der Thrombozyten und deren adéquater Funktion ist das G-
Protein Gay von besonderer Bedeutung. Gaq ist in nahezu allen Saugetierzellen
zusammen mit seinem strukturellen und funktionellen Analogon dem Gaj; zu finden.
Eine Ausnahme bilden die Thrombozyten, da diese ausschlieRlich Gaq exprimieren.
Somit sind sie nahezu die einzigen Zellen, die von einem entsprechenden G-
Proteinmangel betroffen sind. In den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte
gezeigt werden, dass Gag-Knock-out-Mause signifikant kleinere Herzinfarkte
ausbilden. Um auszuschlie3en, dass andere Zellen einen Effekt auf die Grof3e der
entstehenden Infarkte haben konnten, wurde Wildtypmausen Gag-Knock-out-
Knochenmark transplantiert. Diese Mause erlitten zwar kleinere Infarkte als die
Vergleichsgruppe, doch wider Erwarten gréRere Defekte als die Gag-Knock-out-
Mause. Diese Beobachtung bildet die Grundlage fur die vorliegende Arbeit. lhre
Aufgabe ist es die Vulnerabilitat von Gag-Knock-out-Kardiomyozyten gegenuber
einem anoxischen Reiz ohne die stérende Effekte von Thrombozyten oder anderen
Zellen zu untersuchen. Dazu wurden zunachst primare Gag-Knock-out- und Wildtyp-
Kardiomyozyten gewonnen und in Zellkultur gebracht. Nachdem sich ein gewisses
Equilibrium eingestellt hatte, wurden die isolierten Zellen einer Anoxie von 20
Minuten ausgesetzt. Zur Simulierung der anschlieBenden Reperfusion inkubierten die
Zellen danach fur zwei Stunden unter normoxischen Bedingungen. Die Auswertung
des anoxischen Reizes erfolgte durch unterschiedliche Farbung der toten bzw.
lebendigen Zellen.

Nach Abschluss der Versuche konnte kein signifikanter Unterschied in der
Anoxietoleranz zwischen Wildtyp (59+6%) und Gag-Knock-out-Kardimyozyten
(62+£8%) festgestellt werden.

Somit ist die Reduktion der InfarktgréRe bei Gag-Knock-out-Mausen wahrscheinlich
ein grof3tenteils thrombozytarer Effekt. Die etwas groRRer ausfallenden Infarkte bei
den transplantierten Tieren erklaren sich am ehesten als ein Ergebnis der
inkompleten Chimaérisierung von ca. 90% und somit residualen Wildtypthrombozyten.
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8. Abklrzungsverzeichnis

8. Abklrrzungsverzeichnis

(+/+) bzw. (-/-)
A.

ADP
AV-Knoten
ATP

BCS

BDM

bp

Ca2+
Caspasen
CRP
cGMP
DAG

ERK

KHK

Gp

o

IP3

JNKs

K*

LAD

LDL

LCX
MAP-Kinasen
Mo LDL
MMP

Na”
NAD/NADH;
NO

PCI

PCR

Wildtyp Gag-Protein bzw. kein exprimiertes Gag-Protein
Arterie

Adenosindiphosphat
Atrioventrikularknoten
Adenosintriphosphat

Bovines Kalber Serum
2,3-Butanedionemonoxide
Basenpaare

Kalzium

Cysteinyl aspartate cleaving proteases
C-reaktive Protein
Guanosinmonophosphat
Diacylglycerin

Extracellular Response Kinase
Koronare Herzkrankheit
Glykoprotein

Proton

Inositoltrisphosphat
c-Jun-terminale Kinase

Kalium

Ramus interventrikulares anterior
Low density lipoprotein

Ramus circumflexus

Mitogen aktivierte Protein-Kinasen
minimal oxidiertes LDL

Matrix Metalloproteinasen

Natrium

Nicotinamid Adenin Dinucleotid
Stickstoffmonoxid

Perkutane koronare Intervention

Polymerase-Kettenreaktion

56



PDGF
PDTF
PI3-K
PKA
PLC-B
PIP,

ROS
RGS
SEM
sMC
TGF-B
TNF-a
TUNEL

8. Abklrzungsverzeichnis

Platelet derived growth factor
Platelet derived transforming factor
Phospaditylinositol-3-kinase
Protein Kinase-A
Phospholipase-C-f3
Phosphatidylinositol-bisphosphat
Ramus

Reaktive Sauerstoff Spezies
Regulator of G-Protein signaling
Standard Error of the Mean
Smooth muscle cell
Transforming growth factor-3

Tumor Nekrose Faktor-a

Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling

von Willebrand Faktor
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