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Referat

Zielsetzung: Advanced glycation endproducts (AGE), Produkte der Maillardreaktion, werden
durch die nicht-enzymatische Reaktion aus reduzierenden Zuckern, aber auch aus a-
Dicarbonylen, zu denen Glyoxal gehort, gebildet. AGEs werden eine wichtige Rolle bei der
Atiologie kardiovaskularer Erkrankungen zugeschrieben. Daher wurden die Wirkung von
Glyoxal im Ischamie-Reperfusionsversuch am humanen Myokard unterschiedlichen Alters

und dessen potentielle intrazelluldare Wirkweise untersucht.

Material und Methoden: Aus dem wéhrend des kardiochirurgischen Eingriffs enthommenen

rechtsatrialen Myokard wurden Trabekel prapariert. Diese wurden im Organbad mit Glyoxal
in aufsteigender Konzentration (0,01 — 1 mM) bzw. als Kontrollen behandelt. Zwei
Altersgruppen wurden gebildet: Erwachsene (< 60 Jahre, mittleres Alter: 53,7 + 1,3) und
Senioren (= 70 Jahre, mittleres Alter: 74,1 + 0,6). Die gewonnenen Proben wurden
anschlieend mittels Western—Blot Analyse auf die Bildung von AGESs, die Expression von
RAGE und die Aktivierung von Proteinkinasen (extrazellular aktivierbare Kinasen
ERK1/2MAPK - Proteinkinase B (Akt) und Mitogen aktivierbare Proteinkinase p38 (p38MAPK))
sowie den Einfluss auf den Apoptose-Pathway untersucht. Au3erdem erfolgte die Analyse

der Wirkung von Glyoxal in isolierten adulten Rattenkardiomyozyten.

Ergebnisse: Unter Einfluss von Glyoxal wird in beiden Altersgruppen eine signifikant
verbesserte Kontraktionskraft im Ischamie-Reperfusionsversuch verzeichnet. Korrelierend
mit diesem Ergebnis ist der Zelltod, nachgewiesen im LDH-Release Assay, unter Glyoxal
signifikant reduziert. Unter Behandlung mit Glyoxal fand sich eine signifikante Aktivierung der
Survival-Kinasen Akt und ERK1/2MAPK sowie wie erwartet eine deutliche Carboxy-Methyl-
Lysin (CML) — Bildung. Allein unter Ischamie / Reperfusions - Bedingungen konnten wir
keinen Einfluss auf die Aktivierung der MAPK sowie CML Bildung und RAGE Expression
darstellen. Hinsichtlich des Apoptose-Pathways, untersucht in Caspase 9 und Poly (ADP-
ribose) Polymerase (PARP), kénnen wir keinen Einfluss von Glyoxal nachweisen. Trotz

erhdhter CML-Bildung liefl3 sich eine geringere Expression von RAGE zeigen.

Schlussfolgerung: Glyoxal schiitzt konzentrationsabhangig das Myokard signifikant vor

Ischamie-Reperfusionsschaden. Die Aktivierung der Survival-Kinasen Akt und ERK1/2MAPK
lassen einen positiven Einfluss auf den RISK — Pathway vermuten. Der unerwartet positive
Effekt einer Proteinglykierung im Ischamie-Reperfusionsversuch kénnte daher eine

Grundlage fiir einen neuartigen Prakonditionierungsansatz sein.

Muiller, Elke Beatrice: Der Einfluss nicht — enzymatischer Glykierung bei Ischamie —
Reperfusionsschaden am Myokard. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2014
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Myokard: Beziehung zwischen kardiovaskularem Altern und kardialen

Erkrankungen

Erkrankungen des Herz- / Kreislaufsystems waren nach Ergebnissen der Todesursachen-
statistik des Statistischen Bundesamtes mit 40,2 % die haufigsten Todesursachen in 2011 in
Deutschland (Statistisches Bundesamt Deutschland, 2012). Unter diesen waren wiederum
die drei haufigsten Todesursachen die chronisch ischamische Herzkrankheit (ca. 11,1 %),
der akute Myokardinfarkt (ca. 8,9 %) und die Herzinsuffizienz (6,5 %) (Statistisches
Bundesamt Deutschland, 2011). Da Herz- und Kreislauferkrankungen insbesondere im
héheren Alter auftreten, scheinen Prozesse, die z.B. den Herzmuskel im Laufe des Lebens

funktionell beeinflussen kénnen, von besonderer Bedeutung zu sein.

Die Herzwand ist von innen nach auf3en aus Endokard, Myokard und Epikard aufgebaut.
Das Myokard, der Herzmuskel, bildet dabei den grof3ten Anteil. Circa zwei Drittel des
Volumens wird dabei von den Kardiomyozyten selbst gebildet. Das verbleibende Drittel
besteht zum einen aus den nicht-myozytdren Zellen wie Fibroblasten, Endothelzellen,
Mastzellen, Makrophagen und glatten Muskelzellen und aus extrazellularer Matrix sowie Blut
und Lymphe (Cleutjens, 1996).

Die Risiken fur die Entstehung diverser kardiovaskularer Krankheiten wie Herzinsuffizienz,
Linksherzhypertrophie, Vorhofflimmern aber auch Schlaganfall nehmen im Alter bedingt
durch komplexe Umbauvorgange zu (Lakatta und Levy, 2003b). Dabei kommt es wahrend
des Alterungsprozesses infolge lebenslangem (zellularen) Stress im kardiovaskularen
System zu strukturellen (zellulare Schadens- und Reparaturprozesse) und funktionellen
Veranderungen (Adaptationsprozessen) des Herzens, die von Lakatta et al. zusammen-
gefasst wurden.

Es wird beschrieben, dass im Alter die Progredienz der Intimaverdickung durch die Zunahme
an Matrix und vaskularen glatten Muskelzellen sowie den groReren Anteil an Typ 2
Metalloproteinen (MMP-2), TGF-3 und interstitiellen Adhasionsmolekilen (ICAM-1)
verursacht wird (Lakatta, 2003). Mit zunehmender Intimadicke sowie Elastizitatsminderung
der GefélRe, bedingt der erhéhten Kollagenbildung und Quervernetzung des Kollagens in den
Gefasswanden, steigt die Nachlast am Herzen, was wiederum zu arterieller Hypertonie und
kompensatorisch zur Hypertrophie im linken Ventrikel und infolge zu einem erhéhten end-
diastolischen Fulldruck fuhrt (Lakatta, 2002; Lakatta und Sollott, 2002; Lakatta und Levy,
2003Db).
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Mit sinkender Elastizitat bzw. physiologischer Windkesselfunktion der Aorta aufgrund der
Kollagenproduktion steigt allerdings die intraventrikulare Volumenbelastung. Infolge dessen
wird initial das Myokard gedehnt. Mit der Uberdehnung der Kardiomyozyten sowie
Fibroblasten werden Faktoren wie z.B. TGF-3 und Angiotensin freigesetzt und nachfolgende
Signalkaskaden aktiviert (Cheng et al., 1995; Cigola et al., 1997). Dies kann zum
programmierten Zelltod, der sogenannten Apoptose fihren.

Um die erhdhte Nachlast zu kompensieren hypertrophiert das Myokard. Das fuhrt zu einer
Zunahme der GréfRe der Myozyten im linken Ventrikel, da die Zahl der entdifferenzierten
kardialen Myozyten nicht steigt, sondern aufgrund von Nekrose und Apoptose eher sinkt
(Anversa et al., 1990; Lakatta, 2002). Sowohl vorgenannte Prozesse als auch der Anstieg
der Herzfrequenz und die reduzierte Ejektionsfraktion fihren zu einer reduzierten kardialen
Reservekapazitat wahrend des Alterungsprozesses (Lakatta und Sollott, 2002).

Adulte Kardiomyozyten verlieren kurz nach der Geburt ihre Teilungsfahigkeit.
Reparaturprozesse des geschadigten Myokards z.B.: als Folge eines Myokardinfarktes,
werden somit durch stimulierte Fibroblasten sowohl durch deren Proliferation als auch
Kollagenbildung realisiert. Narbengewebe und damit kollagenes Bindegewebe wird
ausbildet. In einer neueren Untersuchung mit “*C-Markierung neu synthetisierter DNA in
Kardiomyozyten konnte nachgewiesen werden, dass eine Erneuerung der Myozyten im
geringen Mal3 auch im adulten Organismus noch erfolgen kann. Laut dieser Studie werden
bis zu 1 % der Herzmuskelzellen bei einem 20 -jahrigen pro Jahr ersetzt, bei einem 75 —
jahrigen sinkt diese Rate allerdings auf 0,3 % (Bergmann et al., 2009). Im Leben eines
Individuums kénnen daher lediglich bis zu 40 % der Kardiomyozyten regeneriert werden. Der
Verlust an kontraktiiem Herzmuskelgewebe erhéht das Risiko des Auftretens von

Komplikationen wie Herzinsuffizienz, Herzwandaneurysmen und Herzwandruptur.

Mit steigendem Durchschnittsalter der Bevolkerung nimmt die Patientenzahl, die sich zur
konservativen aber auch operativen Therapie kardiovaskularer Erkrankungen vorstellen, zu.
Myokardischamie stellt fir die, die sich einer koronar - arteriellen Bypassoperation
unterziehen, ein wesentliches Risiko sowohl kurz- als auch langfristig dar (Hirose et al.,
2000). In einer retrospektiven Studie wurde gezeigt, dass sich die Lebensqualitat nach einem
herzchirurgischen Eingriff wesentlich verbessert, wenngleich sowohl die Morbiditét als auch
Mortalitat bei Uber 75-Jahrigen im Vergleich zu Jiingeren postoperativ erhéht ist (Friedrich et
al., 2009).
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1.2 Ischamie — und Reperfusionsschaden

Die Spatfolge einer koronaren Herzkrankheit (KHK) ist bei Okklussion einer der
Hauptkoronaren ein akuter Myokardinfarkt. Wahrend der folgenden Isch&mie kommt es zur
Unterversorgung des Gewebes mit Sauerstoff, was eine Behinderung des zellularen
Stoffwechsels bedingt. Zur Reduktion der kardialen Folgeschdden wéahrend einer akuten
Ischamie wird eine Anzahl von pharmakologischen Wirkstoffen appliziert. Die Peri- und
Postinfarkttherapie  umfasst zur Prophylaxe der koronaren Rethrombosierung
Thrombozytenaggregationshemmer. Zur Langzeittherapie und insbesondere Prognose
verbessernd hat sich eine Therapie mit Betablockern, Statinen und ACE-Hemmer etabliert
(Herold, 2012). Insgesamt betrachtet wird eine frihzeitige Reperfusionstherapie zur
Sicherstellung des koronaren Flows, speziell durch Koronarintervention (z.B.: Herzkatheter,
Stents, Thrombolyse), in einem entsprechendem Herzzentrum angestrebt (Kloner und
Rezkalla, 2004). Reperfusion bedeutet, dass ein ischamisches Areal erneut mit Blut
perfundiert wird. Die ginstigen Auswirkungen der Reperfusionstherapien sind allerdings
begrenzt durch die GroRRe des Ischamieschadens, der vor der Reperfusion bereits auftrat
(Bucciarelli et al., 2006).

Das Letalitatsrisiko bei kardialen Eingriffen, das pradoperativ anhand von Scoring-Systemen
abgeschéatzt werden kann, steigt mit dem Alter des Patienten und dessen Komorbiditaten
(Friedrich et al., 2009). In einer experimentellen Arbeit konnte gezeigt werden, dass
humanes Myokard &lterer Individuen eine reduzierte Toleranz bzw. erhdhte Sensitivitat auf
ischamischen Schaden / Hypoxie, der z.B. in der Herzchirurgie bei einem aorto — koronaren
Bypass auftritt, aufweist mit dem Effekt, dass die Kontraktionsfahigkeit nach Ischamie im
Vergleich zu jingerem Myokard sinkt (Mariani et al., 2000). Auch tierexperimentell wird laut
Rosenfeldt et al. (2002) gezeigt, dass gealterte Ratten - Herzen eine verminderte Toleranz
zu aeroben und ischamischem Stress aufweisen. Dabei wurde eine verringerte Q-10
Konzentration, ein essentieller Bestandteil der mitochondrialen Atmungskette, als eine
Ursache aufgezeigt. Bereits eine praoperative Therapie mit Q-10 flhrte zur verbesserten
myokardialen Kontraktion nach Ischamie (Rosenfeldt et al., 2002).

Prakonditionierung, erstmalig beschrieben 1986 durch Murry et al. (1986), ist ein endogener
Mechanismus zum Schutz des Myokards vor den Schaden einer Ischamie. Tierexperimentell
wurde gezeigt, dass kurze, subkritische myokardiale Ischamiephasen mit Reperfusion zur
Adaptation des Myokards fuhren (Murry et al., 1986). Infolge der Umbauprozesse des
Myokardgewebes kommt es zur Reduktion eines Myokardschadens bei einer folgenden
akuten, kritischen Ischamie.

Im Rahmen der Reperfusion kann es neben der Protektion vor einer mdglichen

ischamischen Myokardnekrose auch zur Induktion weiterer Zellschddigungen kommen, die



Einleitung 4

einen zusatzlichen Zellverlust zur Folge haben, Reperfusionsschaden, reperfusion injury,
genannt (Braunwald und Kloner, 1985). Der Reperfusionsschaden entsteht durch
Anderungen der intrazellularen Elektrolytkonzentration. Im Rahmen der Ischamie steigt der
Metabolismus zugunsten der anaeroben Glykolyse, das einen Anstieg der S&urebildung
intrazellular zur Folge hat. Dies fihrt zur Natriumiberladung infolge der Aktivierung des
Na*/H*-Austausches, da zur Reduktion der zellularen Azidose Wasserstoffionen im
Austausch von Natriumionen nach extrazellular transportiert werden. Bei erhdéhtem
Natriumgradienten Uber der Zellmembran werden Uber den Natrium/Calcium Austauscher
wiederum Natrium nach extrazellular und Calcium-lonen nach intrazellular transportiert. Dies
fuhrt zu einer zellularen und mitochondrialen Calciumiberladung (Murphy und Steenbergen,
2008). Die Calciumiuberladung, aber auch der Anstieg der freien Radikale, aktiviert die
mitochondriale Permeabilitats-Transitionspore, mitochondrial permeability transition pore
(mPTP), was wiederum mitochondriale apoptotische Signalkaskaden aktiviert (Murphy und
Steenbergen, 2008). Der Postkonditionierung, intermittierende Unterbrechung der
Reperfusion nach Ischamie, wird nach in vitro - Untersuchungen im Tiermodell ein
kardioprotektiver Aspekt zugeschrieben, indem es die InfarktgréRe durch die Reduktion von
ROS sowie der intrazellularen Calciumkonzentration reduziert (Sun et al., 2005). Des
Weiteren wird angenommen, dass sowohl bei der Pré- als auch bei der Postkonditionierung
die Survival-Kinasen Akt und ERK1/2VAPK " der sogenannte RISK (reperfusion injury salvage
kinase) Pathway, aktiviert werden und letztendlich als gemeinsames Ziel die mPTP
inhibieren (Hausenloy et al., 2005; Murphy und Steenbergen, 2008).

Der protektive Effekt der isch&mischen Prékonditionierung konnte von Bartling et al. (2003)
im jungen humanen Myokardgewebe aber nicht im alternden (= 70 Jahre) Myokard
nachgewiesen werden. Pharmakologisches Potential zur Protektion wird u.a. auch der
Blockade des Na*/H* Austauschsystems z.B. durch Cariporid zugesprochen (Theroux et al.,
2000). In ex vivo Untersuchungen am alten humanen Myokard (= 70 Jahre) wurde im
Gegensatz zu Myokard erwachsener Patienten (< 55 Jahre) allerdings kein protektiver Effekt
von Cariporid gegen Ischamie-Reperfusionsschaden gezeigt (Simm et al., 2008).
Mechanismen des Alterns scheinen daher eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und

Therapie kardiovaskularer Erkrankungen darzustellen.
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1.3  Altern des Organismus

Die Lebenserwartung der Bevolkerung ist innerhalb der letzten Jahrzehnte stetig
angestiegen. Allerdings wird in den westlichen Landern hinsichtlich des modernen
Lebensstils mit sténdig steigender Anzahl von Patienten mit einem metabolischen Syndrom
eher kein weiterer Anstieg erwartet (Olshansky et al., 2005).

Altern ist der Hauptrisikofaktor flr kardiovaskulare Mortalitat und Morbiditat (Lakatta, 2002;
Lakatta und Levy, 2003b). Inzidenz und Pravalenz chronischer vaskulérer Erkrankungen wie
Hypertonie, die KHK und arteriothrombotischer Infarkt steigen mit zunehmendem Alter an
(Lakatta und Levy, 2003a).

Altern ist ein multifaktorieller Prozess, bei dem die Effizienz von physiologischen Funktionen
durch intra- und extrazellulare Schaden innerhalb eines gesamten biologischen Systems
sinkt (Baynes, 2000). Es existieren viele Theorien, um den Vorgang des Alterns zu erklaren.
Eine deterministische Theorie von Hayflick beschreibt, dass die proliferative Kapazitat von
teilungsfahigen Zellen genetisch festgelegt ist (Hayflick, 1965). Darauf aufbauend wird in
spateren Arbeiten diskutiert, dass diese Teilungskapazitat der Zellen durch die Lange der
Telomere bestimmt wird, indem sich diese bei jeder Teilung verkirzen und bei
Unterschreiten einer kritischen L&ange die Zellen einem irreversiblen Seneszenzprogramm
unterzogen werden (Allsopp et al., 1992; Hayflick, 1998).

Zu Beginn des letzten Jahrhunderts wurde mit der ,The rate-of-living hypothesis* von R.
Pearl angenommen, dass die Metabolisationsrate einer Spezies die Lebenserwartung
festlegt (Balaban et al., 2005). Harman formulierte 1957 dann die ,Freie Radikaltheorie des
Alterns” (Harman, 2006). Diese besagt, dass Schaden durch zellular gebildete endogene
freie Radikale akkumulieren, was letztendlich zum Funktionsversagen fiihrt. Diese ,Freie
Radikaltheorie® von Harman wurde im Verlauf standig erneuert. Bereits 1972 wird die
Theorie des Alterungsprozesses durch den Einbezug der Mitochondrien, als zellularen
Hauptenergielieferant, erweitert (Harman, 2001). Freie Radikale im folgenden
zusammengefasst als reactive oxygen species (ROS) genannt, fihren zum einen selbst
infolge der mitochondrialen Schaden (Harman, 2001), aber auch indirekt durch die
Aktivierung von Signalkaskaden zu Zellschaden (Finkel und Holbrook, 2000; Wautier et al.,
2001). Eine Uber dem physiologischen MalR bestehende Konzentration an ROS im
Organismus wird oxidativer Stress genannt. ROS werden unter reguldren metabolischen
Bedingungen hauptsachlich endogen wahrend der Atmungskette im Komplex Il in den
Mitochondrien (Chen et al., 2003), als auch Uber NADPH-Oxidasen (Wautier et al., 2001)
gebildet. Die endogene Bildung freier Radikale wird damit Uberwiegend durch die

Metabolisierungsrate bestimmt (Finkel und Holbrook, 2000). Zur Vervollstdndigung soll
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allerdings auch die exogene Bildung von ROS u.a. infolge UV-Strahlung, Hormone und
Chemotherapeutika genannt werden.

1981 wurde prognostiziert, dass mit entsprechender Gewichtsreduktion bei gleichzeitiger
adaquater Aufnahme von essentiellen Nahrstoffen die Reaktion von ROS im Korper
minimiert und damit die Lebenserwartung erhdht werden sollte (Harman, 1981). Dies geht
mit der bereits erwédhnten Theorie von Pearl ,The rate-of-living hypothesis* weitestgehend
konform. Somit wird diskutiert, dass mit der verminderten Kalorienaufnahme, caloric
restriction, u.a. die Erzeugung von ROS sinkt und somit die Lebenserwartung steigt (Finkel
und Holbrook, 2000; Heilbronn und Ravussin, 2003; Heilbronn et al., 2006).

In der Arbeit von Lee et al. (2001) wird dargestellt, dass mit dem Alter Veranderungen in den
Zellen wie Funktionsminderung der mitochondrialen Atmungskette, Reduktion der
Abbaukapazitat defekter Proteine, erhdhte Produktion von ROS mit infolge erhdéhtem
oxidativem Schaden an DNA, Proteinen und Lipiden auftreten. Die Balance zwischen der
Bildung von ROS und der Aktivitdt enzymatischer antioxidativer Systeme wie der Katalase,
Glutathionperoxidase und Superoxiddismutase, aber auch nicht-enzymatischer Systeme wie
Glutathion und Vitamin A, C und E bestimmt das Ausmalfd von oxidativem Stress auf die
Zelle (Fu et al., 1996; Finkel und Holbrook, 2000).

Mit steigender ROS Produktion und sinkender Kapazitat von antioxidativen sowie Reparatur-
Systemen wird der oxidative Schaden an Geweben erhtht und damit der Alterungsprozess
beschleunigt (Lee und Wei, 2001). Dies fuhrt kumulativ zu Dysfunktionen und zum Tod der
Zelle sowie in Folge zu chronischen Krankheiten (Baynes, 2000) und letztendlich Tod des
Organismus (Rensing L, 2004).

Neben ROS spielt die Glykierung von Proteinen mit der Entstehung von AGEs, Advanced
glycation end-products oder ALEs, Advanced lipoxidation end-products eine wichtige Rolle

beim altersbedingten Funktionsverlust von Geweben.

1.4  Advanced Glycation Endproducts (AGEs) / Maillard-Reaktion

1.4.1 Entstehung von AGEs

AGEs sind Endprodukte von nicht-enzymatischen Glykierungsreaktionen (Nawroth et al.,
1999). Der franzosische Chemiker Louis Camille Maillard (1878 — 1936) berichtete 1912 tber
die Bildung von gelbbraunen Pigmenten beim Erhitzen von Glucose mit Glycin. Diese
Reaktion, auch Braunungsreaktion, wird nach dem Erstentdecker Maillard-Reaktion
(Maillard, 1912; Ledl, 1990) genannt (siehe Abb. 2). AGEs entstehen nicht-enzymatisch
durch die Reaktion von reduzierenden Zuckern und anderen Carbonylbindungen mit

reaktiven Aminogruppen von Proteinen, Lipiden und Aminosauren.
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Initial lagert sich ein Carbonylrest des Zuckers an eine Aminogruppe an. Mit der Abspaltung
eines Wassermolekiils entsteht das Schiff'sche Base Addukt. Diese lagern sich in kurzer Zeit
in die wesentlich stabileren Amadori-Produkte um. Ein Beispiel fur die klinische Relevanz ist
unter anderem HbAi., ein Glucose-Amadori Produkt am terminalen Stickstoff von Valin
(Koenig et al., 1977). Der Wert spiegelt die Blutzuckerwerte der letzten sechs bis acht
Wochen wieder und ist aus der Diagnostik des Diabetes Mellitus nicht mehr wegzudenken.
Abgesehen davon kdnnen AGEs auch aus reaktiven Dicarbonylen entstehen.
Dicarbonylintermediate, a-Oxoaldehyde wie Glyoxal, Methylglyoxal und 3-Deoxy-glucoson
treten als Zwischenprodukte durch Metall-katalysierte Autoxidation von Glucose (Wells-
Knecht et al., 1995), dem sogenannten Wolff pathway (Wolff und Dean, 1987), auf und
kénnen ebenfalls zur weiteren Bildung von AGEs beitragen (Nawroth et al., 1999). Ein
weiterer Bildungsweg fir Intermediarprodukte in Form von reaktiven Dialdehyden wie
Glyoxal und Methylglyoxal durch Abspaltungsreaktionen aus der Schiffschen Base ist der
Namiki Pathway (Hayashi, 1986; Glomb und Monnier, 1995; Ferreira et al., 2003).
Amadoriprodukte kénnen durch komplexe Reaktionen, dem so genannten Hodge Pathway,
unter anderem mittels Oxidations- und Kondensationsreaktionen in Dicarbonyle umgebaut
werden (Hodge, 1953; Thorpe und Baynes, 2003).

Durch weitere Reaktionen der Amadori-Produkte bzw. reaktiven Dicarbonyle mit
Aminogruppen entstehen irreversible AGEs. Infolge umfassender Umlagerungsprozesse und
Polymerisation entstehen Quervernetzungen, so genannte cross-links, der AGEs mit
weiteren Proteinen (Ulrich und Cerami, 2001). Abhéngig ist die AGE — Bildung vom
modifizierten Zielprotein, Zeit und der Glucosekonzentration (Bierhaus et al., 1998).

Neben den vorbeschriebenen endogenen Bildungswegen konnen AGEs auch exogen
wahrend der Lebensmittelverarbeitung, insbesondere durch deren Erhitzen, entstehen
(Vlassara und Uribarri, 2004). Sie sind wichtig fir den typischen Geschmack und die braune
Farbe. Nach Proteolyse der einzelnen Nahrungsmittel-Proteine werden diese vermutlich als
niedermolekuldre Verbindungen intestinal aufgenommen, wobei die Transportmechanismen
noch weitestgehend unbekannt sind. Die Studie von Grunwald et al. (2006) gibt einen
Hinweis darauf, dass der geringe transepithelial — gemessene Fluss von Nahrungsmittel-
AGE wahrscheinlich durch Diffusion hervorgerufen wird. Kontrovers bleiben allerdings
vorerst deren pathophysiologischen Einwirkungen, insbesondere hinsichtlich der Toxizitat, im
biologischen System (Chuyen, 2006).

Allein der regulare Alterungsprozess fuhrt zum Anstieg der AGEs im Gewebe. Schadigende
Effekte von AGE auf Gewebe sind folgende: verénderte Proteinfunktion im Rahmen der
Modifikation, Versteifung von Gewebe durch crosslinking, Induktion der Bildung von
Radikalen und die Induktion von phlogistischen Reaktionen nach der Bindung an spezifische
AGE Rezeptoren fir AGEs wie z.B. RAGE (Nass et al., 2007). Die Bildung von AGE
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Quervernetzungen im Kollagen der extrazellularen Matrix (EZM) bewirkt einen Verlust an
Elastizitat, was Zu Funktionseinschréankungen der Gewebe fuhrt. Diese
Kollagenmodifikationen flihren z.B. zur myokardialen Versteifung und diastolischen
Funktionsstorung (Badenhorst et al., 2003).

AGEs sind eine heterogene Gruppe, die man in fluoreszierende und nicht-fluoreszierende
Modifikationen unterteilt. Ne-(Carboxylmethyl-) Lysin (CML; siehe Abb. 1) ist eines der meist
untersuchten nicht-fluoreszierenden AGE-Produkte (Glomb und Monnier, 1995), die als die
haufigste in vivo Protein-Modifikation (AGE) gilt (Kislinger et al., 1999). Weitere wichtige
AGEs sind u.a. Ne-carboxyehtyl-lysine, CEL sowie Pentosidin und Lysin-Dimere. CML wird
als Fruktoselysin-Spaltprodukt bei der Glykierung von Proteinen unter oxidativen
Bedingungen und aus Glyoxal gebildet, dass bei der Autoxidation von Glucose anfallt (Fu et
al., 1994; Nawroth et al., 1999). Daneben ist es ein Produkt der Lipidperoxidation (Fu et al.,
1996).

CML wurde bereits in vielen humanen Geweben nachgewiesen. So konnte in der Arbeit von
Dunn et al. (1991) gezeigt werden, dass die CML — Konzentration in der Haut mit dem Alter
ansteigt. Auch in der diabetischen Retinopathie (Hammes et al., 1999) sowie bei diabetischer

Nephropathie (Suzuki et al., 1999) konnte eine erhthte Menge an CML nachgewiesen

werden.
) O
M H\/\/\)‘\
HO | OH
NH,
Abb. 1 N g-(Carboxylmethyl-) Lysin (CML), (Nass et al., 2007)

1.4.2 Signaltransduktion durch die Bindung von AGE s an Rezeptoren

AGEs kdnnen nicht durch Enzyme gespalten werden. In den letzten Jahren identifizierte man
AGE-Rezeptoren, die AGE-modifizierte Proteine in vivo binden. Bindungsproteine wie AGE-
R1 (OST-48), die Oligosaccharyltransferase, AGE-R2 (80K-H), AGE-R3 (Galectin-3) sowie
CD36 und scavenger receptors lla und b wurden beschrieben (Nass et al., 2007).

Der bekannteste Rezeptor fir advanced glycation endprocts, RAGE, ist ein trans-

membranéarer Multiligandrezeptor der Immunglobulin Superfamilie (Barlovic et al.,, 2011).
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Neben AGEs gelten als weitere Liganden unter anderem Amyloid-3 Peptide (Yan, 1997)
sowie S100/Calgranulins (Hofmann et al., 1999) und Amphoterin (Hori et al., 1995).

Die Bindung von AGEs an diese zellularen Rezeptoren induziert, durch die Aktivierung der
NADPH-Oxidase, die Bildung von ROS und infolge Entstehung von intrazellularem
oxidativen Stress (Yan et al.,, 1994; Nawroth et al., 1999; Wautier et al., 2001). Mit der
Liganden - RAGE - Bindung werden in einigen Zellpopulationen weitere zellulare
Signalkaskaden u.a. ERK1/2MAPK  n38MAPK - JAK/STAT-Kinase sowie Phosphoinosositol-3-
Kinase aktiviert (Bierhaus et al., 2005). Die intrazellulare Signaltransduktion Giber ERK1/2MAPK
spielt eine wichtige Rolle in der Regulierung der Proliferation und Zelldifferenzierung (Hunter,
1995; Marshall, 1995). Auch die p38MAPK  aktiviert von einer Vielzahl von zellularen
Stressoren u.a. Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Lipopolysacchariden und UV-Strahlung
(Raingeaud et al., 1995; Yang, 1999; Yang et al., 1999) kann Apoptose induzieren (Xia et al.,
1995).

Die erhohte Bildung von ROS bewirkt letztendlich die Aktivierung von NF-kB (Yan et al.,
1994). Nach Phosphorylierung und proteolytischer Degradierung des Inhibitormolekules IkB
gelangt das freie NF-kB Uber Translokation in den Zellkern und bewirkt die NF-kB -
abhéngige Genexpression mit infolge Bildung pro-inflammatorischer sowie pro-
thrombotischer Mediatoren, u.a. Zytokine, Endothelin — 1, Chemokine und endotheliale
Adhasionsmolekile (Barnes und Karin, 1997). Andererseits fuhrt die anhaltende Aktivierung
von NF-kB selbst im Sinne eines positiven Feedback zur Hochregulierung von RAGE
(Bierhaus et al., 2005).

RAGE wurde ebenfalls als zirkulierende Form, soluble RAGE (sRAGE), im Plasma entdeckt.
In dieser Form konkurriert es um die Bindung zirkulierender AGEs und scheint damit eine
antagonistische Rolle zu RAGE einzunehmen (Wautier et al., 1996).

Bereits 1998 konnte von Park et al. (1998) im Mausmodell gezeigt werden, dass
dosisabhéngig zugefihrtes sSRAGE die diabetische Atherosklerose supprimiert. In humanen
Studien konnte demonstriert werden, dass zwischen der sSRAGE Konzentration im Plasma
und dem Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen wie Atherosklerose (Koyama et al., 2005;
Lindsey et al., 2009b) und akuten ischamischen Insulten (Park et al., 2009) eine inverse
Assoziation besteht. Es wird daher diskutiert, dass sRAGE ein brauchbarer Biomarker zur

Prognostik von kardiovaskularen Erkrankungen darstellen kann (Lindsey et al., 2009b).
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Abb. 2 Bildung von AGEs in der Maillard-Reaktion:

Reduzierende Zucker (z.B. Glucose) reagieren mit einer freien Aminogruppe von Makromolekiilen in einer nicht-
enzymatischen Glykierungsreaktion. Die dabei entstandene Schiff'sche Base lagert sich zu stabileren Amadori-
Produkten um. Dicarbonyle und ROS kénnen aus den verschiedenen Zwischenprodukten entstehen. Dicarbonyle
und Amadori-Produkte reagieren mit Aminogruppen von Proteinen bzw. Lipiden und bilden AGEs aus. Diese
kénnen sich zu irreversiblen AGE Quervernetzungen zusammenlagern. Modifiziert nach Nawroth et al. und

Khalifah et al. (Khalifah et al., 1999; Nawroth et al., 1999).
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1.4.3 Einfluss von AGEs auf das Altern und die Ent  stehung von Krankheiten

AGE Quervernetzungen fihren Uber die Ausbildung von Modifikationen zu
Gewebsdysfunktionen und somit zu diversen Erkrankungen wie kardiovaskulédre Krankheiten
u.a. Atherosklerose, Diabetes Mellitus und dessen Spatfolgen, Morbus Alzheimer und
Morbus Parkinson (Baynes und Thorpe, 1999; Nawroth et al., 1999; Baynes und Thorpe,
2000). Chronische Erkrankungen und Entzindungsprozesse beschleunigen den
biologischen Alterungsprozess und haben somit Einfluss auf die Lebenserwartung (Baynes,
2000).

Im Rahmen der Entstehung von AGEs lasst sich bereits vermuten, dass bei Diabetikern die
AGE - Bildung hoher ist als bei gesunden Individuen. In der Arbeit von Schleicher et al.
(1997) wurde dies bestatigt. Au3erdem ist Fruktose, von Diabetikern meist als Glucoseersatz
eingesetzt, reaktiver als Glucose selbst. Bei Diabetikern konnten AGE-Akkumulationen
(CML) immunhistochemisch in Haut, Lunge, Herz, Niere, Bandscheiben sowie Knochen,
Darm und Arterien in hoherem Male als bei Nicht-Diabetikern nachgewiesen werden
(Schleicher et al., 1997). Andererseits akkumulieren AGEs im Alter ohne Auftreten von
Erkrankungen. So konnte durch Simm et al. (2007) eine altersabhéngige CML-Akkumulation
in Perikardflissigkeit aufgezeigt werden. Aber auch im humanem Knorpelgewebe wurde
altersabhangig ein Anstieg von AGE-Akkumulationen nachgewiesen (Verzijl et al., 2000).
Insbesondere Makrophagen und Monozyten kdnnen AGE-modifizierte Proteine mit ihrem
spezifischen Rezeptorsystem binden und aufnehmen (Yang et al., 1991). Intrazellular
werden diese dann degradiert. Entstandene AGE-Peptide aber auch AGEs kénnen
anschlielend renal eliminiert werden. Diabetiker mit Nephropathie haben neben der
erhdéhten AGE-Bildung eine verminderte Nierenfunktion und infolge eine reduzierte AGE —
Clearance, so dass als Konsequenz bei Patienten mit Nephropathie wesentlich héhere AGE-
Akkumulationen im Blut nachgewiesen werden konnten (Makita et al., 1991). Die diabetische
Nephropathie kann sich im Verlauf bis zur terminalen Niereninsuffienz entwickeln, die
letztendlich eine therapeutische Hamodialyse erfordert. Auch die renale Ausscheidung von
Nahrungsmittel-AGE, die intestinal resorbiert werden, wird bei diabetischer Nephropathie
supprimiert, so dass vermutet wird, dass mit Reduktion der exogenen Zufuhr von AGE die
Prognose insgesamt betrachtet verbessert werden kann (Koschinsky et al., 1997). Dies
konnte in der Arbeit von Uribarri et al. (2003) bestatigt werden

Diabetische vaskuldare Folgen unterteilt man in eine Makroangiopathie und diabetes-
spezifische Mikroangiopathie. Zur Makroangiopathie zahlt die Atherosklerose der peripheren
als auch der cerebralen Arterien, mikroangiopathische Folgen von Diabetes sind u.a. die

Nephropathie infolge der Verdickung der kapillaren Basalmembran, Retinopathie und



Einleitung 12

Neuropathie (Vlassara und Palace, 2002). In einem diabetischen apoE-Knockout- Maus-
Modell wurde nachgewiesen, dass in diabetischen Mausen im Vergleich zu Kontrollmausen
eine signifikant hohere Menge an atherosklerdsen, fibrdsen Plaques in allen Segmenten der
Aorta besteht (Candido et al., 2002). Eine konsequente Therapie des Diabetes Mellitus
verringert infolge der regredienten Glucosekonzentration die Bildung von AGEs und o-
Oxoaldehyden (Lapolla et al., 2005).

1.4.4 Therapieansatze bei AGE — induzierten Erkrank ungen

Es wird diskutiert dass AGEs an der Bildung von zahlreichen Krankheiten beteiligt sind.
Therapeutische Ziele sind daher zum einen die Reduktion der AGE Bildung, aber zum
anderen auch das Aufbrechen von bereits gebildeten AGE induzierten Quervernetzungen
von Proteinen. Im Tiermodell wurde durch die Behandlung mit ALT — 711, einem
sogenannten AGE - cross-link-breaker, die Diabetes — induzierte Akkumulation von Kollagen
sowie die aortale Versteifung und myokardiale Dysfunktion reduziert (Wolffenbuttel et al.,
1998; Candido et al., 2003; Liu et al., 2003). Vielversprechende Substanzen zur Inhibierung
der AGE-Bildung sind bisher Aminoguanidin bzw. Pyridoxamin. In Tierstudien konnte auch
hier gezeigt werden, dass unter der Therapie mit vorgenannten Substanzen sowohl die
GefaRwandversteifung als auch die myokardiale Dysfunktion als Komplikationen von
Diabetes verbessert werden konnten (Chang et al., 2006). Die Hemmung der Interaktion
zwischen AGE und RAGE durch die Uberexpression von sRAGE ist ein weiterer

therapeutischer Ansatzpunkt fur die Zukunft.

15 Glyoxal — Entstehung, Wirkung und Entgiftung

Glyoxal ist ein reaktives a-Oxoaldehyd, dass wie oben beschrieben auf verschiedenen
Wegen wie der metall-katalysierten Autoxidation von Glucose, Abbau von glykierten
Proteinen wie Fruktosamin sowie der Lipidperoxidation entsteht (Wells-Knecht et al., 1995;
Thornalley et al., 1999).

Bei der Reaktion von Glyoxal mit Proteinen werden kovalente Bindungen mit freien
Aminogruppen von Biomolekilen durch eine nicht-enzymatische Reaktion, die Glykierung,
gebildet (Kasper et al., 2000; Thornalley, 2002). Dabei entstehen mit Argininen z.B.
Imidazolformationen, bei der Reaktion von Glyoxal mit Lysin kommt es zur Bildung von N-
(Carboxymethyl)lysine, CML (Thornalley et al., 1999).

Wie in der Arbeit von Shangari et al. (2003) erwahnt (bezogen auf die Arbeit der International
Agency for Research on Cancer (1991)) sind Glyoxal wie auch Methylglyoxal nicht als

Karzinogene klassifiziert. Glyoxal kann allerdings mutagen wirken, indem es die Basen der
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DNA modifiziert und so die Mutationen der DNA induziert, die insbesondere auf einen
Austausch einzelner Basen basieren und DNA-Replikationen reduzieren (Thornalley, 2008).
In der Arbeit von Shangari wird weiter angenommen, dass Dicarbonyle antioxidative
Zellsysteme u.a. durch Hemmung der Glutathionreduktase sowie Aldehydreduktase und
Aldehyddehydrogenase, beeintrachtigen, was mit einem erhohten Zellschaden einhergeht.
Glyoxal selbst kann zytotoxisch wirken, indem es die GSH - Konzentration senkt und die
ROS Produktion anregt, aber auch das Membranpotential der Mitochondrien reduziert
(Shangari et al., 2003; Shangari und O'Brien, 2004). Man geht unter anderem davon aus,
dass mitochondriale Proteine Hauptzielort fir die Glykierung von Dicarbonylen sind und mit
dem gesetzten Schaden am mitochondrialen Proteom die Bildung von ROS und oxidativen
Stress forciert wird (Rabbani und Thornalley, 2008).

Die Entgiftung von reaktiven a-Oxoaldehyden erfolgt durch das zytosolische
glutathionabhdngige Glyoxalase System (siehe Abb. 3). Dieses beinhaltet 2 Enzyme,
Glyoxalase | und Il sowie als Katalysator Glutathion, GSH (Thornalley, 2003; Kuhla et al.,
2005; Rabbani und Thornalley, 2008). Die Glyoxalase | - Aktivitat ist abhéngig von der GSH
— Konzentration (Abordo et al., 1999). Nach spontaner Bindung von GSH und einem a-
Oxoaldehyd wird das Reaktionsprodukt Hemithioacetal von der Glyoxalase | katalytisch in
ein S-2-Hydroxacylglutathione-Derivat isomerisiert, um dann durch die Glyoxalase Il in a-
Hydroxysauren umgebaut und Glutathion zuriickgebildet zu werden (Thornalley, 1998,
2003). Aus Glyoxal entsteht die Hydroxyessigsaure, die tber den Urin ausgeschieden wird
(Thornalley, 1990, 2008). Unter physiologischen Bedingungen des Zellmetabolismus wird
Glyoxal durch das Glyoxalasesystem unschadlich gemacht (Abordo et al., 1999).

Mit Einwirkung von oxidativem Stress und folgender Verminderung der zellularen GSH —
Konzentration und damit Glyoxalase | — Aktivitat wird die Entgiftung der Glyoxale vermindert
was im Umkehrschluss zur Erhéhung der Konzentrationen von Glyoxal und Methylglyoxal
und Potenzierung der AGE-Bildung fihrt (Thornalley, 1998, 2003). Bei Patienten mit
Alzheimer Krankheit konnte eine Hochregulierung der Glyoxalase | bei vermehrter AGE-
Bildung nachgewiesen werden, wahrscheinlich um gerade die erhéhten Konzentrationen an
Glyoxal und Methylglyoxal zu vermeiden (Kuhla et al., 2005). Das Glyoxalasesystem ist
somit ein effizientes Entgiftungssystem. Andererseits ist gerade bei malignen Neoplasien die
zytotoxische Wirkung der Oxoaldehyde erwiinscht, um Tumorzellen zu reduzieren. Mit der
Supprimierung von Glyoxalase | kann dieser Effekt durch Akkumulation von Glyoxal und
Methylglyoxal bewirkt werden. Ein beschriebener Glyoxalase | Inhibitor mit anti —

cancerogener Wirkung ist S-p-bromobenzylglutathion (Thornalley et al., 1996).
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Glyoxalase | > Glyoxalase Il >
GSH GSH
Abb. 3 Glyoxalasesystem — Entgiftung von  a-Oxoaldehyden

Spontane Bindung von GSH und a-Oxoaldehyd. Das gebildete Hemithioacetal wird
katalytisch durch die Glyoxalase | in ein S-2-Hydroxacylglutathione-Derivat isomerisiert.
Glyoxalase Il katalysiert die Hydrolyse in a-Hydroxsauren und Glutathion. Modifiziert nach
(Rabbani und Thornalley, 2008)

1.6  Zielsetzung

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass nach Inkubation von Myokard mit sehr hohen
Konzentrationen von Glyoxal im Ischamie-Reperfusionsversuch im Organbad eine
zytotoxische Reaktion ausgelost wurde.

Zielsetzung dieser Arbeit war die Prifung der Konzentrationsabhangigkeit der
Glyoxalwirkung auf die Kontraktionskraft von humanem Myokardgewebe von Patienten
unterschiedlichen Alters. Eine potentielle physiologische / patho-physiologische Wirkung von
Glyoxal sollte beziglich der AGE-Bildung und der Wirkung auf intrazellulare Kinasen
analysiert werden.

Zum Schluss dieser Arbeit bestand die Frage, ob die an humanem Myokard gewonnenen
Erkenntnisse auch auf in vitro Kardiomyozyten Zellkulturmodelle der Ratte Ubertragen

werden kbnnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Kits
Acrylamid/Bisacrylamid
Amido Black
Ammoniumpersulfat (APS)
Ascorbinsaure

3 — Mercaptoethanol

BCATNI Protein Assay-Kit

Bovines Serumalbumin (BSA)

Carbogen

Calciumchlorid (CacCly)
3-(Cyclohexylamino)-1-propan-sulfonsaure
(CAPS)

Carnitin

Cholinchlorid = 98%

Coomassie Brilliant Blau G 250

Creatin

Cytosine, 3-D-arabinofuronoside hydrochlorid
CytoTox-one™Homogeneous Membrane
Integrity Assay Kit

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Essigsaure
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethanol 70%

Fetales Kalberserum (FKS)

Glucose

Glycerin

Glycerol

Glycin

Glyoxal — Losung (40% in H,0)
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonséaure (HEPES)
Kaliumchlorid (KCL)
Kaliumdihydrogenphospat  (KH2PO.)

Luminol

Serva, Heidelberg
Bio-Rad, Miinchen
SERVA, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Fluka, Steinheim

Thermo Scientific, Rockford, USA
AppliChem, Darmstadt
Linde, Unterschlei3heim

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Sigma, Steinheim
Bio-Rad, Miinchen
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Promega, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

PB Perbio, Bonn
Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Aldrich, Steinheim

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
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Magic MarkTNI XP Western Standard
Medium 199

Magnesiumchlorid (MgCl)
Magnesiumsulfat (MgSOa)

Methanol

3-Mercaptopropionsaure
N,N,N',N'-Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED)
Natriumazid (NaNs)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO.)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO.,)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO:s)
Natriumvanadat (NaVOs)

Nonidet P 40

Okadainsaure

p-Cumarsaure

Penicillin/Streptomycin

™
Page Ruler Prestained Protein Ladder

Protease Inhibitor Mix

Stickstoff

Taurine
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris)

Wasserstoffperoxid (H20>)

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt
Fluka, Seelze
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
SERVA, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Merk-Calbiochem., Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Invitrogen, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen
Linde, Unterschleil3heim
Sigma, Steinheim
Applichem, Darmstadt

Fluka, Seelze
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2.2  Verwendete Puffer und Losungen

Ldsungen im Organbadversuch

Tyrodeldsung nach Essen und Minster

1. Stammldésung
2,25 M CaCl; x 2 H.0
1,05 M MgCl; x 6 H20
2,99 M NacCl
0,134 M KClI
ad 1 | aqua bidest
2. Stammlbsung
0,595 M NaHCOs
ad 1 | aqua bidest
3. Stammlbsung
0,042 M NaH,PO4
ad 500 ml aqua bidest

Tyrode-Gebrauchslsung mit Glucose Tyrode-Gebrauchslésung ohne Glucose
40 ml 1. Stammldsung 40 ml 1. Stammldsung
38 ml 2. Stammldsung 38 ml 2. Stammlésung
10 ml 3. Stammldsung 10 ml 3. Stammldsung
5,4 mM Glucose 7,2 mM Cholinchlorid
0,28 mM Ascorbinsaure 0,28 mM Ascorbinsaure
0,06 mM EDTA 0,06 mM EDTA
ad 1 | aqua bidest (pH 7,4) ad 1l aqua bidest
Begasung mit Carbogen Begasung mit N2

Tab. 1 Herstellung der Glyoxallésungen in Abhéngigk  eit von der Endkonzentration

Das Volumen der Tyrode =zur Herstellung der Glyoxallosung wurde entsprechend des
Versuchabschnittes entnommen, dass heil3t wahrend der Ischdmie wurde die glucosefreie Tyrode
verwendet, in der Aquilibrierung, der Prainkubation und der Reperfusion die Tyrode mit Glucose.

Gesamtvolumen 1 ml Glvoxal als Organbadkonzentration

yoxa (100 plI Glyoxalstamm-

Volumen [u] Volumen [u] Stammiosung | |55 ing ad 10 ml Tyrode)

Tyrode Glyoxal 6,892 M

985,50 14,50 100 mM 1,0 mM
996,65 4,35 30mM 0,3 mM
998,55 1,45 10 mM 0,1 mM
999,57 0,43 3mM 0,038 mM

999,85 0,15 1 mM 0,01 mM
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Puffer zur Proteinpréaparation fur die Western — Blo

Lysepuffer

2 x SDS Probenpuffer

Puffer zur SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese in der
Sammelgelpuffer (pH 6,8)

Trenngelpuffer (pH 8,8)

10 x Laufpuffer (pH 8,6)

Puffer und Lésungen zum elektrophoretischen Transfe

t Analyse

50 mM Tris/HCI, pH 6,7
2% SDS
1 mM NaszVOq,

20 % Glycerin

10 % Mercaptoethanol

2 mM Na-EDTA

4 % SDS

250 mM Tris HCL, pH 6,8
0,01 % Bromphenolblau

Western — Blot Analyse

1,0 M Tris-HCL

in aqua bidest

1,5 M Tris-HCL

in aqua bidest

250 mM Tris-HCI, pH 8,6
2 M Glycine
50 mM SDS

r von Proteinen auf eine

Membran in der Western — Blot Analyse

CAPS-Blotpuffer (pH 10)

50mM CAPS
1 mM 3-Mercaptopropionsaure
10% Methanol

in aqua bidest
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Blockierungslésung

50mM Tris-HCI, pH 7,5
150mM NacCl

0,2 % NP 40

2 % BSA

Waschlosung (pH 7,5)

50 mM TRIS —HCL
500 mM NacCl

0,2 % NP 40

0,5% BSA

Tris - Stripping Puffer

62,5 mM Tris, pH 6,8
2 % SDS
100 mM 3-Mercaptoethanol

Ldsungen zur Proteindetektion in der Western — Blot Analyse
Luminolldsung
250 mM Luminol (in DMSO gel6st)
90 mM p-Cumarséure in DMSO geldst
ad. 50 ml mit 0,1 M Tris-HCL (pH 8,5)

H,0,-L6sung fir Chemolumineszenz
5,4 mM H,0; in 0,1 M Tris-HCL, pH 8,5

Luminolgebrauchslésung

Luminolldsung und H202-l6sung 1:1 mischen

Losungen zur Gel — und Membranfarbung in der Wester  n — Blot Analyse

Amido Black - Farbeldsung

1 g Amido Black
ad 100 ml aqua bidest
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Coomassie Brilliant Blau G-250-Farbelésung

0,1 % Coomassie G-250
45 % Methanol
10 % Eisessig

in aqua bidest

Entfarber-L6ésung nach Coomassie Brilliant Blau Farbung

50 % Methanol
10 % Eisessig

in aqua bidest

Ldsungen und Puffer in der Zellkultur

Earle — Salzlésung (pH 7.5)

Inkubationspuffer (pH 7.,4)

116 mM NacCl

5,4 mM KCI

0,8 mM NaH;PO,
5,5 mM Glucose
20 mM Tris / HCI
130 uM Phenolrot

110 mM NacCl
2,6 mM KCI

1,2 mM NaH2PO4
1,2 mM MgSOa4
25 mM NaHCOs

11 mM Glucose

M199 Komplettmedium (fir Myozytenkultur)

5 mM Taurin
5 mM Creatine

2 mM Carnitine

10 pM Cytosine-B-D-Arabinofuranosid

in M199
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Krebs- Ringer- HEPES Puffer (KRH Puffer)

1x PBS (pH 7.4)

115 mM NaCl

5 mM KClI

1mM CacCl;

1 mM KH2PO4

1,2 mM MgSOs,

25 mM HEPES (pH 6,2 oder pH 7,4)

137 mM NacCl

2,7 mM KCL

10 mM Na;HPO. wasserfrei
1,5 mM KH2;PO,4

in aqua bidest

2.3 Geréate, sonstige Materialien und Software

Blot-Apparatur Trans — Blot SD
Transfer Cell

Blot — Papier
Brutschrank HERA Cell

®
Certomat H (Schittelinkubator)
Dispenser 5/10/25/50 ml
Doppelwandorganbéader

Dot-Blot Apparatur:
Minifold Spot-Bloteinheit

ELISA-Reader FLUOstar OPTIMA
Mikroplatten Reader

Hypoxie Schrank: Invivo 400
LAS-3000 Imaging System

®
Magnetriihrer IKAMAG REO

Mini-Protean® 2-D Electrophoresis Cell
(Gelelektrophorese-Kammer)
Multipipetten plus

Nitrocellulose Transfer Membran
Pipettenspitzen epT.l.P.S.,

PH-Meter

Bio-Rad, Miinchen
Whatman, Dassel

Heraeus, Hanau

Brau Biotech International, Melsungen
TPP, Trasadingen, Schweiz
Eigenproduktion

Schleicher & Schuell (Diren)

BMG Labtechnologies, Offenburg
IUL Instruments, Kdnigswinter
Raytest, Straubenhardt

IKA Labortechnik, Staufen

Bio-Rad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Whatman GmbH, Dassel
Eppendorf, Hamburg
WTW, Weilheim
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Power Pac 200 (Spannungsquelle)
Préazisionswaage BP 210 S
Préazisionswaage TE 1502 S
Probenschuttler KS 250 basic
Probenschiittler, Polymax 1040
Reinstwasseranlage Milli-Qplus PF
Sterilbank HERAsafe ®

Stimulator 215/11

Schreiber Servorec 460
Thermomixer comfort
Thermostat

Tube (Reaktionsgefalie)

Ultraschall-Gerat

Verstarker Servomed
Vortex-Genie 2

Wasserbad ecoline
Wegaufnehmer/Transducer
Zellkulturplatten 6-well
Zentrifuge Biofuge fresco

Zentrifugenréhrchen

®
Casy Cell Counter System
Software

AIDA 3.5 Software
MS Excel

Bio-Rad, Miinchen

Sartorius, Gottingen

Sartorius, Gottingen

IKA Labortechnik, Staufen
Heidolph Instruments, Schwabach
Millipore, Eschborn

Heraeus, Hanau

Hugo Sachs Elektrotechnik Harvard
Apparatus GmbH, March Hugstetten
Gossen Metrawatt, Nurnberg
Eppendorf, Hamburg

LAUDA, Lauda-Konigshofen
Laborfachhandel Schubert, Leipzig
Sonorex Digital 10 P, Bandelin
electronic GmbH, Berlin

HELLIGE, Freiburg

Scientific Industries, Bohemia, NY USA
LAUDA, Lauda-Konigshofen
Eigenproduktion

TPP, Trasadingen, Schweiz
Hereaus Instruments, Hanau

TPP, Trasadingen, Schweiz

Scharfe System GmbH, Reutlingen

Raytest, Straubenhardt
Microsoft, USA



Material und Methoden 23

2.4 Menschliches Herzohrgewebe

Fur die Untersuchungen wurde humanes Myokard des rechten Vorhofes verwendet. Das
verwendete Herzohr ist das morphologische Pendant des rechten Vorhofes, welches
wahrend des kardiochirurgischen Eingriffes bei Anschluss der Herz-Lungenmaschine
entfernt wird. Dies ist eine Notwendigkeit zur Kanilierung der Venea cavae und damit zum

Anschluss der extrakorporalen Zirkulation.

Das Vorbestehen der koronaren Herzkrankheit war Voraussetzung fur die Aufnahme in das
zu untersuchende Patientengut. Insgesamt wurden 63 Herzohren von den Patienten, davon
48 mannlich und 15 weiblich in die Untersuchungen einbezogen. Alle Gewebeproben
stammen aus der Klinik fur Herz- und Thoraxchirurgie der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg. Die Patienten wurden vor der Operation ausfihrlich und ordnungsgemaf tber
den Zweck der Verwendung der Proben durch ein Aufklarungsgesprach und einen
Informationsbogen informiert. Eine schriftliche Einverstandniserklarung der Patienten Uber
die Verwendung der Proben zu Forschungszwecken liegt vor. Bei Ablehnung durch den
Patienten wurde das entfernte Material verworfen. Dieses Prozedere wurde durch ein
positives Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Martin-Luther-

Universitat Halle-Wittenberg bewilligt.

Die Gewebeproben wurden beziglich des Alters in zwei Gruppen unterteilt (siehe Tab. 2):

Erwachsene (< 60 Jahre, mittleres Alter: 53,7 + 1,3; n= 20) sowie Senioren (= 70 Jahre,
mittleres Alter: 74,1 £+ 0,6; n= 43). Die Erwachsenen und Senioren wurden aufgrund einer
bestehenden Koronaren Herzkrankheit (KHK) operativ zur Revaskularisierung mit einem
Aorto-Coronaren-Bypass versorgt. Der Schweregrad der KHK wurde nach den Richtlinien
der New York Heart Association (NYHA) eingeteilt. Der Mittelwert ergab sowohl fur die
Gruppe der Erwachsenen, als auch fur die Gruppe der Senioren ein Stadium von |l

(eingeschrankte Leistungsfahigkeit ab einer mittelschweren kérperlichen Belastung).
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Tab. 2 Ubersicht tiber praoperative, klinische Anga
und der Gruppe der Senioren (> 70)
Es sind jeweils die Mittelwerte + die Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Der p-Wert wird fur
die Datenpaare (Kontrollen vs. Glyoxal) angegeben.

ben der Gruppe der Erwachsenen ( < 60)

s =8 .2 | < S | 28| T | T | 8
9 @ 5] ~
5 |§|g 5| ¢ T 0 | 25| E| £ | 8
15 S 3 = z O g =
g <5 | °=% ¢ | &g | S 2 5
g = 2} v b N = T
Kontrollen 10 54,3 +/-1,2/1,9+/-0,2|2,4+/-0,2|68 +/-3|7 +/- 1|81 +/-5|65 +/- 5
keine 3 2 2 5
<60 lAngaben 85|15 - - -
Glyoxal 10 53 +/-2,4|12,3+/-0,2|2,3+/-0,2|53 +/- 7|6 +/- 1|85 +/- 3|78 +/- 6
keine
/Angaben - - - 1 1 1 1
p — Wert > 0,05
Kontrollen 10 73,7+-1| 2+/-0,3 [2,1+/-0,2|61+/-5|6+/-1|78+/-9|65+/-5
keine 1 ) 3 3 5
[Angaben 72128 - -
270 [Glyoxal a3 74,2 +/-0,7|2,5 +/- 0,1]2,4 +/- 0,1 |57 +/- 3|7 +/- 1|82 +/- 5|75 +/- 4
keine
/Angaben - 6 8 7 12 11 16
p-Wert > 0,05
p-Wert (£ 60 vs. > 70) <0,001 > 0,05
2.5 Organbadversuch

2.5.1 Préaparation der Vorhoftrabekel

Einschlusskriterium fir die Durchfihrung eines Versuches mit Patientenmaterial war die

bestehende KHK sowie wie bereits beschrieben das entsprechende Alter.

Die intraoperativ gewonnenen Herzohren des rechten Atriums wurden unmittelbar nach

Entnahme in oxygenierte Tyrodelésung gegeben und im Labor weiter mit Carbogen begast.

Der Versuchsbeginn erfolgte max. 1 h nach Entnahme des Myokardgewebes.

Die Vorhoftrabekel wurden in oxygenierter Tyrodeldsung bei Raumtemperatur vorsichtig,

unter Vermeidung von Zug und anderen Scherkraften und unter Erhaltung des den Trabekel

bedeckenden Endokards, prapariert. Zur Praparation wurden die Praparate mit Nadeln

fixiert.
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2.5.2 Versuchsaufbau

Die komplette Apparatur zur Untersuchung isolierter Organpraparate besteht prinzipiell aus
zwei Teilen, einem biologischen System (Organbad) und einem Mefsystem (Elektronik)
(siehe Abb. 4).

Durch das Organbad werden fir das Prdparat standardisierte und gunstige
Lebensbedingungen geschaffen. Das Melsystem besteht aus einem Verstarker, einem
Stimulator, einem Transducer sowie dem Schreiber und dem eigentlichen Organbad.

Zu Beginn des Versuches muss der Muskel vorgedehnt werden, um eine Verkirzung durch
Kontraktion zu ermdglichen. Dazu wurde ein Gewicht von 500 mg / Trabekel angehangt. Mit
dieser Vorlast erfolgt die Einstellung des Verstarkers sowie der Ausgangsempfindlichkeit des
Schreibers.

Das verwendete System besteht aus 4 doppelwandigen Organbadern. Durch ein Ultra-
Thermostat wird eine kontinuierliche Temperatur von 37 °C gewahrleistet. Im inneren
Zylinder befinden sich 10 ml Tyrodelésung sowie der zu untersuchende Muskeltrabekel.
Mittels einer am Boden angebrachten Gasfritte kann die Begasung erfolgen.

Die einzelnen gewonnenen Trabekel wurden jeweils zur Aufhdngung in der Messapparatur
mit kleinen Metallhaken versehen. Zur Messwertaufnahme wurden Faden, chirurgische
Néahseide, verwendet. Die Muskeltrabekel wurden an zwei Aufhdngepunkten eingehéngt,
wobei einer, der untere, fest fixiert ist und der obere iiber eine Ose mit einem Kraftaufnehmer
(Transducer) verbunden ist. Der Kraftaufnehmer ermittelt die auftretenden Kraftinderungen
und wandelt diese in elektrische Signale um.

Nach Platzierung im Organbad mit frischer Tyrodel6sung erfolgte die Reizung der Trabekel
mit elektrischen Impulsen. Der Reiz lag dabei je nach Trabekel zwischen 4 und 11 V. Dabei
kommt es zur Kontraktion der Muskelbdlkchen, die mit Hilfe einer Messapparatur
aufgenommen wurden. Aufgrund starker individueller Unterschiede missen die gemessenen
Signale unterschiedlich verstarkt werden. Die Dokumentation der Messwerte im

Versuchsverlauf erfolgte Gber den Schnellschreiber.

2.5.3 Versuchsdurchfiihrung

Wie bereits erwahnt wurde das Praparat unmittelbar nach operativer Entnahme in begaste
Tyrodelésung gelegt. Nach Praparation der Vorhoftrabekel wurden diese in das Organgefafd
eingehangt. Am Anfang erfolgte die Aquilibrierung der Trabekel. Dabei wurde in zeitlichen
Abstanden von 7 bis 10 min fir einen Zeitraum von 60-90 Minuten das Praparat regelméaRig
mit frischer begaster Tyrodeldsung versorgt. In diesem Zeitraum hat sich der Muskeltrabekel

auf eine konstante Kontraktionskraft eingepegelt. Durch das Spulen wird dem Organ sténdig
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frische Nahrldsung zugefiihrt, Eiweildreste und Pharmaka konnen ausgewaschen werden.
Die Begasung der Nahrlosung erfolgte mit Carbogen, einem Gemisch aus 95% O, und 5%
CO,. Bereits wahrend der Aquilibrierung erfolgte die Zugabe der Glyoxallosungen (jeweils
100 pl). Die Konzentrationen und ihre Zusammensetzung sind in Tab. 1 dargestellt. Die
Kontrolltrabekel wurden entsprechend nur mit Tyrodeldsung versorgt. Die Tyrode ohne
Glucose wurde bereits eine halbe Stunde vor Isch&miebeginn bei 37 °C mit N2 inkubiert.
Wahrend der Prainkubation von 15 min wurden die Trabekel weder gespilt noch
nachgestellt. Nach diesem Zeitraum erfolgte nach Zugabe von glucosefreier- Tyrode und
Glyoxallésung eine Ischamie von 30 min unter Begasung mit Stickstoff. Im Anschluss
erfolgte die Reperfusion mit Glucose-haltiger Tyrode sowie Glyoxal und Carbogen. Wahrend
der Reperfusion wurde nach 20 min, 40 min und 60 min mit Tyrode gespult und erneut
Glyoxallésung hinzugegeben. Nach Versuchende wurden die Praparate umgehend in
flussigen N eingefroren und danach dauerhaft bei -80 °C gelagert.

Aufgrund der Tatsache, dass insgesamt 4 Messapparaturen zur Verfigung standen wurden
grofdtenteils jeweils Versuchsgruppen zu zwei unterschiedlichen Konzentrationen bzw. im

Vergleich zur Kontrollgruppe durchgefihrt.

Verstarker

t

Vel Transducer Schreiber
« L. \
Stimulator
Myokardtrabekel

——— ummanteltes Organbad 37°C

Elektrode J‘,]
éb ———  Tyrodelésung
| — Gasfritte (Carbogen / Stickstoff)
Abb. 4 Schematischer Aufbau Organbadversuch

Die Myokardtrabekel werden aus dem rechten Herzohr (rechtsatriales Myokard) prépariert und in das
mit Tyrodelésung gefillte Organbad (gewarmt auf 37 °C) platziert. Begasung mit Carbogen wahrend
der Aquilibrierung, Prainkubation und Reperfusion und mit Stickstoff wéhrend der Ischamie. Uber den
Transducer wird nach Stimulation die Reizantwort erfasst und in elektrische Signale umgewandelt.
Nach Signalverstarkung erfolgt die Dokumentation durch den Schreiber. HO - Herzohr (rechts), RA —
rechtes Atrium (Vorhof), RV — rechter Ventrikel, LA — linkes Atrium, LV — linker Ventrikel.
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2.6 Proteinchemie

2.6.1 Proteinpraparation aus Myokardgewebe

Die Herztrabekel wurden nach dem Organbadversuch in flissigem Stickstoff eingefroren und
danach bei — 80 °C gelagert. Zur anschlieenden Proteinpréaparation wurde das Gewebe in
100 pl Lysepuffer mit 10 pg/ml Protease Inhibitor und zusatzlich 0,1 pM Okadainsaure
aufgenommen und mit einem Potter zermahlen. Der Potter wurde nach jeder Probe in 0,1 %
SDS- Losung und anschlieBend mit destillierten Wasser gereinigt. Die Proben wurden
danach far 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschlie@end fir 30 min in das
Ultraschallbad gestellt und erneut mit dem Potter bearbeitet. Im Anschluss wurden die
Proben fir 5 min mit 10000 x g bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches
Reaktionsgefald Uberflhrt. Zur Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Methode
(siehe 2.6.2) wurden 10 pl entnommen. Die Proteinlysate wurden mit 2 x SDS Probenpuffer
eingestellt und danach fir 10 min bei 60 °C im Thermocycler denaturiert. AnschlieRend

wurden die Proben auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen.

2.6.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte entsprechend dem Firmenprotokoll unter Verwendung des

™
BCA Protein Assay-Kits. Zur Erstellung der Eichkurve wurden verschieden konzentrierte

Standardproteinlosungen hergestellt. Dabei wurde eine BSA-Stammldosung auf folgende
Konzentrationsstandards verdunnt: 0, 40, 80, 160, 320, 640, 1000 (in pg/ul). Die Proben
wurden unter Verwendung von Lysepuffer 1:10 verdinnt. Die verdinnten Proben und
Standards wurden zu je 10 pl als Doppelbestimmung auf eine 96 well Mikrotiterplatte
aufgetragen. Von der Reagenzlésung, bestehend aus Bichinonsdureldsung (BCA) und
CuSO0g4 im Verhéltnis 50:1, wurden jeweils 200 pl in jedes Slot hinzupipettiert, der Ansatz auf
dem Schdttler flr 30 sec gemixt und anschlieRend fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Unmittelbar
danach konnte mittels FLUOstar OPTIMA Mikroplatten-Reader bei einer Wellenlange von
562 nm die Absorption vermessen und anhand der BSA-Eichgerade die Proteinkonzentration

ermittelt werden.

2.7 Western — Blot Analyse

2.7.1 SDS- Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS- PAG E)
Mit SDS — PAGE erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Proteine. Daflr wurden
Polyacrylamid-Gele hergestellt (siehe Tab. 3), die sich aus je einem Sammelgel und einem

Trenngel (10 %) zusammensetzen. Die Proteine konzentrieren sich unabhangig von deren
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GroRe, am Ubergang vom Sammel- zum Trenngel. Die Auftrennung der Proteine fand im

Trenngel statt.

Tab. 3 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

Sammelgel Trenngel
Aqua bidest 3,385 ml 4,95 mi
Acrylamid / Bisacrylamid (40 %) 0,375 ml 3,75 ml
Trenngelpuffer - 3,8 ml
Sammelgelpuffer 1,25 ml -
TEMED 6 ul 12 pl
APS (40 %) 12 pl 18 pl
Glycerin (90 %) - 2,5ml
Total 5ml 15 ml

Nach Giel3en des Gels wurde es zur Polymerisation flr mindestens 30 min stehen gelassen.
30-50 pg Protein wurden danach auf das Gel aufgetragen. Zur GroRenbestimmung der
aufgetrennten Proteine wurde bei jedem Gel ein ProteingréRenstandard (Prestained Marker)
aufgetragen. In der Gelelektrophoresekammer wurden die Proteine unter Verwendung von

1 x Laufpuffer ihrer Gré3e nach bei einer konstanten Spannung von 120 V aufgetrennt.

2.7.2 Elektrophoretischer Transfer von Proteinen au  f eine Membran

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend mittels Elektrotransfer
auf  Nitrocellulosemembranen (bertragen. Dafir wurden das Blotpapier, das
Polyacrylamidgel sowie die Nitrocellulosemembran mit CAPS-Blotpuffer befeuchtet. In der
Blot-Apparatur erfolgte, nachdem der Blot entsprechend luftblasenfrei zusammengebaut
wurde (2 Blotpapier, Auflage Gel und danach Membran, 2 Blotpapier), der Semi-Dry Transfer
unter 1 mA/cm? Membran fur ca. 60 min. Die Qualitat des Transfers wurde anschlieRend
durch Farbung der Membran fur 2 min mit Amido Black und anschlieRendem schrittweise
Waschen in Wasser bis zum Sichtbarwerden der einzelnen angeféarbten Proteinbanden
beurteilt.

Im nachsten Schritt wurden die Membranen in Blockierungslésung bei Raumtemperatur fir 1
Stunde auf dem Schittler inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen auf der
Nitrocellulosemembran zu sattigen. Nach Abnehmen der Blockierungslésung wurde die
Membran Uber Nacht bei 4 °C bzw. 1 h bei Raumtemperatur mit primarem Antikorper
inkubiert. Die primaren Antikorper (siehe Tab. 4) wurden mit Blockierlésung und 0,03% NaNs
hergestellt. Nach Entfernen des primaren Antikérpers wurden unspezifische

Antikdrperbindungen in 6 Waschschritten fir je 5 min mit Waschlésung entfernt.
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AnschlieBend wurde die Membran mit einem mit Peroxidase gekoppelten spezifischen
Sekundarantikorper, (geldst in Blockierungslosung 1:10.000) fur 1 h inkubiert. Danach wurde
die Membran erneut in 6 Waschschritten fir je 5 min gewaschen.

Fur den Chemilumineszenznachweis wurde die Membran fir 2 min mit Luminol-
gebrauchslosung inkubiert. Die Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol, das dabei
in einen angeregten Zustand gerat. Beim Zerfall des intermedidren Reaktionsproduktes
entsteht Lichtemission, die mittels des LAS-3000 imaging Systems detektiert und
abschliel3end mittels des AIDA 3.5 Programmes densitometrisch ausgewertet wurde.

Um Schwankungen der Proteinbeladung zu relativieren wurden die untersuchten Proteine

auf die Ladungskontrolle Aktin abgeglichen.

Tab. 4 Ubersicht (iber die fur die Western Blot Ana  lyse verwendeten primaren und sekundaren
Antikdrper

Antikorper Bezug Verdinnung | sekundérer Antikdrper
Anti - 3-DG-Imidazolon Biologo, Kronshagen | 1:1000 monoklonal (Maus)
: Cell Signaling, _ .
Anti - Akt Danvers, USA 1:1000 polyclonal (Kaninchen)
Anti - Aktin Sigma, Deisenhofen | 1: 2000 monoklonal (Maus)
Anti - Arginin-Pyrimidin Universitat Nagoya 1:1000 monoklonal (Maus)
: Cell Signaling, _ .
Anti - Caspase 3 Danvers, USA 1:1000 polyklonal (Kaninchen)
: Cell Signaling, , :
Anti - Caspase 9 Danvers, USA 1:1000 polyklonal (Kaninchen)
Anti - CML Universitat Tubingen | 1:1000 polyklonal (Kaninchen)
Anti - ERK1/2MAPK Cell Signaling, , ,
(pA2/A4VAPK) Danvers, USA 1:1000 polyklonal (Kaninchen)
Anti - Nitrotyrosine Upstate, Biomol, 1:1000 monoklonal (Maus)
Hamburg
, Cell Signaling, monoklonal
_Pp. MAPK .
Anti - P- p38 Danvers, USA 1:1000 (Kaninchen)
. Cell Signaling, _ .
_ MAPK
Anti - p38 Danvers, USA 1:1000 polyclonal (Kaninchen)
. Cell Signaling, , monoklonal
Anti - pAkt Danvers, USA 1:1000 (Kaninchen)
Anti - PARP BD Biosciences, 1:2000 monoklonal (Maus)
Heidelberg
Anti - Pentosidin Biologo, Kronshagen | 1:1000 monoklonal (Maus)
: Cell Signaling, :
_ Do MAPK .
Anti - P-ERK1/2 Danvers, USA 1:1000 polyklonal (Kaninchen)
Anti - RAGE (A11) Prof. Weigle, TU 1:1000 monoklonal (Maus)
Dresden
Esel Anti - Kaninchen, . )
HRP-Konjugiert I9G Dianova, Hamburg 1:10000
Ziege Anti Maus, . _
HRP-konjugiert 19G Dianova, Hamburg 1:10000
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2.7.3 Polyacrylamidgelfarbung mit Coomasie — Blau

Zur Effizienzbeurteilung des Westernblots wurden die Polyacrylamidgele mit Coomassie-
Blau Farbel6sung eingefarbt, danach mit Entfarbelésung entsprechend entfarbt. Coomassie
Brilliant Blau ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der sich an die basischen Seitenketten der
Aminoséauren anlagert und Proteine in den Gelen unspezifisch anfarbt, die nach der

Entfarbung als Banden sichtbar werden.

2.7.4 Stripping von Nitrocellulose - Membranen

In der Western — Blot Analyse eingesetzte Membranen kdonnen wiederholt mit Antikérpern
inkubiert werden, nachdem die zuvor gebundenen Antikdrper von der Membran durch
sogenanntes Stripping entfernt wurden. Hierzu wurde die Membran nach der Entwicklung im
LAS-3000 imaging System zuerst mit Waschlésung gewaschen und hinterher im
Schittelinkubator mit Tris - Stripping — Puffer fur 30 min bei 55 °C inkubiert. Nach
anschlieendem Waschen der Membran mit Waschlésung fir zweimalig 10 min erfolgte die
Zugabe von Blockierungslésung, um unspezifische Bindungen zu sattigen. Im Anschluss
wurde die Membran analog des unter 2.7.2 beschriebenen Verfahrens mit priméaren und

sekundaren Antikdrpern inkubiert und danach im LAS-3000 detektiert.

2.8 Dot — Blot Analyse

Nach der Proteinbestimmung mittels der BCA-Methode sowie entsprechendem Einstellen
der Proteinlysate auf gleiche Konzentration mit 2 x SDS Probenpuffer wurden die Proben fir
ca. 5 min bei 95 °C denaturiert. Sowohl das Blotpapier als auch die Membran wurden in 1 x
PBS angefeuchtet. Die Proteinproben wurden mittels der Dot-Blot Apparatur direkt auf die
Nitrocellulosemembran aufgetragen. Mit Anlage eines Vakuums wurden die Proben Uber die
Membran filtriert.

Die Membran wird danach entsprechend dem oben beschriebenen Proteinnachweis nach
elektrophoretischem Transfer von Proteinen auf die Membran in der Western Blot Analyse

(Abschnitt 2.7.2) behandelt. Die verwendeten primaren Antikérper sind in Tab. 5 aufgefihrt.

Tab. 5 Ubersicht iiber die fir die Dot-Blot Analyse verwendeten primaren und sekundaren
Antikérper

Antikorper Bezug Verdinnung | sekundarer Antikorper
Anti - Aktin Sigma, Deisenhofen | 1:2000 monoclonal (Maus)
Anti - CML Universitat Tubingen | 1:1000 polyclonal (Kaninchen)
Anti - Pentosidin Biologo, Kronshagen | 1:1000 monoclonal (Maus)
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2.9 Zellkultur

2.9.1 Isolierung / Kultivierung von adulten Rattenk  ardiomyozyten

Isolierung: Zur Versuchdurchfiihrung wurden jeweils 2 adulte Wistar-Ratten verwendet. Zur
Sedierung der Tiere wurde eine intraperitoneale Mischinjektion von Ketavet und Rompun
unter Verwendung von 4000 U / kg Heparin durchgefihrt. Nach Erdffnung des Thorax
erfolgte die Enthahme des Herzens. Es wurde in eine eiskalte NaCl-Lésung gegeben und
anschliel3end die Kardiomyozyten nach Schluter und Schreiber (2005) prapariert.

Die praparierten Herzen wurden durch die Fixierung der Aorta in der Langendorff - Apparatur
befestigt und mit 80 ml begasten Inkubationspuffer retrograd perfundiert. Danach wurden
90 ml Reperfusionspuffer (0,2 mg/ml Kollagenase P, 14 uM CacCl, in Inkubationspuffer
geldst) hinzugegeben und die Apparatur entsprechend auf Reperfusion umgestellt. Der
Kollagenase — Verdau wurde fir 30 min durchgefuhrt. Im Anschluss wurden die Herzen von
der Langendorff — Apparatur abgenommen und das verbleibende Ventrikelgewebe
zerkleinert. Dieses wurde in einen Teflonbecher mit 30 ml BSA - Reperfusionslésung
(0,2 mM BSA in Inkubationspuffer geldst) gegeben und bei 37 °C mit CO2 begast. Danach
erfolgte die Resuspendierung fir ca. 2 min durch vorsichtiges Pipettieren der Gewebel6sung,
um diese hinterher tber einen Nylonfilter in ein 50 ml R6hrchen zu filtrieren. Durch die
Kollagenase im Reperfusionspuffer fand der Nachverdau statt. AnschlieRend erfolgte die
Zentrifugation fur 3 min bei 25 x g, der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt. Das Pellet mit
den Kardiomyozyten wurde mit Earle — Salzlésung (116 mM NacCl, 5,4 mM KCI, 0,8 mM
NaH2PO4, 5,5 mM Glucose, 20 mM Tris / HCI, 130 pM Phenolrot, pH 7,5) sowie CaCl,
resuspendiert. Die CaCl>-Konzentration der Earle - Salzldsung wurde schrittweise von
200 pM auf 500 pM erhoht. Nach jedem Zwischenschritt wurde mit 25 x g abzentrifugiert und
das Pellet weiter behandelt. Die Earle — Zellsuspensionslosung mit 0,5 mM CaCl, wurde
vorsichtig Uber eine mit 1 mM CaCl, sowie 40 mg/ml BSA enthaltende Earle — Ldsung
geschichtet und die Kardiomyozyten bei 15 x g fur 1 min abzentrifugiert. Das verbleibende

Zellpelett wurde in M199 Komplettmedium geldst und anschlieBend die Zellzahl bestimmt.

Kultivierung: Am Tag vor der Praparation wurden die 6 — well — Platten mit M199
Komplettmedium, 4% FKS, Penicillin / Streptomycin beschichtet. Die praparierte
Zellsuspension wurde auf die 6 — well — Platten mit einer Zelldichte von 15.000 Zellen / cm?
(150.000 Zellen/Well) gebracht und zur Adhédsion mit dem serumfreien M199
Komplettmedium bei 37 °C fur 4 Std. inkubiert. Nicht adharente Zellen wurden durch einen
Mediumwechsel entfernt. Die verbliebenen vitalen Kardiomyozyten wurden am Folgetag mit /

ohne Glyoxal, wie in 2.9.2 beschrieben, behandelt.
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2.9.2 Simulierte Ischamie / Reperfusion in adulten Rattenkardiomyozyten

Die Simulation der Ischamie / Reperfusion an Rattenkardiomyozyten erfolgte nach einem
Protokoll von Kim et al. (2006). Die Myozyten werden nach der Praparation aus dem
Rattenherz fir 90 min mit Glyoxal préinkubiert. Fir die Versuche in der Zellkultur wurde
30 uM Glyoxal verwandt. Die Zellen wurden mit KRH Puffer (pH 6,2) einmal gewaschen,
danach erneut Zugabe von KRH Puffer (pH 6,2) sowie 30 uM Glyoxal und Inkubation fir 3 h
im Hypoxieschrank unter nahezu anaeroben Bedingungen (1% 02, 37 °C). Anschliel3end
erfolgte nach einmaligem Waschen mit KRH Puffer (pH 7,4) die Reoxygenierung flr
insgesamt 2 h unter Zugabe von vorgenanntem Puffer sowie + Glyoxal unter aeroben
Bedingungen im Brutschrank (37 °C, 16% O;). Die Platten wurden nach Zugabe von
Lysepuffer abschlieBend bei — 80 °C eingefroren bzw. sofort zur Proteinpraparation

aufgearbeitet.

2.9.3 Proteinpraparation aus Zellen

Nach Absaugen des Uberstandes im Anschluss an das simulierte Ischamie /
Reperfusionsexperiment an den Rattenkardiomyozyten wurden 50 pl Lysepuffer sowie
0,1 pM Okadainsaure und 10pg/ml Protease Inhibitor zugegeben und fir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRendes mechanisches Ablésen der Zellen mit dem
Schaber und Uberfiihrung der Zelllysate in ein Eppendorff-Reaktionsgefal. Die Proben
wurden mit 2 x SDS Probenpuffer eingestellt und bei 60 °C fir 10 min denaturiert. Mit einer
Proteinmenge von 20-40 pg erfolgte die Auftrennung in der SDS-Polyacryl-
amidgelelektrophorese (siehe Abschnitt 2.7.1), danach wurde der elektrophoretische

Transfer sowie abschlie3end die Proteindetektion (siehe Abschnitt 2.7.2) durchgefiihrt.

2.10 Zelltodnachweis durch Bestimmung der LDH Akti  vitdt im LDH — Release Assay

(Zytotoxizitatsassay)

Der LDH-Release-Assay dient der Detektion der Aktivitdt des Enzyms Lactatdehydrogenase
(LDH), das bei Zerstérung der Zytoplasmamembran freigesetzt wird. Es dient damit dem
Nachweis des Zelluntergangs durch Nekrose. Apoptotische Zellen hingegen setzen kein
zellulares Material frei. Mit dem CytoTox-ONE™Homogeneous Membrane Integrity Assay Kit
wird ausschlief3lich die LDH-Aktivitat gemessen und ist damit ein spezifischer Nachweis. Die
ermittelten Werte korrelieren daher sehr gut mit der Zelltodrate durch Nekrose.

Am Anfang steht die LDH-katalysierte Oxidation von Lactat zu Pyruvat, bei der NAD* zu
NADH+H* reduziert wird. Im zweiten Schritt werden Wasserstoffatome auf Resazurin
(Tetrazoliumsalz INT) durch den Katalysator Diaphorase ubertragen. Dadurch wird

Resazurin zu einem Formazansalz (Resorufin) reduziert, was durch einen Farbumschlag
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ersichtlich und im Photometer bei einer Extinktion von 560 nm und Emission von 590 nm mit
dem ELISA-Reader quantifiziert wird.

Die Proben fir den LDH — Release Assay wurden im Organbadversuch entnommen.
Wahrend der Behandlung mit 1 mM Glyoxal / Kontrollen wurden die Proben (Uberstand) fur
folgende Zeitpunkte vermessen: nach 15 min Prainkubation, nach 30 min Ischamie sowie
nach 20 min Reperfusion.

Des Weiteren wurden Proben wahrend der Behandlung mit 5 uM Caspase 3 -Inhibitor /
Kontrollen zu den Zeitpunkten: 60 min Aquilibrierung, 30 min Ischamie, 20 min sowie 40 min
Reperfusion entnommen und ebenfalls vermessen.

Auf einer 96-Well-Platte fiir Fluoreszenzmessung wurden 50 pl Uberstand aufgetragen und
1:1 50 pl der LDH - Substratldsung hinzugegeben und anschlieRend bei 590 nm gemessen.
Die Vermessung im ELISA Messgerat erfolgte sofort nach Zugabe der Substratlosung sowie
nach 60 min. Entsprechend wurden die Werte der Proben nach sofortiger Messung von dem
Wert nach 60 min abgezogen. Die Ergebnisse der Kontrollen nach 15 min (Glyoxal) bzw.

60 min Aquilibrierung (Caspaseinhibitor) wurden auf 100 % normiert.

2.11 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Experimente wurden als Mittelwert (MW) und Standardfehler (SEM)
angegeben und in den jeweiligen Diagrammen mit Fehlerbalken dargestellt. Die statistische
Auswertung und die graphischen Darstellungen erfolgten unter Verwendung von MS Excel.
Mit dem Student’s t-Test (2-seitig, ungepaart) erfolgte die Signifikanzanalyse. Statistisch
signifikant wurden Werte ab p< 0,05 angesehen und entsprechend gekennzeichnet,
*p< 0,05, **p< 0,01 und ***p=< 0,001.
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3 Ergebnisse

3.1  Abhangigkeit der Kontraktionskraft von der Glyo xalkonzentration im Organbad

3.1.1 Wirkung von Glyoxal auf Trabekel im Organbad: Kinetik

Im Zusammenhang mit kurzen ischamischen Ereignissen (Angina Pectoris) kann es zu
Lipidperoxidation und erhdhtem Glukose-Turnover im Myokard kommen. Da solche
physiologischen Zustéande zur Bildung von AGE-bildenden Dicarbonylen fiihrt, sollte in dieser
Arbeit untersucht werden, welche Auswirkung Glyoxal als Beispiel eines solchen Dicarbonyls
auf die Kontraktionskraft des Myokardgewebes hat. Dazu wurden die aus dem menschlichen
Herzohr gewonnen Trabekel in der Organbadanlage behandelt. Auf eine initiale
Aquilibrierungsphase folgte die Prainkubation fiir insgesamt 15 min, danach eine
Ischamiezeit von 30 min. Zum Abschluss wurde mit der Reperfusion von insgesamt 90 min
fortgefahren. Es wurden zwei verschiedene Altersgruppen untersucht, bestehend aus
Gewebeproben von Probanden < 60 und = 70 Jahren. Fir beide Altersgruppen wurden je 10
Versuche mit Kontrollen, als auch mit 1 mM Glyoxal durchgefiihrt. Das mittlere Alter fur die
Patienten < 60 betrug 53,7 + 1,3, fir die Patienten = 70, 74,1 + 0,6 Jahre.

Die Ergebnisse sind in den Abb. 5 und 6 dargestellt. Anhand Abb. 5 ist zu erkennen, dass
infolge der Behandlung des Gewebes von Probanden < 60 Jahren mit 1 mM Glyoxal die
Kontraktionskraft zu allen Zeitpunkten wahrend der Reperfusionsphase (nach 20 min
p=0,0002; 40 min p= 0,004; 60 min p= 0,001 und 90 min p= 0,0006) signifikant hdher ist und
sich damit im Vergleich zu den Kontrollen ein geringerer Reperfusionsschaden abzeichnet.
Es zeigen sich bei der Behandlung von Myokardgewebe von Probanden = 70 Jahre mit
1 mM Glyoxal im Vergleich zu den Kontrollen vergleichbare Ergebnisse fur die Reperfusions-
zeiten von 20 min (p= 0,005), 60 min (p=0,003) und 90 min (p= 0,0005). Fur die
Reperfusionszeit nach 40 min sind die Werte nach Glyoxalbehandlung ebenfalls erhdht, die
Signifikanz mit p= 0,056 wurde aber knapp verfehlt (Abb.6).

In der Abb. 7 sind die Ergebnisse nach 20 min, 60 min sowie 90 min Reperfusion fir beide
Altersgruppen zur Ubersicht und zum direkten Vergleich dargestellt.

Der direkte Vergleich der Kontraktionskraft unbehandelter Trabekel beider Altersgruppen

zeigte nahezu identische Ergebnisse und somit keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 5

Graphische Darstellung der kinetikabhangigen Unters uchung der Trabekel von Erwachsenen
(= 60 Jahre) im Organbad durch Behandlung mit Glyoxal vs. Kontrollen

Pra.= Prainkubation. Humane Myokardtrabekel von Erwachsenen wurden im Organbad mit £+ 1 mM
Glyoxal wahrend der Prainkubation von 15 min, Ischdmie von 30 min sowie einer Reperfusionszeit
von insgesamt 90 min behandelt. Die Kontraktionskraft wurde zeitabhangig (Prainkubation, Ischamie,
sowie 20 min / 40 min / 60 min und 90 min Reperfusion) aufgetragen. Es sind die Mittelwerte + SEM
(n=10) mit **p< 0,01 und ***p=< 0,001 vs. Kontrollen angegeben.
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Abb. 6

Graphische Darstellung der kinetikabh&ngigen Unters uchung der Trabekel von Senioren

(= 70 Jahre) im Organbad durch Behandlung mit Glyoxal vs. Kontrollen

Pra.= Prainkubation. Humane Myokardtrabekel von Senioren wurden im Organbad mit £ von 1 mM
Glyoxal wahrend der Prainkubation von 15 min, Ischdmie von 30 min sowie einer Reperfusionszeit
von insgesamt 90 min behandelt. Die Kontraktionskraft wurde zeitabhangig (Prainkubation, Ischamie,
sowie 20 min / 40 min / 60 min und 90 min Reperfusion) aufgetragen. Es sind die Mittelwerte £+ SEM
(n=10) mit **p< 0,01 und ***p< 0,001 vs. Kontrollen angegeben.
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Ergebnisse

Ubersicht im Organbadversuch Kontrolle vs. 1 m Glyo

Abb. 7

xal

Myokardgewebe von Patienten < 60 und = 70 Jahre wurden im Organbad behandelt. (ko —
unbehandelte Kontrolle; Gly — 1 mM Glyoxal). Die Ergebnisse fiur die Reperfusionszeiten 20 min, 60

10) mit **p< 0,01 und ***p< 0,001

min und 90 min sind dargestellt. Es sind die Mittelwerte + SEM (n

vs. Kontrollen angegeben.
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3.1.2 Wirkung von Glyoxal auf Trabekel im Organbad: Konzentrationsabhangigkeit

Im zweiten Schritt wurde die Kontraktionskraftentwicklung in Abhangigkeit von der
steigenden Konzentration an Glyoxal untersucht. Da zu wenige Trabekel von jungen

Patienten zur Verfigung standen, wurden diese Versuche nur mit Material von Patienten
2 70 Jahre durchgefihrt.

Die folgenden Konzentrationen wurden verwendet (n je 10): Kontrolle, 0,01 mM, 0,03 mM,
0,1 mM, 0,3 mM und 1mM Glyoxal.

In den Abbildungen 8 (A-C) sind die Kontraktionskréfte bei ansteigenden Konzentrationen fur
die Reperfusionszeiten 20 min, 40 min und 60 min dargestellt.

In den drei Abbildungen wird deutlich, dass zu allen beobachteten Zeitpunkten wahrend der
Reperfusion die Kontraktionskraft mit steigender Glyoxalkonzentration ansteigt.

Signifikante Ergebnisse nach Glyoxalbehandlung im Vergleich zu den Kontrollen wurden wie
bereits in Abb. 6 dargestellt bei der Konzentration von 1 mM sowohl nach 20 min und 60 min
Reperfusion erreicht. Ein weiterer signifikanter Unterschied zeigte sich auf3erdem nach

60 min Reperfusion bei einer Konzentration von 0,3 mM (p= 0,02).

Anhand der in Abb. 8 (A-C) dargestellten Graphiken ist ersichtlich, dass mit steigender
Glyoxalkonzentration die Kontraktionskraft des Myokardgewebes wahrend der Reperfusion
steigt. Die errechneten mittleren Werte der behandelten Trabekel lagen bis auf einen (siehe
Abb. 8 B: 0,01 mM) Uber den Werten der Kontrollen. Mit steigender Glyoxalkonzentration
naherten sich die Ergebnisse dem Signifikanzniveau, allerdings wurde im Rahmen der hohen

Variabilitat nur bei wenigen Werten dieses erreicht.



Ergebnisse 38

A 75

- 70

- 65

- 60

- 55

- 50

- 45

Kontraktionskraft [% vs. baseline]

control 0,01 0,03 0,1 0,3 1

Konzentration Glyoxal [mM] , )
—&— 20 "Reperfusion

B 70

Kontraktionskraft [% vs. baseline]

control 0,01 0,03 0,1 0,3 1

Konzentration Glyoxal [mM] 40 Reperfusion

C 70
*x 61,2 —
s 2
2
L 60 <
L 55 ¢
=
L 50 &
=
L 45 2
S
L 40 K
5
T 35 ¥
control 0,01 0,03 0,1 0,3 1
Konzentration Glyoxal [mM] e— 60 “Reperfusion
Abb. 8 (A-C)
Graphische Darstellung der kinetikabhangigen Unters uchung der Trabekel von Senioren ( 2 70
Jahre) im Organbad durch Behandlung mit Glyoxal vs. Kontrollen wéahrend der Reperfusion.

Humane Myokardtrabekel von Senioren wurden im Organbad * Glyoxal in aufsteigender
Konzentration (0,01 / 0,03/ 0,1/ 0,3 und 1 mM) wahrend der Prainkubation von 15 min, Ischamie von
30 min sowie einer Reperfusionszeit von insgesamt 60 min behandelt. Die Kontraktionskraft wurde fir
die jeweiligen Konzentrationen zu den Reperfusionszeitpunkten A) 20 min, B) 40 min und C) 60 min
aufgetragen. Es sind die Mittelwerte £+ SEM (n=10) mit *p< 0,05 und **p< 0,01 vs. Kontrollen
angegeben.
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3.2  AGE - Bildung in Abhangigkeit von der Glyoxalko  nzentration

3.2.1 CML - Bildung in Abhangigkeit von der Glyoxa Ibehandlung

Als Kontrolle fir die Glyoxal-Wirkung sollte die Glyoxal-induzierte Bildung von CML
analysiert werden. Dazu wurden nach dem Organbadversuch von den eingefrorenen
Herztrabekeln die Proteine aufgearbeitet (Material und Methoden 2.6) und die Expression
von Targetproteinen mit Hilfe des Westernblot — Verfahrens bestimmt.

Der Nachweis der Bildung von Carboxy-Methyl-Lysin (CML) infolge der Reaktion von Glyoxal
mit Lysinen Uber die Schritte der Maillard- Reaktion erfolgte mit einem anti-CML Antikorper.
Zum Beladungsabgleich wurde Aktin verwendet.

Die Ergebnisse fur 1 mM Glyoxal sind in Abb. 9 dargestellt. Es zeigt sich, dass im
Westernblot eine Vielzahl von Proteinen zu erkennen sind, die nach Glyoxalbehandlung
CML- modifiziert wurden. Zur Auswertung wurde die starkste Bande bei ca. 45 kDa
herangezogen, da nur hier in den Kontrollen ebenfalls eine zwar geringe aber gut
quantifizierbare Modifikation vorlag. Dabei zeigt sich, dass im direkten Vergleich zwischen
den behandelten Proben und den Kontrollproben die Modifikation um tber den Faktor 20
gestiegen ist. Da hier nur je 2 Proben analysiert wurden, wurde auf eine

Signifikanzberechnung verzichtet.

Des Weiteren wurde die AGE-Bildung in Abhéngigkeit von der steigenden Konzentration von
Glyoxal untersucht.

Die folgenden Konzentrationen wurden verwendet (je n=3): Kontrolle, 0,01 mM, 0,03 mM, 0,1
mM, 0,3 mM und 1mM Glyoxal. Die Quantifizierung wurde mit Hilfe der Dot Blot Methode
durchgefihrt.

In Abb. 10 sieht man die Abhangigkeit der CML - Bildung von der steigenden
Glyoxalkonzentration. Dabei zeigt sich, dass mit steigender Glyoxalkonzentration die CML
Akkumulation im Myokardgewebe zunimmt. Ein signifikantes Ergebnis wird nach Behandlung
mit 0,3 mM Glyoxal vs. der unbehandelten Kontrollen erreicht (p= 0,03). Unter Einfluss von

0,1 mM Glyoxal wird die Signifkanz mit p= 0,057 gering verfehit.
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Abb. 9

Einfluss der Glyoxalbehandlung auf die CML Akkumula  tion

Humane Myokardtrabekel wurden im Organbad + 1 mM Glyoxal wie in 3.1.1 beschrieben behandelt
(ko — unbehandelte Kontrolle; Gly — 1 mM Glyoxal). Die Proteinexpression von CML wurde durch die
Western-Blot Analyse fiir die behandelten Trabekel und unbehandelten Kontrollen verifiziert. Die
Bildung von CML wurde auf die Aktin — Expression normiert. Die Kontrollen wurden auf 100 %
festgesetzt. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler (n=2) angegeben. Die Western-Blot Ergebnisse
sind in der rechten oberen Ecke dargestellt. ko=Kontrolle
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Abb. 10

Einfluss der Glyoxalkonzentration auf die CML Akkum ulation

Humane Myokardtrabekel von Senioren (= 70 Jahre) wurden im Organbad + Glyoxal in aufsteigender
Konzentration (ko — unbehandelte Kontrolle, 0,01/ 0,03/ 0,1/ 0,3 und 1 mM) wie in 3.1.1 beschrieben
behandelt. Die Proteinexpression von CML wurde durch die Dot-Blot Analyse fliir die behandelten
Trabekel und unbehandelten Kontrollen verifiziert und auf Aktin abgeglichen. Die Kontrollen wurden
auf 100 % normiert. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler (n=3) mit *p< 0,05 vs. Kontrollen
angegeben.
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3.2.2 Korrelation der Kontraktionskraft nach 40 ° R eperfusionszeit mit der CML -

Bildung

Um zu analysieren, ob die erhéhte Kraftentwicklung mit dem Modifikationsgrad der Proteine
korreliert, wurde in Abb. 11 die Kontraktionskraft der Trabekel nach 40 min Reperfusion der
CML - Bildung (Dot- Blot Daten) bei steigender Glyoxalkonzentration gegenibergestellt.
Zwischen der CML — Akkumulation und der Kontraktionskraft nach 40 min Reperfusion

besteht eine positive Korrelation und signifikante Abhangigkeit (p= 0,011, n=5).

Korrelation CML Mittelwert vs. force nach
40" Reperfusion
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Abb. 11

Graphische Darstellung der Abhangigkeit der Kraften twicklung nach 40 min Reperfusion und
der CML - Akkumulation

Die Korrelation der Daten bei steigender Glyoxalkonzentration fir die CML — Akkumulation mit den
Ergebnissen der Kontraktionskraft nach 40 min Reperfusion im Organbad wird dargestellt.

3.2.3 Pentosidin — Bildung nach Glyoxalbehandlung

Als ein weiteres AGE — Produkt wurde der Nachweis von Pentosin untersucht, welches zur
Quervernetzung von Arginin- und Lysin- Resten fuhrt. Der verwendete Antikbrper ist
geeignet, sowohl freies, als auch gebundendes Pentosidin in Geweben und
Gewebeextrakten nachzuweisen. Die Untersuchung erfolgte mittels der Dot Blot Analyse. Es
konnte keine Abh&angigkeit zwischen steigender Glyoxalkonzentration und der

Pentosidinbildung nachgewiesen werden (Abb. 12).
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Abb. 12
Einfluss der Glyoxalkonzentration auf die Pentosidi n Expression

Humane Myokardtrabekel von Senioren (> 70 Jahre) wurden im Organbad + Glyoxal in aufsteigender
Konzentration (unbehandelte Kontrolle, 0,01 / 0,03 / 0,1 / 0,3 und 1 mM) wie in 3.1.1 beschrieben
behandelt. Die Proteinexpression von Pentosidin wurde durch die Dot-Blot Analyse fir die
behandelten Trabekel und unbehandelten Kontrollen verifiziert und auf Aktin abgeglichen. Die
Kontrollen wurden auf 1 normiert. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler (n=3) angegeben.

3.2.4 Bildung weiterer AGEs nach Glyoxalbehandlung

Arg-Pyrimidin ist ein Methylglyoxal- Proteinaddukt. Diese Modifikation konnte im Western
Blot dargestellt werden, allerdings ist diese erwartungsgemald durch die Einwirkung der
verwendeten Glyoxalkonzentrationen (Kontrolle, 0,01 mM, 0,03 mM, 0,1 mM, 0,3 mM und 1
mM) nicht verandert (Daten nicht gezeigt).

Die Bildung von 3-DG-Imidazolon und Nitrotyrosine als weitere AGEs konnten im Western —

Blot — Verfahren nach Glyoxalbehandlung nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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3.3  Zellularer Response in Abhangigkeit von der Glyoxalbehandlung in human em

Myokardgewebe von Patienten <60 und 2> 70 Jahren

Ein wesentlicher Bestandteil der intrazellularen Signaltransduktionskaskaden sind die
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), die eine Reihe von Serin/Threonin-Kinasen wie
z.B. ERK1/2MAPK ynd p38MAPK umfassen, als auch die Proteinkinase B (Akt), eine nicht mit
den MAP Kinasen verwandte Serin/Threonin-Kinase. Es sollte analysiert werden, ob Glyoxal

einen Einfluss auf die Aktivierung dieser Proteinkinasen hat.

3.3.1 Glyoxal — vermittelte Kinasenaktivierung

Die nach dem Organbadversuch eingefrorenen Myokardtrabekel wurden entsprechend der
Proteinpraparation aufgearbeitet, Proteine isoliert und die Expression der Kinasen mit Hilfe
des Western- Blot — Verfahrens bestimmt. Untersucht wurden je 10 unbehandelte und
behandelte Trabekel fir beide Altersgruppen < 60 und = 70 Jahre.

Eine starkere Kraftentwicklung nach Ischamie - Reperfusion kann durch ein verbessertes
Uberleben der Myozyten bedingt sein. Insbesondere die Aktivierung (Phosphorylierung) der
Survival-Kinase Akt tragt zum Uberleben von Zellen bei. Daher wurde die Aktivierung der Akt
- Kinase durch das Verhaltnis von aktivem p-Akt zu Akt analysiert. Die Banden fur Akt und
pAkt zeigten sich bei annahernd 60 kDa. Sowohl fir die Gruppe der Erwachsenen, als auch
fur die Gruppe der Senioren zeigt sich im Vergleich zu den Kontrollen bei der Behandlung
mit 1 mM Glyoxal eine starkere Phosphorylierung der Akt — Kinase. Diese Aktivierung der
Kinase ist mit Zelliberleben assoziiert. Die Ergebnisse stellen sich fur die Erwachsenen
(p = 0,0005) und die Senioren (p = 0,0002) hiéchst signifikant dar.

Des Weiteren wurde die Aktivierung der ERK1/2MAPK im Western — Blot — Verfahren
untersucht. Die ERK1/2MAPK steht fir Wachstum der Zellen. Die Doppelbanden stellten sich
wie beschrieben bei 42 und 44 kDa dar (Cell-Signaling-Technology). Im Vergleich zu den
Kontrollen zeigt sich durch die Behandlung der Trabekel mit 1 mM Glyoxal eine signifikante
Erh6hung der ERK1/2MAPK — Aktivierung bei den Erwachsenen (p = 0,0055) und bei den
Senioren (p = 0,026).

Mit p38MAPK wurde die Stressaktivierung dargestellt. Die Banden stellten sich im Western Blot
bei 38 kDa dar. Die Ergebnisse sind gruppendifferent. In der Erwachsenengruppe wurde die
Stresskinase p38“APK infolge der Behandlung mit Glyoxal im Vergleich zu den Kontrollen
hochst signifikant (p= 0,0002) starker aktiviert. Auch in dem Gewebe der Seniorengruppe
kommt es durch die Glyoxalbehandlung zu einer starkeren Phosphorylierung von p38MAPK,
allerdings nicht signifikant (p= 0,217).

Die entsprechenden Ergebnisse sind fur beide Altersgruppen in Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13

Einfluss der Glyoxalbehandlung auf die Phosphorylie

rung verschiedener Kinasen

Humane Myokardtrabekel von Erwachsenen (< 60 Jahre) und Senioren (= 70 Jahre) wurden im
Organbad + 1 mM Glyoxal wie in 3.1.1 beschrieben behandelt (ko — unbehandelte Kontrolle; Gly —
1 mM Glyoxal). Die Phosphorylierung der Kinasen Akt, ERK1/2MAPK ynd p38MAPK wurden durch die
Western-Blot Analyse fur die behandelten Trabekel und unbehandelten Kontrollen durch die
Auswertung der phosphorylierten und unphosphorylierten Ergebnisse verifiziert. Die Kontrollen
wurden auf 100 % festgesetzt. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler (n=10) mit *p<0,05, **p<0,01
und ***p< 0,001 vs. unbehandelte Kontrolle angegeben.
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3.3.2 CGlyoxal — Effekte auf Apoptose

Ischamie/Reperfusion kann zu Zellapoptose fiihren. Dabei kommt es zur Aktivierung von
Caspasen. Eine wichtige Caspase ist dabei die enzymatisch aktive Caspase 9, die durch
autokatalytische Spaltung der Pro-Caspase 9 entsteht und weitere Caspasen aktiviert, die
die Apoptose-Signalkaskade irreversibel einleiten und Zellen degradieren. Daher wurde die
Abhangigkeit der Aktivierung von Caspase 9 durch die Glyoxalwirkung untersucht.

Es wurden jeweils behandelte Proben (1 mM Glyoxal) und unbehandelte Kontrollen der zwei
Altersgruppen < 60 (je n= 10) und = 70 (je n=9) Jahre untersucht. Zur Auswertung erfolgte
die Gegenuberstellung der Werte der Banden der gespaltenen Fragmente bei 35 / 37 kDa
denen des ungespaltenen Fragmentes bei 47 kDa.

Die Ergebnisse sind in Abb. 14 dargestellt. In unseren Versuchen zeigt sich, dass in der
Altersgruppe < 60 Jahre keine Veranderung (p= 0,96) und in der Altersgruppe = 70 Jahre
lediglich eine geringflgige Veranderung bezlglich der Spaltung von Caspase 9

nachgewiesen werden kann (p= 0,1).
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Abb. 14

Einfluss von Glyoxal auf die Aktivierung von Caspas e 9 im humanen Myokardgewebe

Humane Myokardtrabekel von Erwachsenen (£ 60 Jahre) und Senioren (= 70 Jahre) wurden im
Organbad + von 1 mM Glyoxal wie in 3.1.1 beschrieben behandelt (ko — unbehandelte Kontrolle; Gly —
1 mM Glyoxal). Die Aktivierung von Caspase 9 wurde mittels der Western-Blot Analyse verifiziert. Die
Kontrollen wurden auf 100 % normiert. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler (< 60 Jahre: n=10;
= 70 Jahre: n=9) angegeben.

Zum weiteren Nachweis von zellularem Stress bzw. Induktion der Apoptose im Rahmen der
Behandlung von humanem Myokardgewebe mit Glyoxal wurde die Poly-(ADP-Ribose)-
Polymerase durch den Einsatz von PARP Antikdrper untersucht. Es ist ein Zielprotein der
Interleukin Converting Enzyme sowie spezifischer Caspasen, insbesondere Caspase 3.

PARP ist ein Reparaturenzym, das spezifisch an DNA-Strangbriichen bindet. Durch die
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Caspasen wird das 116 kDa grof3e PARP in zwei Fragmente von 89 kDa und 24 kDa
gespalten, was als spezifischer Marker zum Nachweis fiir Zellapoptose dient.

Es wurden auch hier jeweils behandelte Proben (1 mM Glyoxal) sowie unbehandelte
Kontrollen der zwei Altersgruppen < 60 (je n=9) und = 70 (je n=10) Jahre untersucht. Zur
Auswertung wurden die Werte der Banden des gespaltenen Fragmentes bei 89 kDa dem
ungespaltenen Fragment bei 116 kDa gegentibergestellt. Die Ergebnisse sind in Abb. 15
dargestellt. Sowohl fur die Gruppe der Erwachsenen, als auch fur die Gruppe der Senioren
zeigt sich im Vergleich zwischen den behandelten und unbehandelten Myokardgewebe kein

signifikanter Unterschied (Erwachsene: p= 0,69; Senioren: p= 0,27).
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Abb. 15

Einfluss von Glyoxal auf die Spaltung von PARP im h umanen Myokardgewebe

Humane Myokardtrabekel von Erwachsenen (£ 60 Jahre) und Senioren (= 70 Jahre) wurden im
Organbad + 1 mM Glyoxal wie in 3.1.1 beschrieben behandelt (ko — unbehandelte Kontrolle; Gly —
1 mM Glyoxal). Die Spaltung von PARP wurde mittels der Western-Blot Analyse verifiziert. Die
Kontrollen wurden auf 100 % normiert. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler (< 60 Jahre: n=9; = 70

Jahre: n=10) angegeben.

3.3.3 Expression von RAGE in Abhéangigkeit von Glyox  al

Durch die Bindung von AGEs an zellulare Rezeptoren wie RAGE werden Signalkaskaden
sowie intrazellularer oxidativer Stress induziert. Des Weiteren weil3 man, dass bei Ischamie-
Reperfusionsschaden die RAGE Expression induziert wird. Daher kénnte der Glyoxal
induzierte Schutz auch auf dieser Ebene nachweisbar sein. In diesem Zusammenhang
wurde untersucht, ob durch die Behandlung mit 1 mM Glyoxal im Vergleich zu den Kontrollen
eine Veranderung der Proteinexpression von RAGE induziert wird. Dazu wurden die
humanen Myokardtrabekel, nach initialem Organbadversuch, aufgearbeitet, Proteine isoliert

und mittels des Western-Blot Verfahrens die Expression der Proteine bestimmt.
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Zum Abgleich der Proteinexpression wurde als Beladungskontrolle Aktin verwendet. Die
Banden fir RAGE zeigten sich bei annahernd 55 kDa.

Die Versuche wurden fur die Gewebeproben der Altersgruppen < 60 und = 70 Jahre
durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 16 dargestellt.

Untersucht wurden je 10 unbehandelte und behandelte Trabekel fiir beide Altersgruppen
< 60 Jahre und 2 70 Jahre. Nach Behandlung der Gewebeproben der Erwachsenengruppe
zeigt sich im Vergleich zu den Kontrollen eine signifikant geringere Expression von RAGE
(p= 0,034). Auch im Myokardgewebe der Seniorengruppe besteht nach Glyoxaleinwirkung im

Verhéltnis zu den Kontrollen eine geringere Expression von RAGE, dies ist aber nicht

signifikant (p=0,2).
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Abb. 16
Einfluss von Glyoxal auf die Expression von RAGE im humanen Myokardgewebe

Humane Myokardtrabekel von Erwachsenen (£ 60 Jahre) und Senioren (= 70 Jahre) wurden im
Organbad + von 1 mM Glyoxal wie in 3.1.1 beschrieben behandelt (ko — unbehandelte Kontrolle; Gly —
1 mM Glyoxal). Die Expression von RAGE wurde mittels der Western-Blot Analyse verifiziert und auf
Aktin abgeglichen. Die Kontrollen wurden auf 100 % normiert. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler
(n=10) mit *p<0,05 vs. unbehandelte Kontrolle angegeben.
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3.3.4 Einfluss der Ischamie / Reperfusion per se au f die Aktivierung der Kinasen
(Akt, ERK1/2 MAPK, n38MAPK) "RAGE — Expression und Bildung von CML

Nachfolgend wurde untersucht, ob eine Abhangigkeit der Kinasenaktivierung von den
unterschiedlichen Zeitpunkten im Organbadversuch bestehen. Die Myokardtrabekel von
Patienten (n=4) beliebigen Alters (mittleres Alter= 58 Jahre) wurden jeweils zum Zeitpunkt
der Aquilibrierung sowie zum Zeitpunkt nach 20 min Reperfusion nach vorausgegangener
Ischamiephase von 30 min dem Organbad entnommen. Die Versuche erfolgten ohne
Zugabe von Glyoxal. Die Herztrabekel wurden nach dem Organbadversuch in flissigem
Stickstoff eingefroren und danach bei — 80 °C gelagert. Im Nachgang erfolgte die Isolierung
der Proteine und Bestimmung der Expression mittels des Western- Blot-Verfahrens.

Zur Auswertung der Kinasenaktivierung wurden jeweils die phosphorylierten Formen mit den
nicht-phosphorylierten Formen herangezogen. Zum Abgleich der Proteinexpression von CML
und RAGE wurde als Beladungskontrolle Aktin verwendet.

In Abb. 17 (A-C) sind die Ergebnisse dargestellt. Signifikante Ergebnisse wurden nicht

nachgewiesen.
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Einfluss der Ischéamie/ Reperfusion
auf die Aktivierung von Kinasen,
Expression von RAGE und Bildung
von CML

Humane Mpyokardtrabekel wurden im
Organbad unbehandelt nach der Aqui-
librierung sowie nach 20 min
Reperfusion, nach vorausgegangerner
Ischamie von 30 min, entnommen.

(Aqu. - Entnahme nach der
Aquilibrierung, Rep. — Entnahme nach
20 min Reperfusion). Die

Phosphorylierung der Kinasen A) Akt,
ERK1/2MAPK yund p38MAPK sowie die B)
Akkumulation von CML und
C) Expression von RAGE wurde durch
die Western-Blot Analyse verifiziert.
Die Ergebnisse der Kinasen wurden
durch Verhdltnis der phosphorylierten
zur unphosphorylierten Werte und die
von CML und RAGE nach Abgleich auf
Aktin ausgewertet. Die Werte nach der
Aquilibrierung  wurden auf 100 %
normiert. Es sind die Mittelwerte =*
Standardfehler (n=4) angegeben.
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3.4  Analyse der Glyoxalwirkung in Rattenmyozyten

3.4.1 Abhangigkeit der Kinasenaktivierung Akt und E  RK1/2MAPK yon der

Glyoxalbehandlung zu verschiedenen Reperfusionszeit punkten

Des Weiteren wurde versucht, die Ergebnisse aus den Organbadversuchen im
Zellkulturmodell zu verifizieren. Dazu wurden kardiale Myozyten aus 300g schweren Ratten
prapariert. In Vorversuchen der Arbeitsgruppe wurde eine wirksame Konzentration von 30uM
fur Glyoxal identifiziert. Die Untersuchung erfolgte daher bei vorgenannter Konzentration im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (jeweils n=3).

Die Simulation der Ischamie / Reperfusion an Rattenkardiomyozyten erfolgte nach dem
Protokoll von Kim et al. (2006). Nach initialer Prainkubation der Myozyten mit Glyoxal fur 90
min, folgte die Ischamiephase durch Inkubation fir 3 h im Hypoxieschrank unter nahezu
anaeroben Bedingungen (0,5% Sauerstoff). AnschlieBend erfolgte die Reoxygenierung /
Reperfusion fir insgesamt 2 h unter aeroben Bedingungen im Brutschrank. Nach
Versuchende wurden die Zelllysate eingefroren und anschlieBend die Expression der
Proteine mittels der Western- Blot Analyse bestimmt.

In den folgenden Diagrammen sind die Reperfusionszeitpunkte (0, 15°, 30", 60" und 120°)
dargestellt. Zur Auswertung der Kinasen wurden jeweils die phosphorylierten Formen mit
den nicht - phosphorylierten Formen herangezogen. Die Ergebnisse sind in Abb. 18 A und B
dargestellt. Die Aktivierungsintensitat fir die Kinase Akt ist verschieden fir die Glyoxal
behandelten Zellen im Vergleich zu den Kontrollen. Das Maximum der Aktivierung von Akt
besteht bei den Glyoxal — behandelten Zellen nach 30 min, die Kontrollwerte verédndern sich
im Zeitraum zwischen 15 min und 60 min nur unwesentlich. Zu den nachfolgenden
Zeitpunkten von 60 und 90 min wird die Akt Kinase mit und ohne Behandlung in gleicher
Weise aktiviert. Die Zeitkinetik fur die ERK1/2MAPK verhalt sich fur die behandelten Myozyten
als auch fur die unbehandelten Kontrollen gleichermaf3en. Das Aktivierungsmaximum wird
nach 15 min Reperfusion erreicht. Zu den Folgezeitpunkten sinkt die Aktivierung stetig ab
und liegt bereits nach 60 min Reoxygenierung unterhalb des Ausgangsniveaus. Im Verlauf
besteht hinsichtlich der Kinasenaktivierung von Akt als auch ERK1/2MAPK zwischen den
behandelten Myozyten und unbehandelten Kontrollen zu allen Zeitpunkten kein signifikanter

Unterschied.



Ergebnisse 51

A

[% vs. Kontrolle]

Akt Phosphorylierung

0 50 100 150

—a— Kontrolle
— —— — 30puM Glyoxal

Zeitin min

320

ERK1/2MAPK Phosphorylierung
[% vs. Kontrolle]

—&— Kontrolle 50 100 150

— —0— — 30uM Glyoxal Zeit in min

Abb. 18 (A-B)

Zeitabhangiger Einfluss der Glyoxalbehandlung auf d ie Aktivierung der Kinasen Akt und
ERK1/2MAPK in Rattenmyozyten

Isolierte Rattenmyozyten wurden im Ischéamie/Reperfusionsversuch + 30 pM Glyoxal wie folgt
behandelt: Nach Préainkubation fur 90 min wurden die Zellen fur 3 h in Hypoxie mit KRH Puffer (pH
6,2) inkubiert und anschlieBend mit KRH Puffer (pH 7,4) fur insgesamt 2 h reoxygeniert und die
Aktivierung der Kinasen A) Akt und B) ERK1/2MAPK zy den dargestellten Reperfusionszeitpunkten
mittels Western-Blot Analyse detektiert. Die Ergebnisse der Kinasen wurden durch das Verhaltnis der
phosphorylierten zur unphosphorylierten Werte ausgewertet. Die unbehandelten Kontrollen zum
Zeitpunkt 0 wurden auf 100 % normiert. Es sind die Mittelwerte (n=3) angegeben.
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3.4.2 Abhangigkeit der Aktivierung von Caspase 9vo  nder Glyoxal-

behandlung zu verschiedenen Reperfusionszeitpunkte n

Nach Simulation der Ischdmie und Reperfusion an Rattenkardiomyozyten wurden im
Rahmen der Versuche aul3erdem die Aktivierung der Caspase 9 mittels Western-Blot
Analyse bestimmt. Die Untersuchung erfolgte in Doppelbestimmung nach Behandlung der
Myozyten mit 30 UM Glyoxal bzw. als unbehandelte Kontrollen (n=2). Daten konnten lediglich
zu den Reperfusionszeitpunkten nach 60 min und 120 min ausgewertet werden. Zur
Auswertung erfolgte die Gegenlberstellung der Werte der Banden der gespaltenen
Fragmente bei 35 / 37 kDa denen des ungespaltenen Fragmentes bei 47 kDa. In der Abb. 19
ist ersichtlich, dass sowohl nach 60 min als auch nach 120 min Reperfusion im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrollen nach Glyoxalbehandlung eine geringere Aktivierung von
Caspase 9 nachweisbar ist.

Die Ergebnisse nahern sich nach 60 min mit p= 0,07 der Signifikanz an. Nach 120 min

Reperfusion besteht kein signifikanter Unterschied (p= 0,49).

PARP hat in diesem Experiment nicht funktioniert und auch Caspase 3 war mittels der

Western-Blot Analyse nicht nachweisbar.
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Abb. 19
Zeitabhangiger Einfluss der Glyoxalbehandlung auf d ie Aktivierung der Caspase 9 in
Rattenmyozyten

Isolierte Rattenmyozyten wurden im Ischamie/Reperfusionsversuch + 30 pM Glyoxal (ko -
unbehandelte Kontrolle; Gly — 30 uM Glyoxal) wie folgt behandelt: Nach Prainkubation fir 90 min
wurden die Zellen fur 3 h in Hypoxie mit KRH Puffer (pH 6,2) inkubiert und anschlieRend mit KRH
Puffer (pH 7,4) fir insgesamt 2 h reoxygeniert und die Aktivierung der Caspase 9 zu den dargestellten
Reperfusionszeitpunkten mittels Western-Blot Analyse detektiert. Die unbehandelten Kontrollen zum
Zeitpunkt 60 min Reperfusion wurden auf 100 % normiert. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler
(n=2) angegeben.
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3.5 Zelltodnachweis im Organbadversuch durch Bestim mung der LDH Freisetzung

im Uberstand

3.5.1 Einfluss von Glyoxal auf die LDH Freisetzung im Organbadversuch

Es wurde untersucht, ob es nach der Ischamie und Reperfusion im Rahmen der
Membranschadigung zu vermehrter LDH - Freisetzung als MaR fUr das Absterben von Zellen
kommt. Dazu wurden die Proben (Uberstande) aus den Organbadversuchen verwendet.

Die Myokardtrabekel von Patienten (n=3) beliebigen Alters (mittleres Alter 60,7 Jahre + 5,9
Jahre) wurden im Organbad + 1 mM Glyoxal in Doppelbestimmung behandelt. Die
Uberstéande je n=6 der unbehandelten Kontrollen sowie behandelten Trabekel wurden nach
15 min Prainkubation, 30 min Ischamie und 20 min Reperfusion entnommen und mittels LDH
— Release Assay vermessen. Der Mittelwert aus den 2 Kontrollwerten nach 15 min
Prainkubation jeden Versuches bildete den Basiswert, mit dem die jeweiligen Messwerte
eines Versuches abgeglichen wurden. In Abb. 20 sind die Ergebnisse dargestellt. Zu allen
drei Zeitpunkten wird bei der Behandlung mit Glyoxal signifikant weniger LDH freigesetzt, als
bei den Kontrollen (nach 15 min Prainkubation: p= 0,003; nach 30 min Ischdmie: p= 0,048,
nach 20 min Reperfusion: p= 0,002). Dies fuhrt zu der Aussage, dass durch die Behandlung
mit 1 mM Glyoxal im Vergleich zu den Kontrollen signifikant weniger Zellen dem Zelltod

durch Nekrose unterliegen.
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Abb. 20

Einfluss von Glyoxal im Ischamie / Reperfusionsvers uch im Organbad auf den Zelltod

Humane Myokardtrabekel wurden im Ischamie / Reperfusionsversuch im Organbad + 1 mM Glyoxal
(ko — unbehandelte Kontrolle; Gly — 1 mM Glyoxal) nach der Aquilibrierung fiir 15 min prainkubiert.
Danach folgten 30 min Ischamie und 20 min Reperfusion. Zu den dargestellten Zeitpunkten wurde der
Uberstand entnommen und der Anteil des Zelltodes mittels LDH-Release Assay analysiert. Die
Ergebnisse sind auf 100 % der Kontrollen (nach Prainkubation) normiert. Es sind die Mittelwerte +
Standardfehler (n=6) mit *p<0,05 und **p<0,01 vs. unbehandelte Kontrolle angegeben.
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3.5.2 Einfluss von Caspaseinhibitor auf die LDH Fre isetzung im Organbadversuch

Des Weiteren wurde der Einfluss der Behandlung von humanem Myokardgewebe mit
Caspase-3 - Inhibitor auf die Freisetzung von LDH untersucht. Myokardtrabekel von
Patienten (n=9) beliebigen Alters (mittleres Alter 64,4 Jahre + 1,8 Jahre) wurden im
Organbad + der Zugabe von 5 pM Caspaseinhibitor bis auf einen Versuch in
Doppelbestimmung behandelt. Die Uberstiande je n=17 der unbehandelten Kontrollen sowie
behandelten Trabekel wurden nach 60 min Aquilibrierung, 30 min Ischamie sowie 20 min
und 40 min Reperfusion entnommen und mittels LDH — Release Assay vermessen. Der
Mittelwert aus den zwei Kontrollwerten nach 60 min Aquilibrierung jeden Versuches bildete
den Basiswert, mit dem die jeweiligen Messwerte eines Versuches abgeglichen wurden.

In Abb. 21 sind die Ergebnisse dargestellt. Es wird nachgewiesen, dass sich die LDH-
Freisetzung durch Inkubation mit 5 uM Caspaseinhibitor gegentiber den unbehandelten
Kontrollen zu keinem untersuchten Zeitpunkt signifikant verandert hat. In Verbindung mit den
nicht signifikanten Veranderungen aller Analysen zur Apoptose kann daher vermutet werden,
dass diese Form von Zelltod nicht zum LDH Release bzw. zum Ischamie-Reperfusions-

schaden beitragt.
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Abb. 21

Einfluss von Caspaseinhibitor im Ischamie / Reperfu sionsversuch im Organbad auf den Zelltod
Humane Myokardtrabekel wurden im Ischamie / Reperfusionsversuch im Organbad + 5 pM
Caspaseinhibitor (ko — unbehandelte Kontrolle; CI — 5 pM Caspaseinhibitor) nach der Aquilibrierung
von 60 min fir 15 min prainkubiert. Danach folgten 30 min Ischamie und 40 min Reperfusion. Zu den
dargestellten Zeitpunkten wurde der Uberstand entnommen und der Anteil des Zelltodes mittels LDH-
Release Assay analysiert. Die Ergebnisse sind auf 100 % der Kontrollen (nach Prainkubation)
normiert. Es sind die Mittelwerte + Standardfehler (n=17) angegeben.



Diskussion 55

4 Diskussion

Kardiovaskulare Erkrankungen sind insbesondere in den Industriestaaten, so auch in
Deutschland, die filhrende Todesursache (Statistisches Bundesamt Deutschland, 2012),
Pravalenz steigend. Diese umfassen sowohl Erkrankungen des Herzens, als auch der
BlutgefalRe. Grund dieser Entwicklung sind insbesondere veranderte Lebensgewohnheiten,
die unter anderem umfassen: vermehrter psychischer Stress, reduzierte kdrperliche
Betatigung, und fettreiche Ernahrung. Aber auch die Zunahme der Lebenserwartung geht mit
steigendem Risiko fur Herzerkrankung einher, da altere Patienten im Vergleich zu den
jungeren signifikant mehr Begleiterkrankungen und Risikofaktoren aufweisen (Friedrich et al.,
2009). Mechanismen des Alterns sollten daher zur Atiologie kardiovaskularer Erkrankungen
beitragen. Mit erhohter Lebenserwartung steigt andererseits auch das Alter der Patienten, zu
dem sie sich Interventionen wie der Koronarangiographie aber auch Herz-chirurgischen

Eingriffen unterziehen.

Die Reaktion von Glyoxal, ein Dicarbonyl, mit Proteinen fuhrt zur Entstehung von AGEs
(Wells-Knecht et al., 1995; Thornalley et al., 1999). AGEs selbst beziehungsweise ihre
Interaktion mit ihren Rezeptoren stehen in Zusammenhang mit altersabhangigen
Erkrankungen sowohl kardiovaskularer, renaler aber auch neurodegenerativer Atiologie
(Simm et al., 2007), so dass deren Bildung zu einer der wichtigsten Alterungsmechanismen
zahlt. In Vorversuchen wurde gezeigt, dass Glyoxal mit einer Konzentration von 10 mM im
Organbad die Modifikation zellularer Proteine induziert und die Kontraktion der humanen
Myokard - Trabekel inhibiert. Am Anfang der Arbeit wurde daher angenommen, dass Glyoxal
das Myokard altern lassen sollte und es empfindlicher gegentber Ischdmie-
Reperfusionsstress machen misste. Im Rahmen dieser Arbeit sollte der
konzentrationsabhangige Effekt von Glyoxal im Ischamie-Reperfusionsversuch am humanen
Myokard ex vivo, allerdings unter physiologischen Bedingungen im Organbad gezeigt
werden. Des Weiteren wird dargestellt, welche Kinasen fur diese unerwartete Schutzfunktion

verantwortlich sein kdnnten.

4.1 Limitierung der Organbadversuche am humanen Myo  kard ex vivo

Die Untersuchung humaner Herzmuskeltrabekel im Organbad stellt eine groRe Bedeutung
fur die Untersuchung von exo- wie endogenen Einflissen auf kontraktile Auswirkungen des
Myokards dar. Die Zuordnung der Trabekel zu den Kontrollen bzw. behandelten Trabekeln
mit Glyoxal erfolgte zuféllig. Des Weiteren war ein direkter Vergleich von behandelten und

unbehandelten Trabekeln eines Herzohres nicht immer maglich.
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Die Trabekel selbst kdnnen gegeniber &ulReren Einflissen wie Temperatur- und pH-Wert-
Schwankungen der Losungen, aber auch mechanischen Stdrfaktoren wie inadéaquate
Scherkréfte, Zug oder Erschitterung anfallig sein.

Zur Durchfiihrung der Versuche werden Trabekel aus dem Herzohr, Myokard des rechten
Vorhofes, das wahrend des kardio-chirurgischen Eingriffs bei Anschluss der extrakorporalen
Zirkulation entfernt wird, verwendet. Somit wurden unsere Untersuchungen ex vivo lediglich
am humanen Vorhofmyokard, nicht am Ventrikelgewebe durchgefiihrt. Dabei ist bekannt,
dass Ergebnisse am Vorhof nicht direkt auf Ventrikel Ubertragen werden kdénnen.
Experimentell sind Untersuchungen am ventrikularen Myokard allerdings nur bei Herz -
transplantierten Patienten maoglich. Nachteilig hier wiederum ist, dass das Myokardgewebe
vergleichsweise hochgradige Dysfunktionen aufweist und somit auch in diesem Falle die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf altersentsprechendes Gewebe fraglich bleibt.

Insgesamt betrachtet erlauben unsere Ergebnisse nur bedingt Rilckschlisse auf das

gesamte Myokard, insbesondere das linksseitige Ventrikelmyokard.

4.2 Einfluss von Glyoxal auf humanes Myokardgewebe nach Ischamie-Reperfusion

4.2.1 Analyse der Wirkung von Glyoxal auf die Kontr  aktionskraft

Die AGE — Bildung erfolgt u.a. aus reaktiven Dicarbonylintermediaten. Eines der wichtigsten
Intermediarprodukte ist Glyoxal. Wahrend der Oxidation zu diesen Intermediarprodukten
entstehen ROS wie das Hyperoxid-Anion (Nawroth et al., 1999). Daneben tragt auch die
Bindung von AGE an zellulare Rezeptoren wesentlich zur Bildung von oxidativem Stress bei
(Nawroth et al., 1999; Wautier et al., 2001).

In unseren Versuchen beobachteten wir die Kontraktionskraft von humanen Vorhoftrabekeln
nach einem Ischamie-Reperfusionsversuch unter Behandlung mit Glyoxal im Vergleich zu
Kontrollgewebe. Dabei konnte gezeigt werden, dass bei hoher Glyoxal-Konzentration von
10 mM keine Kontraktion der Trabekel mehr auszulésen war. Anhand der Ausgangssituation
zu Beginn der Versuche war davon auszugehen, dass die Kontrollen im Vergleich zu den
behandelten Trabekeln nach der Ischamie eine deutlich hohere Kontraktionskraft aufzeigen
sollten. Somit erwarteten wir unter Behandlung des Myokards mit Glyoxal im Vergleich zum
Kontrollgewebe einen Leistungsabfall sowohl vor als auch nach der Ischamie. Die erhaltenen
Resultate waren unerwartet, denn die Versuchsergebnisse unserer Arbeit zeigten, dass die
Behandlung mit 1 mM Glyoxal sowohl jiingeres, als auch alteres humanes Myokardgewebe
signifikant vor Ischdmie-Reperfusionsschaden schiitzt. Zudem wird im alten humanen
Myokard gezeigt, dass der protektive Effekt von Glyoxal vor Isch&mie-Reperfusionsschaden

bereits bei geringen Konzentrationen besteht und eine Konzentrationsabhangigkeit der
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Wirkung (0,01 mM — 0,3 mM) nachweisbar war. Im Gegensatz zu unseren Daten wird von
Shangari et al. (2003) gezeigt, dass selbst geringe Konzentrationen (< 10 pM) von Glyoxal
die Zytotoxizitat erhohten, indem das zellulare antioxidante System inhibiert wird. Dabei ist
allerdings zu beachten, dass diese Versuche an isolierten Ratten-Leberzellen durchgefihrt

wurden und schwierig mit unseren Ergebnissen vergleichbar sind.

Unter physiologischen Zellbedingungen wird Glyoxal intrazellular unter anderem Uber das
Glyoxalasesystem abgebaut. Die Arbeit von Abordo et al. (1999) macht deutlich, dass bei
erhéhtem oxidativem Stress die Glyoxalkonzentration erhoht ist, da die Glyoxalase | bei
reduzierten Kofaktoren, wie GSH, inhibiert wird. Zudem wurde bereits gezeigt, dass hdhere
Glyoxal - Konzentrationen selbst zytotoxisch wirken, indem sie GSH reduzieren,
Sauerstoffradikale produzieren und infolge das mitochondriale Membranpotential
zusammenbricht (Shangari et al., 2003). Kontrovers dazu wiesen die Ergebnisse von Akhand
darauf hin, dass im humanen Endothel Glyoxal zu einer Konzentration von 1 mM keinen
Einfluss auf den GSH — Gehalt hat (Akhand et al., 2001).

Es stellt sich in diesem Zusammenhang die Frage, dass, wenn Glyoxal zytotoxisch wirkt und
es im Rahmen der Ischamie aufgrund erhthtem oxidativem Stress vermindert abgebaut
werden kann, es wahrend der Reperfusion zu einer erhohten Kontraktionskraft im

Myokardgewebe fihrt?

Kontroverse Daten liegen hinsichtlich der Toleranz nach Ischdmie / Hypoxie in gealtertem
Myokard vor. Nach unseren Ergebnissen besteht zwischen der funktionellen Erholung, der
Reperfusion, nicht-behandelter Herzmuskeltrabekel nach Ischédmie und dem Alter keine
Beziehung, da sich im Vergleich zwischen dem Myokard der Senioren und dem von
Erwachsenen kein signifikanter Unterschied der Kontraktionskraft zeigt. Eine Erklarung
hierfir kdnnte die kleine GruppengréRe und die grof3e Variabilitdt innerhalb der humanen
Proben sein. Diese Daten werden durch eine friihere Arbeit von Simm et al. (2008) gestitzt.
Hier wurde gezeigt, dass, in Ubereinstimmung mit unseren Daten, das Ausmaf der Nekrose
an humanen Kardiomyozyten nach Ischamie altersunabhéngig ist (Loubani et al., 2003). In
der Studie von Mariani et al. (2000) wird allerdings dargestellt, dass die Kontraktionskraft des
alternden humanen Myokards nach Ischamie / Hypoxie signifikant im Vergleich zu dem von
Individuen < 60 Jahren reduziert ist. Dennoch sind auch wir der Meinung, dass
Modifikationen der myokardialen Funktion grundsatzlich mit dem Alter assoziiert sind. Die
abweichenden Ergebnisse hinsichtlich der Toleranz nach Ischamie sind moglicherweise

Folge der Gré3e und Komposition beziglich Vorerkrankungen des Patientenkollektives.
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4.2.2 Einfluss von Glyoxal auf die Bildung von Modi fikationen im humanen Myokard

Glyoxal reagiert mit Aminosaureseitenketten wie z.B. von Lysin, was zur Bildung von CML,
eines der bisher wichtigsten AGE, fihrt (Thornalley et al., 1999). AGEs kénnen durch die
Ausbildung von Quervernetzungen, so genannten crosslinks (Ulrich und Cerami, 2001)
Gewebe modifizieren und u.a. zu Funktionseinschrankungen mit infolge Ausbildung kardialer
Fibrose bzw. Myokardversteifung und daraus resultierender kardialer Dysfunktion fuhren
(Badenhorst et al., 2003). Steigende CML - Konzentrationen korrelieren mit erhdhten
postoperativen Komplikationen nach Herz-chirurgischen Eingriffen, insbesondere mit Herz-
spezifischen Komplikationen (Simm et al., 2007). Es wird diskutiert, dass AGEs direkte
Biomarker fir spezielle Erkrankungen wie z.B. Diabetes oder Niereninsuffizienz im
Alterungsprozess sind und nicht nur ein Biomarker des Alterns.

In unserer Arbeit erfolgte der Nachweis der AGE - Bildung immunhistochemisch mittels des
anti-CML-Antikorpers. Anhand der vorliegenden Ergebnisse wird deutlich, dass wie erwartet
durch die Behandlung mit Glyoxal die CML — Bildung im Vergleich zu den Kontrollen deutlich
ansteigt (Thornalley et al., 1999; Kasper et al., 2000). AuRerdem kann in vorliegender Arbeit
dargestellt werden, dass das Ausmalfd der CML-Bildung direkt mit der Glyoxalkonzentration
korreliert. Bereits durch Glomb und Monnier (1995) wurde gezeigt, dass unter
physiologischen Bedingungen Glyoxal eine unmittelbare Vorstufe in der Bildung von CML
darstellt. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen wurde zudem in humanen
embryonalen Lungenepithelzellen (Kasper et al., 2000) sowie Retinazellen (Reber et al.,
2002) nach Inkubation mit Glyoxal eine gesteigerte Bildung von CML nachgewiesen.
Betrachtet man in unserer Arbeit die Kontraktionsentwicklung nach 40 Minuten Reperfusion
im Organbad in Abhangigkeit von der konzentrationsabh&ngigen Bildung von CML zeigt sich
interessanterweise eine signifikante positive Korrelation, indem Glyoxal sowohl zur
vermehrten Bildung von CML, als auch zur myokardialen Kontraktionssteigerung fuhrt. Wie
bereits zuvor beschrieben fluhrt die vermehrte Bildung von AGEs durch deren crosslinks u.a.
zu kardialer Fibrose und damit funktionellen Defiziten (Badenhorst et al., 2003), so dass eine
gesteigerte Kontraktionskraft langfristig sicherlich nicht zu erwarten war. Mogliche Wege der
kardioprotektiven Wirkung von Glyoxal werden in folgenden Abschnitten anhand unserer

Ergebnisse und bereits vorliegender Daten diskutiert und in Abb. 22 dargestellt.

Weitere Modifikationen wie Pentosidin und Arg-Pyrimidin konnten dagegen nicht in
Abhangigkeit von Glyoxal nachgewiesen werden. Pentosidin entsteht bei der Reaktion
zwischen Pentosen mit Lysinen bzw. Argininen (Sell und Monnier, 1989). Die erwartete
konzentrationsabhangige Bildung der Modifikation konnten wir allerdings nicht darstellen. In

der Arbeit von Kasper et al. (2000) wurde immuncytochemisch im humanen Zellkulturmodell
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eine erste Reaktion mit dem Antikdrper gegen Pentosidin im Vergleich zu CML bei einer 2-
fach hoheren Glyoxalkonzentration (200 uM) nachgewiesen.

Arg-Pyrimidin ist insbesondere ein Reaktionsprodukt aus Methylglyoxal und Arginin, 3 DG-
Imidazolon wird aus dem Dicarbonyl 3-Deoxy-glucoson mit reaktiven Arginin-Aminogruppen
gebildet (Thornalley et al, 1999). Die Nachweisbarkeit von Arg-Pyrimidin kann
wahrscheinlich auf die altersentsprechende physiologische Bildung im humanen Gewebe
zurtckgefihrt werden. Daher ist der fehlende Einfluss von Glyoxal auf vorgenannte AGE-

Produkte nicht unerwartet.

4.2.3 Expression des AGE-Rezeptors nach Glyoxal-Beh  andlung

Mit der Bindung von AGE an RAGE werden NADPH-oxidasen aktiviert, die zu einer erhéhten
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies flihren und damit intrazellularen oxidativen
Stress induzieren (Wautier et al., 2001). Uber die Aktivierung von Signalkaskaden wird der
NF-kB Pathway stimuliert, der zu einer inflammatorischen Reaktion fuhrt (Kislinger et al.,
1999; Bierhaus et al., 2001). Da die Expression von RAGE selbst durch NF-kB induziert
wird, erhdht sich die Expression von RAGE in einer so genannten positiven Rickkopplung.
Der daraus resultierenden zellularen Dysfunktion im Rahmen der AGE-RAGE Interaktion
werden Komplikationen von diversen chronischen Erkrankungen wie der Niereninsuffizienz
oder Diabetes zugeschrieben (Kislinger et al., 1999; Lindsey et al., 2009a).

Die Expression von RAGE im humanen Myokard nach Glyoxalbehandlung zeigt ein
unerwartetes Ergebnis: In beiden Altersgruppen ist die RAGE Expression im direkten
Vergleich mit den Kontrollergebnissen vermindert. Trotz erhohter Bildung von
Proteinmodifikationen, CML, nach Glyoxalbehandlung wurde bei den Erwachsenen eine
signifikant geringere RAGE - Expression nachgewiesen. In den Versuchen mit dem
Myokardgewebe der Senioren zeigte sich zwar ebenfalls die Tendenz der verminderten
Expression im Vergleich zu den Kontrollen, allerdings keine Signifikanz.

Die Expression des AGE — Rezeptors wird nach bisher aufgefasster Theorie neben ROS
(Yao und Brownlee), NF-kB (Bierhaus et al., 2001) und TNF-a insbesondere auch durch
AGE selbst stimuliert (Tanaka et al., 2000). Dabei wurde gezeigt, dass AGE sowohl die
Genexpression als auch den Proteingehalt von RAGE in humanen Geféassendothel-Zellen
induzieren. Unbehandelte Endothelzellen exprimieren dagegen nur wenig oder kein RAGE
(Nawroth et al., 1999). Auch in weiteren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die RAGE-
Expression an GefaBen von Patienten mit okklusiven GefalRerkrankungen wie z.B.
Diabetikern und Alzheimer Patienten, sozusagen Erkrankungen, die mit erhdhter AGE-

Akkumulation assoziiert sind (Baynes und Thorpe, 1999; Baynes, 2000; Baynes und Thorpe,



Diskussion 60

2000), induziert wird (Ritthaler et al., 1995; Schmidt et al., 1999). Dies héatte zur Folge, dass
weitere Bindungspartner fir AGE entstehen, ein circulus vitiosus.

Der Unterschied zu unserer Arbeit ist dabei, dass die Behandlung des Myokards mit Glyoxal
und nicht direkt mit AGEs erfolgte. Im Tiermodell wurde RAGE nach exogener Zufuhr von
Dicarbonylen (Methylglyoxal) Uber mehrere Wochen im Kontrollvergleich in héherer
Expression nachgewiesen (Berlanga et al., 2005). Inwieweit dies allerdings auf einen
indirekten Effekt Gber die Glyoxal induzierten Proteinmodifikationen beruht bleibt ungeklart.
Der Grund fur die durch uns nachgewiesene reduzierte RAGE — Proteinexpression nach
Glyoxalbehandlung kann vorerst ebenfalls nicht geklart werden. Wirkt Glyoxal durch die
Inhibierung (Inaktivierung / Downregulation) der RAGE-Expression protektiv? Bereits
Ergebnisse friiherer Arbeiten lieBen vermuten, dass Dicarbonyle die Funktion von
Rezeptoren, den EGF (epidermal growth factor)-Rezeptor (Portero-Otin et al., 2002) und
PDGF (platelet — derived growth factor) - Rezeptor (Cantero et al., 2007) beeintrachtigen
kébnnen. Auch eine Schadigung zellularer Proteine des Insulinsignalweges nach
Dicarbonylbehandlung wurde im Tierzellkulturmodell aufgezeigt (Riboulet-Chavey et al.,
2006). Zu diskutieren ist die Modifikation des Rezeptors direkt oder dessen Bindungsstelle,
was den Rezeptor danach inhibiert und als solches nicht mehr erkennen lasst, sodass auch
die Detektion durch den Antikérper nicht méglich ist. Nach Ergebnissen einer friiheren Arbeit,
in der der Einfluss von Dicarbonylen auf den EGF-Rezeptor untersucht wurde, wird vermutet,
dass Glyoxal / Methylglyoxal eine Inhibierung der EGF-Rezeptor—Kinase induzieren und
damit die Autophosphorilierung des Rezeptors und anschlieRenden Kinasekaskade
inhibieren (Portero-Otin et al., 2002). Alternativ kbnnte die Downregulation durch erhéhten
Rezeptor — Abbau als Atiologie der verminderten Proteinexpression erklart werden. So kann
in Betracht gezogen werden, dass die Modifikation von RAGE durch Glyoxal zum Abbau des
Rezeptors fuhrt. Es ist bekannt, dass modifizierte Proteine hach Markierung, Ubiquitinierung,
proteosomal (Vadasz et al., 2012) u.a. Uber das 26S Proteosom bzw. lysosomal (Bahr et al.,
2012) eliminiert werden. Ein weiterer Aspekt ware die Internalisierung nach Glyoxalbindung
an RAGE mit anschlieRender Degradierung des Rezeptors.

Vorgenannte Mdglichkeiten fihren zur verminderten RAGE — Expression. Mittels unserer
Experimente kann nicht differenziert werden, welcher Weg darauf begrindet. Insgesamt
betrachtet sind daher weitere Untersuchungen notwendig, um den Mechanismus der

verminderten Expression zu klaren.

Ischamie / Reperfusion induziert die Expression von RAGE und auch deren Liganden, was
wiederum den Ischdmie—Reperfusionsschaden erhoht (Bucciarelli et al., 2006). Durch
vorgenannte Autoren wurde im Tiermodell dargestellt, dass der LDH-Release wéahrend der
Reperfusion im Myokard bei RAGE-Null Mausen und sRAGE behandelten Ratten im
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Vergleich zu den Kontrollkardiomyozyten geringer ist (Bucciarelli et al., 2006), was impliziert,
dass mit sinkender RAGE-Expression der Ischdmie-Reperfusionsschaden reduziert wird.
Zudem wurde auch beschrieben, dass sich mit der Blockierung von RAGE die Schéaden und
Dysfunktion am Myokard, gemessen am geminderten LDH-Release und der verbesserten
Entwicklung des Linksventrikuldaren Drucks, nach Isch&mie-Reperfusion reduzieren
(Bucciarelli et al., 2008).

4.2.4 Klinische Relevanz der Interaktion zwischen A GE und AGE-Rezeptor

Die klinische Relevanz der AGE und deren Interaktion mit RAGE sind zweifelsohne von
enormer Bedeutung. Durch die Behandlung mit ALT-711, einem cross-link-breaker, konnte
bereits im Tiermodell sowohl bei Ratten (Candido et al., 2003), als auch bei Hunden (Liu et
al., 2003) gezeigt werden, dass die myokardiale Dysfunktion reduziert werden kann. Auch
die Hemmung der Interaktion zwischen AGE und RAGE durch die Uberexpression von
sRAGE ist ein weiterer therapeutischer Ansatzpunkt fir die Zukunft. Die Applikation von
SRAGE, eine I6sliche extrazellulare Doméne von RAGE, fuhrt zur Hemmung der AGE-RAGE
— Interaktion durch Bindung des Liganden an sRAGE selbst und verhindert die Bildung von
atherosklerotischen Plaques in diabetischen Mausen (Park et al., 1998). In humanen Studien
konnte bereits nachgewiesen werden, dass im Vergleich zu Gesunden geringere
Konzentrationen von sRAGE bei Patienten mit koronarer Arteriosklerose (Falcone et al.,
2005), akuten ischdmischen Schlaganféllen (Park et al., 2009) und auch Diabetes Mellitus
(Basta et al., 2006) nachweisbar sind. SRAGE wird damit die Eigenschaft als Biomarker fur
chronische, inflammatorische Erkrankungen wie Niereninsuffizienz und Diabetes
zugeschrieben (Maillard-Lefebvre et al., 2009). In diesem Zusammenhang ist zu klaren, ob
Glyoxal ggf. einen Einfluss auf die Expression von sRAGE hat und Uber diesen Weg somit

kardioprotektiv wirkt.
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4.3  Analyse der Wirkung von Glyoxal auf zellularer Ebene

4.3.1 Im humanen Myokard

In unseren Resultaten wird nach Glyoxalbehandlung kein signifikanter Einfluss auf die
Caspase 9 im Vergleich zu den unbehandelten Trabekeln in beiden Altersgruppen
nachgewiesen. In unterschiedlichsten Arbeiten wurde dagegen gezeigt, dass sich die
Caspaseaktivitdit nach Behandlung mit Glyoxal erhoéht und in Folge Apoptose zellular
induziert wurde, verdeutlicht u.a. durch die Erhéhung von Fractin (durch Caspase
gespaltetes Aktinfragment) (Kasper et al., 2000; Tippelt et al., 2004). Im Rahmen der
Aktivierung der Caspase 9 wird die Caspase-Signalkaskade aktiviert (Adams, 2003; Chen et
al., 2008), was wiederum zur Aktivierung weiterer Caspasen, unter anderem der Caspase 3
(ein Schlisselenzym, wahrend der spaten Phase der Apoptose) fiuhrt. So wird mit der
Inkubation von Glyoxal die Aktivierung von Caspase 3 in verschiedenen Zellexperimenten
u.a. in humanen embryonalen Lungenzellen (Kasper et al., 2000) und Kkapillaren
Retinaperizyten von Rindern (Liu et al., 2004) beschrieben. Untersuchungen der
Apoptoseinduktion durch Glyoxal sind insgesamt umfassend, so dass auch in Retinazellen
nach der Inkubation mit steigenden Konzentrationen von Glyoxal Apoptose induziert wird,
nachgewiesen mit der pH-Anderung und Caspase 3 - Aktivierung (Reber et al., 2002). In den
Ergebnissen dieser Arbeit zeichnete sich unter Glyoxalbehandlung im Ischamie /
Reperfusionsversuch weder eine Aktivierung noch signifikante Inhibierung, aber in der
Seniorengruppe eine tendentiell geringere Spaltung von Caspase 9 ab, was zu einigen der
vorgenannten Arbeiten kontrovers ist. Allerdings flhrten wir unsere Versuche zum einen an
humanem Myokardgewebe und zudem nicht an isolierten Zellen, Kardiomyozyten, durch. Ein
weiterer wesentlicher Aspekt besteht im Hinblick auf die Zeitkinetik. So wurden
vorbeschriebene Zellkulturexperimente unter Inkubation mit Glyoxal fir mindestens 24 h
durchgefuhrt (Kasper et al., 2000; Liu et al., 2004; Tippelt et al., 2004), in unseren Versuchen
hingegen flr ca. 3-4 Stunden, was impliziert, dass die Wirkung von Glyoxal neben der
Konzentration zusatzlich von der Inkubationszeit abhangig ist.

Auch bei der Poly (ADP-ribose) Polymerase (PARP), ein Ziel der Caspasenkaskade, konnte
in der vorliegenden Arbeit keine erhéhte Spaltung unter Glyoxalbehandlung nachgewiesen
werden. Dieses Ergebnis geht mit anderen Untersuchungen an humanen Endothelzellen
konform, bei denen gezeigt wurde, dass Glyoxal auch mit hohen Endkonzentrationen bis
10 mM die Spaltung von PARP nicht induziert (Akhand et al., 2001). PARP ist als
korpereigenes Enzym nach Einwirkung von Umweltstress an der DNA-Reparatur beteiligt.
Insbesondere die Caspase 3 und 7 sind maf3igebend an der Regulation von PARP beteiligt

und fihren zum proteolytischen Abbau der Polymerase (Cohen, 1997). PARP ist wichtig fur
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die Zelle, um ihre Viabilitat aufrecht zu erhalten. Die Spaltung des Enzyms (116 kDa) in
Fragmente der Grol3e 24 kDa und 89 kDa ist ein Marker fiir zellulare Apoptose (Kaufmann et
al., 1993). Ein signifikanter Einfluss von Glyoxal auf der Ebene von Caspase 9 und PARP im
Apoptose — Pathway fand sich nicht.

Im Vergleich zu den unbehandelten Trabekeln zeigte sich, dass zu den untersuchten
Zeitpunkten, nach Prainkubation, Ischamie und Reperfusion, unter Einfluss von Glyoxal im
LDH-Release Assay signifikant weniger LDH nachgewiesen werden kann, was impliziert,
dass weniger Zellen durch Nekrose / spate Apoptose untergegangen sind. In der Arbeit von
Breborowicz et al. (2004) wurde in der Zellkultur mit humanen Mesothelzellen des
Peritoneums nach Inkubation mit Glyoxal ebenfalls weniger LDH — Freisetzung vermessen,
allerdings nicht signifikant im Kontrollvergleich. Nach Behandlung von humanem
Myokardgewebe im Ischamie / Reperfusionsversuch mit Caspase-3 - Inhibitor im Organbad
wird im Kontrollvergleich keine signifikante Veranderung des LDH — Release nachgewiesen.
Dies lasst vermuten, dass Glyoxal entweder in die Sighalkaskade der Caspasen einwirkt,
mdglicherweise durch Inhibierung, und damit der Zelltod im Rahmen der Ischdmie —
Reperfusionsschaden reduziert wird, Caspase 3 hier keine Rolle spielt oder aber keine

Apoptose stattfindet.

Es wird angenommen, dass Kinasen, die zum Uberleben beitragen, wie PI3K-Akt und
ERK1/2MAPK anti-apoptotische Effekte induzieren und somit das Myokard vor Reperfusions-
schaden schiitzen (Hausenloy und Yellon, 2004; Hausenloy et al., 2005). Die Proteinkinase
B (Akt) z.B. fordert das Uberleben einer Zelle, indem es durch die Phosphorylierung und
Inaktivierung von mehreren Targets (Fayard et al., 2005), unter anderem Caspase 9, die
Apoptose unterbindet. Sie nimmt damit eine wesentliche Stellung zur Kontrolle zwischen
Uberleben und programmierten Zelltod ein (Franke et al., 1997). Mit der Glyoxalbehandlung
in unseren Versuchen werden sowohl beim Myokard der Erwachsenen, als auch dem der
Senioren die Akt-Kinasen und die ERK1/2MAPK aktiviert, was im Vergleich zu den Kontrollen
zu einem deutlich signifikanten Anstieg der phosphorylierten Form dieser Kinasen fiihrt. Die
Kinase p38MAPK wurde lediglich im Myokard der Erwachsenen nach Behandlung mit Glyoxal
starker aktiviert, was als Stressindikator gesehen werden kann. Auch in der Seniorengruppe
wird eine geringflgigere Aktivierung im Vergleich zu den Kontrollen verzeichnet, allerdings
nicht signifikant.

Im Tiermodell mit Mausen wurde bereits beschrieben, dass durch die Aktivierung von Akt
Kardiomyozyten vor Ischamie-Reperfusionsschaden geschiitzt werden (Fujio et al., 2000).
Daoud et al. (2001) zeigten in ihrer Arbeit, dass eine AGE-Inkubation die Kinasen
ERK1/2MAPK und auch p38MAPK in primaren Herzfibroblasten von erwachsenen Rattenherzen

aktiviert. Auch in weiteren Tiermodell - Arbeiten wurde dargestellt, dass AGE die ERK1/2APK
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in Tubuluszellen der Niere (Zelllinie LLC-PK;) (Simm et al., 1997) und auch von glatten
Rattenmuskelzellen (Lander et al., 1997) aktivieren. Dies zeigt, dass im Rahmen
vorgenannter Prozesse zellularer Stress zur Aktivierung von Signalkaskaden fuhrt.

Die Aktivierung der Kinasenkaskade wird auch als Reperfusion Injury Salvage Kinase
(RISK)- Pathway bezeichnet und als essentielle GroRe der Kardioprotektion gesehen
(Hausenloy und Yellon, 2004). Es wird angenommen, dass der RISK-Pathway sowohl durch
ischamische Prakonditionierung (Tong et al., 2002), ischamische Postkonditionierung (Tsang
et al., 2004), als auch pharmakologische Stimuli wie Insulin (Jonassen et al., 2001) oder
Erythropoetin aktiviert wird (Hausenloy et al., 2005). Dabei kommt es zur Phosphorylierung
von Akt bzw. Aktivierung von ERK1/2MAPK ' Die genauen Mechanismen, die den RISK-
Pathway infolge der ischamischen Pra- und Postkonditionierung induzieren, sind bisher noch
nicht komplett erklart. Hausenloy et al. (2005) zeigen zwei mdgliche Mechanismen des
rezeptorvermittelten Schutzes, unter anderem durch die Aktivierung von Akt und
ERK1/2MAPK "als Resonanz nach einem Stimulus der ischamischen Prakonditionierung oder
durch die Vermittlung tber Adenosin, ROS bzw. die Proteinkinase C zum RISK-Pathway.
Dieser bewirkt infolge die Inhibierung der mitochondrialen permeablen Transitionspore
(mitochondrial permeability transition pore mPTP) und schitzt damit das Myokard
(Hausenloy et al., 2005; Davidson et al., 2006). Der genaue Mechanismus wie vorgenannte
Survival-Kinasen die mPTP inhibieren ist noch nicht ausreichend verstanden. Es wird
vermutet, dass die Aktivierung von Akt u.a. zur Phosphorylierung der Glyocogen Synthase
Kinase (GSK) 3R, der endothelialen Stickoxid (NO) Synthase sowie BAD (Bcl-2 assoziierter
Todespromotor) fuhrt (Fayard et al., 2005; Murphy und Steenbergen, 2008). Des Weiteren
wird angenommen, dass die ERK1/2MAPK ebenfalls den pro-apoptotischen Faktor BAD

phosphoryliert und inhibiert (Murphy und Steenbergen, 2008).

Ischamie mit anschlieBender Reperfusion kénnen Uber die Caspasenaktivierung (Holly et al.,
1999) Apoptose induzieren (Fliss und Gattinger, 1996; Murphy und Steenbergen, 2008).
Ischamie / Reperfusion, ohne pra-ischamisch stimulierendes Agents, hatte nach unseren
Ergebnissen keinen Einfluss, weder die Survival-Kinasen Akt und ERK1/2MAPK noch die
Stresskinase p38“APX wurden in den vorliegenden Versuchen im Rahmen einer 20-minltigen
Reperfusion nach vorausgegangener 30-minltiger Ischamie signifikant aktiviert. Zudem
konnten wir keine vermehrte Bildung von CML nachweisen. Mdglicherweise sind diese
unerwarteten Ergebnisse auf die geringe Sensitivitat des Westernblots zurlckzufthren.
Andererseits unterstiitzen diese Resultate wiederum, dass Glyoxal nicht direkt sondern mehr
uber die Aktivierung der ERK bzw. Akt Kinasen den RISK-Pathway und somit auch die
Caspasen beeinflusst und damit kardioprotektiv wirkt. Prinzipiell ist eine konzentrations-

abhangige, inhibierende Wirkung direkt auf die Caspasen ebenfalls denkbar.
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Letztendlich missen aber weitere Versuche zeigen, ob diese vorgeschlagenen Wege
ursachlich am Schutz des Myokards beteiligt sind. In Abb. 22 sind mogliche Wege der

kardioprotektiven Wirkung von Glyoxal zusammengefasst.

4.3.2 In Rattenkardiomyozyten im Zellkulturmodell

Neben den in vitro Versuchen an humanem Gewebe wurden zur Verifizierung Versuche an
Ratten-Kardiomyozyten vorgenommen. Sowohl die Pro-survival Kinase Akt als auch
ERK1/2MAPK wurden in behandelten Rattenmyozyten untersucht.

Nach maximaler Aktivierung der Kinasen ERK1/2MAPK (nach 15 min-Reperfusionszeit) und
Akt (nach 30 min Reperfusionzeit) sind diese sowohl bei den Kontrollen, als auch nach
Behandlung mit Glyoxal nur noch gering nachweisbar. Anhand der Resultate, die sich bei
einer Reperfusionszeit von 2 Stunden nach initialer 3-stindiger Ischamie darstellen, ist
ersichtlich, dass die humanen Versuchsergebnisse nicht direkt auf die Rattenmyozyten
Ubertragbar sind. Der genaue Hintergrund ist vorerst unklar.

Zur Beurteilung des Einflusses von Glyoxal auf die Caspasen untersuchten wir im Tiermodell
des Weiteren die Aktivierung der Caspase 9. Dabei =zeigt sich zu den
Reperfusionszeitpunkten (60 min, 120 min) zwar im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollen eine geringere Aktivierung, allerdings wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht.
Dieses Ergebnis geht damit mit dem im humanen Myokard weitestgehend konform.
Kontrovers zu diesen Daten sind Ergebnisse &lterer Arbeiten, in denen die Induktion von
Apoptose in der Zellkultur durch Glyoxal bzw. deren AGE u.a. durch die Aktivierung von
Caspase 3 in humanen embryonalen Lungenepithelzellen (Kasper et al., 2000) als auch
humanen Osteoblast-dhnlichen Zellen (Tippelt et al., 2004) dargestellt wurde. Insgesamt
betrachtet, scheint der positive Effekt von Glyoxal sowohl in der Zellkultur als auch im
Gewebe durchaus konzentrationsabhangig zu sein und schlagt auch bei hohen
Konzentrationen in Gewebsschadigung um. Sowohl bei Kasper et al. (2000), als auch Tippelt
et al. (2004) wurden im Vergleich zu unseren Versuchen hohere Konzentrationen in der
Zellkultur angewandt. Zudem haben aber auch wir in friheren Versuchen zeigen kdnnen,
dass hohe Glyoxalkonzentrationen (10 mM) im humanen Myokardgewebe toxisch sind.
Unsere Ergebnisse im humanen Myokard lieBen sich nicht auf die Zellkultur im Tiermodell
Ubertragen. Dabei ist die Komplexitat des menschlichen Organismus u.a. im Rahmen der
insbesondere im Alter zunehmenden Komorbiditaten, wie Adipositas, Diabetes Mellitus,

arterielle Hypertonie und chronische Niereninsuffizienz von erheblicher Bedeutung.
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4.4 Klinische Relevanz von Glyoxal

Akute myokardiale Ereignisse sind neben Neoplasien eine der haufigsten Todesursachen.
Eine zeitnahe Reperfusion nach kardialer Ischdmie ist und bleibt ein zentraler Aspekt.
Entscheidend sind die mit dem Alterungsprozess einhergehenden kardiovaskularen
Verédnderungen (Lakatta, 2002), die zu Dysfunktionen und in deren Folge kardiovaskularen
Erkrankungen, wie z.B. Herzinsuffizienz, akuten Myokardinfarkt, fihren kénnen.

Einerseits sind Ergebnisse nach Rekanalisierungstherapien durch den bereits gesetzten
Ischamieschaden begrenzt (Bucciarelli et al., 2006), andererseits kann Reperfusion selbst
Uber die Aktivierung apoptotischer Signalkaskaden Reperfusionsschaden, dem sogenannten
reperfusion injury induzieren (Murphy und Steenbergen, 2008).

Eine zentrale Bedeutung zur Kardioprotektion nimmt vermutlich der RISK Pathway ein,
indem Survival-Kinasen aktiviert werden mit infolge Inhibierung der mPTP (Murphy und
Steenbergen, 2008). Die mPTP und der RISK-Pathway scheinen daher zentrale Rollen zum
Schutz des Myokards vor Ischamie-Reperfusionsschaden und auch Management weiterer
kardiovaskularer Erkrankungen einzunehmen.

Somit ist es von groRem Interesse den Reperfusionsschaden zu reduzieren. In Abhangigkeit
von der Konzentration ist die lokale Gabe von Glyoxal ein mdglicher therapeutischer
Ansatzpunkt, da wir zeigen konnten, dass Glyoxal konzentrationsabhéngig in humanem
Myokard signifikant vor Ischamie-Reperfusionsschaden schiitzt. Dabei ist allerdings neben
dem hier dargestellten positiven Effekt die toxische Wirkung (Shangari et al., 2003) zu
beachten. Zudem ist die korrelierende CML — Bildung nach Glyoxalbehandlung von nicht
unerheblicher Bedeutung, da die AGE — Bildung neben Proteinmodifikationen und Induktion
der Radikalbildung, insbesondere die Bildung von crosslinks in den Geweben und daraus
resultierenden Funktionseinschrankungen, u.a. durch Fibrose, zur Folge haben. Hier fehlen

Langzeitversuche, insbesondere z.B. im Tier, um dies beurteilen zu kénnen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Kardiovaskulare Erkrankungen sind insbesondere bedingt durch den Lebensstil, aber auch
der steigenden Lebenserwartung die haufigsten Todesursachen der Industriestaaten.

Unter Behandlung von humanem Myokardgewebe untersuchten wir die Wirkung von
Glyoxal, einem reaktiven Dicarbonyl, im Ischamie-Reperfusionsversuch im Vergleich zu
Kontrollgewebe. Glyoxal wird nach bisheriger Auffassung eine zytotoxische Wirkung
zugeschrieben. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass eine 10 — fach héhere
Konzentration, als die hier verwendete maximale Konzentration, die Kontraktion des
humanen Myokards inhibiert.

Advanced glycation endproducts, u.a. Reaktionsprodukte aus Glyoxal und Proteinen, wird
eine entscheidende Rolle bei der Atiopathogenese von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
zugesagt. Insbesondere die Interaktion von AGE mit deren Rezeptoren, RAGE, aktiviert
intrazellulare Signalkaskaden, was zur Entstehung zellularer Dysfunktionen fihrt und sich
letztendlich in der Genese chronischer Erkrankungen wie z.B. Diabetes Mellitus und der
koronaren Herzkrankheit, widerspiegelt. Eine zentrale Bedeutung der Kardioprotektion ist
initial die Vorbeugung kardiovaskulérer Risikofaktoren und bei Auftreten eines akuten
Ereignisses die Reduktion des Ischamie-Reperfusionsschadens.

In dieser Arbeit wurden 63 Herzohren unter Berlcksichtigung zweier Altersgruppen, jeweils
aus dem rechten Vorhofmyokard wahrend des kardio-chirurgischen Eingriffs der Patienten
gewonnen, Trabekel prapariert und mit Glyoxal bzw. als Kontrolle ex vivo, unter
physiologischen Bedingungen im Organbad, behandelt. Die Gewebsproben dienten im
Anschluss der Untersuchung zelluléarer Kinasen und Signaltransduktion.

Anhand unserer Ergebnisse kann nachgewiesen werden, dass unter Einfluss von Glyoxal die
Kontraktionskraft konzentrationsabhangig im Ischamie-Reperfusionsversuch im Kontrollver-
gleich signifikant verbessert wird. Korrelierend dazu lassen die signifikante Aktivierung der
Survival-Kinasen Akt und ERK1/2MAPK sowie die reduzierte Expression von RAGE der
behandelten Trabekel einen kardioprotektiven Effekt vermuten. Untermauert werden diese
Ergebnisse, indem unter isolierter Ischamie / Reperfusion von unbehandeltem Myokard kein
Einfluss auf die Survival-Kinasen sowie RAGE — Expression dargestellt werden konnte.
Hervorzuheben ist, dass, entsprechend zur verminderten RAGE-Expression, unter Glyoxal
weniger Zelltod durch Nekrose, signalisiert im Rahmen des verringerten LDH-Releases,
nachgewiesen werden konnte. Zudem wird eine inhibierende Wirkung von Glyoxal auf die

Caspasenkaskade vermutet.
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Anhand der in dieser Arbeit entstandenen Erkenntnisse ist es gegebenenfalls mdglich,
neuartige Therapiemoglichkeiten zu entwickeln, die positiv inotrop auf Myokardgewebe, nach
Ischdmie-Reperfusionsschaden, wirken. Dazu koénnte auch die lokale Behandlung mit
Dicarbonylen wie Glyoxal zahlen. Dabei ist der Aspekt der Zytotoxizitat allerdings zu
beachten, den Glyoxal innehat. Die Konzentration scheint diesbeziiglich von entscheidender
Bedeutung zu sein. Uber das potentielle therapeutische Target muss noch weiter geforscht
werden. Caspasen, als zentrale Targets des Apoptose-Pathways, induzieren myokardialen
Schaden nach Ischamie und Reperfusion. Daher ist davon auszugehen, dass die
therapeutische Inhibierung der Caspasen, direkt oder indirekt, zur Reduktion des
Myokardschadens beitragt. Eine zentrale Rolle vermuten wir in der Aktivierung der Survival —
Kinasen. In weiteren experimentellen Arbeiten ist zu eruieren, ob und an welchem Target die
Caspase-Signalkaskade inhibiert wird, um zu klaren, warum die Glyoxalbehandlung zur
Verbesserung der Kontraktilitat beitragt.

Des Weiteren ist zu Kklaren, wie Glyoxalbehandlung trotz erhéhter AGE-Bildung zur
verminderten RAGE-Expression fihren konnte. Denn im Rahmen der verminderten RAGE —
Expression und damit reduzierten AGE — RAGE Interaktion sinkt der Zellschaden im
Gewebe. Diesbezlglich sind Arbeiten tber den genauen Mechanismus indiziert.
Andererseits ist weiter zu untersuchen inwieweit insbesondere im Alter die Bildung von AGE
und damit der Ligand fir RAGE unterbunden werden und bereits in dieser Schlisselstelle
protektiv eingewirkt werden kann. Aber auch Substanzen wie Aminoguanidin bzw.
Pyridoxamin, die die Bildung von AGE inhibieren, sind therapeutische Ansatze. In
tierexperimentellen Studien konnte bereits ein Benefit von Aminoguanidin gezeigt werden,
allerdings sind ebenfalls Nebenwirkungen wie u.a. Andmie, Leberinsuffizienz bekannt, so

dass der Einsatz beim Menschen bisher limitiert ist.
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10.

Thesen

Die Behandlung von humanem Myokardgewebe von Erwachsenen als auch Senioren

mit 1 mM Glyoxal schiitzt signifikant vor Ischamie-Reperfusionsschéden.

Der positiv inotrope Effekt ist konzentrationsabh&ngig. Hohe Dosierungen von 10 mM

wirken aber zytotoxisch.

Unter Glyoxalbehandlung werden im humanen Myokard Erwachsener und Senioren

die Survival - Kinasen Akt und ERK1/2MAPK signifikant aktiviert.

Die Bildung von Carboxy-Methyl-Lysin, CML, einem Advanced glycation Endproduct

nimmt mit steigender Glyoxalkonzentration zu.

Die Expression von RAGE, Rezeptor fur Advanced Glycation Endproduct, ist nach
Behandlung des Myokardgewebes mit Glyoxal in der Altersgruppe < 60 Jahre

signifikant reduziert.

Die reduzierte RAGE-Expression korreliert mit signifikant geringerem Zelltod im LDH-
Release Assay sowie einer signifikant verbesserten Kontraktionskraft im Glyoxal —

behandelten Myokard im Vergleich zum unbehandelten Myokard.

Der Ischamie / Reperfusionsversuch alleine fuhrt nicht zur Bildung von CML (als

mdglichen Marker nach Bildung von Glyoxal).

Glyoxal hat im humanen Myokard keinen signifikanten Einfluss auf Apoptose —

Pathways auf Ebene der Caspase 9 / Poly- (ADP-Ribose)-Polymerase (PARP).

Die Behandlung von humanem Myokardgewebe mit Caspaseinhibitor schitzt nicht

vor Zelltod im Isch&mie / Reperfusionsversuch.

Die protektive Wirkung von Glyoxal beruht insbesondere auf der Aktivierung der
Survival-Kinasen (Akt und ERK1/2M4PK) und weniger auf der direkten Inhibierung der

Apoptose.
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