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1. Einleitung 
 

1.1. Einführung 
 

Ischämische Herzerkrankung (engl. ischemic heart disease (IHD)) stellte in der Global 

Burden of Disease Study (1980-2016) weltweit die größte Ursache für durch 

vorzeitigen Tod verlorene Lebensjahre dar. Des Weiteren bildet sie aus der Gruppe 

der kardiovaskulären Erkrankungen, welche wiederrum den größten Anteil an nicht-

übertragbaren Erkrankungen darstellt, die häufigste Todesursache (1). 

Durch Arteriosklerose entstehen flusslimitierende Stenosen in den Koronarien (2, 3). 

In Folge entwickelt sich ein Missverhältnis zwischen Sauerstoffangebot und Bedarf 

des Myokards (4). Diese Ischämie kann klinisch ein sehr heterogenes Bild zeichnen. 

Zu den Manifestationsformen der IHD zählen die asymptomatische Koronare 

Herzerkrankung (KHK), symptomatische KHK (aufgeteilt in stabile Angina pectoris 

(AP) und das     akute Koronarsyndrom (ACS)), ischämische Herzmuskelschädigung, 

Herzrhythmusstörungen und plötzlicher Herztod (2). In Deutschland liegt die 

Lebenszeitprävalenz für KHK bei Männern bei 30% (Frauen 15%), und mit 50% ist das 

ACS, welches auch den schwerwiegenden ST-Hebungsinfarkt beinhaltet, die 

häufigste Erstmanifestation  (2, 3). 

Somit ist es aus sowohl aus einer gesundheitlichen als auch sozioökonomischen 

Perspektive erstrebenswert, die Auswirkungen der IHD, insbesondere des 

Myokardinfarktes, zu reduzieren. IHD erzeugt in den USA jährlich 180 Milliarden Dollar 

an Kosten, wovon für 20-40 Milliarden Dollar die Herzinsuffizienz nach einem Infarkt 

verantwortlich ist (5). Neben einer zeitlich nahen Reperfusion gibt es aktuell (Stand 

2019) keine weiteren, standardisierten, klinisch etablierten Therapien, die den 

Infarktschaden zielgerichtet reduzieren können. In der vorliegenden Arbeit wurde in 

einem experimentellen Modell auf zellulärer Ebene ein möglicher therapeutischer 

Ansatz untersucht, um den Schaden durch einen Myokardinfarkt sowie die 

anschließende Reperfusion für den Herzmuskel zu verringern. 
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1.2. Ultrastruktur eines Kardiomyozyten 
 

Herzmuskulatur ist eine Spezialform der quergestreiften Muskulatur.  Sie besteht aus 

Kardiomyozyten, die im humanen Gewebe zwischen 100-150 µm lang sind und 20-35 

µm quer messen (6, 7). Im menschlichen Herzen sind Kardiomyozyten meist 

mononukleär (6). Dagegen besitzen über 96% der Kardiomyozyten aus Ratten zwei 

Zellkerne (8). Kollektiv bilden die Kardiomyozyten ein funktionelles Synzytium, und 

sind an ihren Enden über Glanzstreifen, die unter anderem Desmosomen, Fasciae 

adhaerentes, und Gap Junctions enthalten, verbunden (7). Während Desmosomen 

und Fasciae adhaerentes mechanischen Zusammenhalt vermitteln, sind die 

Kardiomyozyten über die Gap Junctions elektrisch gekoppelt und bilden eine 

funktionelle Einheit (9-11). Ein Gap Junction Kanal besteht aus 12 Connexonen, wobei 

immer zwei Connexone benachbarte Zellen miteinander verbinden, und somit die 

Passage von niedermolekularen Stoffen wie dem second messenger cAMP, Inositol 

Triphosphat, und Kalziumionen erlauben (7). 

 
 

Abbildung 1 – Ultrastruktur eines Herzmuskelzellenausschnitts. 

Strukturell besteht der kontraktile Apparat eines Kardiomyozyten wie der einer 

Skelettmuskelzelle aus parallel angeordneten Aktin und Myosinfilamenten, woraus die 

Mitochondrium

Sarkomer

T-Tubulus

sarkoplasmatisches 
 Retikulum
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charakteristische Querstreifung hervorgeht (12). In Abbildung 2 ist ein Sarkomer 

dargestellt, die kleinste kontraktile Einheit eines Myozyten. Aktin- und Myosinfilamente 

lagern zwischen zwei Z-Scheiben, den Begrenzungen des Sarkomers, aneinander 

(13). Wird eine Kontraktion durch erhöhte intrazelluläre Kalziumspiegel ausgelöst, so 

knicken die zahlreichen Köpfe der Myosinfilamente unter ATP-Hydrolyse ab, und das 

Sarkomer - und damit auch die (Herz-)Muskelzelle – verkürzen sich (14). Pro ATP 

Zyklus ergibt sich eine Verkürzung um ca. 600Å, was ca. 0,06µm entspricht (15). 

 

 
Abbildung 2 – Aufbau eines Sarkomers. 

 

1.3. Elektromechanische Kopplung 
 

Die elektromechanische Kopplung beschreibt den Prozess von der Erregung eines 

Myozyten bis zur Kontraktion der Zelle (16). In der elektromechanischen Kopplung 

nimmt das zweiwertige Kalziumion eine zentrale Rolle ein als Vermittler der Erregung 

und auch der Kontraktion in Herzmuskelzellen. Abnormales Ca2+ Handling und 

gestörte elektromechanische Kopplung können sich in Arrhythmien klinisch 

manifestieren (17). 

M-Linie

Z-Scheibe Aktin

Myosin

Titin
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Abbildung 3 – Elektromechanische Kopplung in einer Herzmuskelzelle, modifiziert nach (16) 

 

Beginnt ein kardiales Aktionspotenzial, kommt es zum Einstrom von Ca2+ in die 

Herzmuskelzelle durch spannungsabhängige L-Typ Kalziumkanäle (auch 

Dihydropyridinrezeptoren – DHPR) (16). Natriumionen spielen hierbei nur eine 

untergeordnete Rolle (18). Dieser Einwärtsstrom [Ca]i ist für das charakteristische 

Plateau im Aktionspotenzial von ventrikulären Herzmuskelzellen mitverantwortlich 

(siehe Abbildung 3)(16). Durch den Einstrom von Kalziumionen über 

spannungsgesteuerte Ionenkanäle werden weitere Kalziumionen aus dem zellulärem 

Kalziumspeicher – dem sarkoplasmatischen Retikulum – freigesetzt (19). Dieser 

selbstverstärkende Prozess wird auch Kalzium-induzierte-Kalziumfreisetzung genannt 

(20, 21). 

Räumlich gesehen besteht eine Verdichtung von L-Typ Kanälen der T-Tubuli in der 

Nähe der Ryanodinrezeptoren vom Typ 2 (RyR2) des SR, wobei die funktionelle 

Einheit aus L-Typ Kalziumkanal, RyR2 und dem Spalt dazwischen auch als Diade 

zusammengefasst wird (21). Ein (lokal) erhöhter Kalziumspiegel aktiviert die RyR2, 

und weitere Ca2+ Ionen werden über eine verstärkende Rückkopplung aus dem SR in 

das Zytosol freigesetzt (22). Der erhöhte zytosolische Kalziumspiegel übt wiederrum 
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eine negative Rückkopplung auf die Öffnungswahrscheinlichkeit der L-Typ Kanäle aus 

und limitiert den Kalziumeinstrom (16). 

Der Querbrückenzyklus in Herzmuskelzellen ähnelt stark dem in Skelettmuskelzellen 

(23). Freie Ca2+ Ionen im Zytosol binden an Troponin C, welches zusammen mit 

Tropomyosin an die Aktinfilamente angelagert ist (19). Die Kalziumbindung induziert 

eine Konformationsänderung im Troponinkomplex, und die Myosinbindungsstellen in 

den Aktinfilamenten werden freigelegt (24). ATP-gebundenes Myosin geht mit Aktin 

nun eine querbrückenartige Verbindung ein. Durch Hydrolyse des ATPs zu ADP und 

anorganischem Phosphat sowie die Dissoziation der beiden Produkte wird die Kraft 

für die Muskelkontraktion aufgebracht. Die Myosinköpfe knicken ab und die Sarkomere 

verkürzen sich, wobei Aktin und Myosinfilamente parallel aneinander vorbeigleiten. 

Durch erneute ATP Bindung lösen sich die Myosinköpfe wieder und ein neuer Zyklus 

kann beginnen.  

Während der Diastole kommt es zur Relaxierung der Sarkomere. Um dies zu erreichen 

muss zytosolisches Kalzium wieder entfernt werden. Hierfür stehen im Wesentlichen 

drei verschiedene Mechanismen zur Verfügung. In Ratten-Kardiomyozyten wird 92% 

des freigesetzten Kalziums über die SR- Ca2+ -ATPase (SERCA) zurück in das Lumen 

des SR befördert, weitere 7% werden über den Na+/Ca2+ Austauscher (NCX) unter 

Ausnutzung des Natriumgradienten nach extrazellulär gepumpt und ca. 1% über die 

membranständige Ca-ATPase und Mitochondrien entfernt (16). Durch die Aktivität der 

Na+/K+- ATPase werden eingeströmte Natriumionen wieder entfernt und der 

physiologische Gradient wiederhergestellt (25). 
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1.4. Myokardinfarkt 
 

1.4.1. Pathophysiologie 
 

Ein akuter ST-Hebungsinfarkt (STEMI) entsteht durch den Verschluss einer 

Herzkranzarterie. Dies kann entweder durch einen thrombotischen Verschluss infolge 

aufgerissener arteriosklerotischer Plaques, seltener durch embolische Ereignisse oder 

Vasospasmus entstehen (26-28). Dabei kommt es nicht zwingend auf den 

Stenosegrad des Gefäßes an, sondern vielmehr, dass der Verschluss plötzlich 

entsteht. Entwickeln sich Stenosen über einen längeren Zeitraum, so bilden sich 

ausreichend Kollateralen aus (29). Reißt dagegen eine arteriosklerotische Plaque auf, 

so setzt sie thrombogenes Material wie Kollagen und „tissue factor“ frei (30). Die im 

Nachfolgenden stattfindende Plättchenaktivierung verstärkt sich durch Ausschütten 

von ADP, Serotonin und Thromboxan A2 selbständig (31). Zusätzlich wirken Serotonin 

und Thromboxan A2 vasokonstriktiv (32). Neben der Thrombozytenaggregation läuft 

auch die Gerinnungskaskade ab. Diese wird vor allem durch den Tissue Factor aus 

Endothelzellen angestoßen (30, 33). Über Aktivierung weiterer Faktoren wird 

schließlich Prothrombin in Thrombin umgewandelt, und es bildet sich ein Netzwerk aus 

Fibrin, dass noch quervernetzt wird.  Ist der Gefäßverschluss komplett, kommt es bei 

diesem fulminanten Infarkt zu charakteristischen Veränderungen im EKG - den 

namensgebenden ST-Streckhebungen. Im Falle eines NSTEMI ist der 

Gefäßverschluss dagegen nicht komplett. Hier liegt in etwa 35% der Fälle liegt eine 

Dreigefäßerkrankung vor, in 20% der Fälle eine Zweigefäßerkrankung, weitere 20% 

der Patienten haben eine Eingefäßerkrankung, 10% eine Hauptstammstenose, und 

15% leiden unter Störungen der Mikrozirkulation oder Vasospasmen (3). 
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1.4.2. Interventionelle Revaskularisierung 

 
Abbildung 4 – Ballonangioplastie mit Stentimplantation, schematisch.  

Zuerst wird ein Führungsdraht über den betroffenen Abschnitt vorgeschoben (A), anschließend das Gefäß mittels 

eines Ballons gedehnt (B), wodurch sich das Lumen bereits wieder vergrößert (C). Zuletzt erfolgt die Implantation 

eines Stents (D), indem dieser über den Führungsdraht an der Stenose positioniert wird und mittels Ballon in die 

Gefäßwand hineingedehnt wird. Der Stent verbleibt und der Führungsdraht wird entfernt (E).  

Das Verfahren der perkutanen transluminalen Koronarangioplastie (PTCA), auch 

perkutane koronare Intervention genannt (PCI) wurde erstmals 1977 angewendet und 

hat sich heute zu einem der Haupteingriffe im Bereich der interventionellen Kardiologie 

entwickelt (34). Um die PCI durchzuführen wird ein Führungsdraht über eine Schleuse 

(A. radialis oder alternativ A. femoralis) bis in die betroffene Koronarie vorgeführt, und 

dann unter Beleuchtung analog zu Abbildung 4 die Stenose gedehnt und ein Stent 

implantiert. Zur langfristigen Aufrechterhaltung des Flusses über der ehemaligen 

Stenose sind die meisten Stents heutzutage mit Zytostatika oder Immunsuppressiva 

beschichtet (engl. drug eluding stents, DES). Die pathophysiologische Idee dahinter 

ist, dass durch Verhinderung einer Intimaproliferation die Rate an Restenosen gesenkt 

werden kann. Diese Überlegung konnte in Studien bestätigt werden (35, 36). Schon 

2004 wurden in über 80% der Interventionen DES verwendet (37).  
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1.5. Der Ischämie/Reperfusionsschaden 
 

Der Ischämie/Reperfusionsschaden (engl. ischemia reperfusion injury (IRI)) setzt sich 

aus zwei Komponenten zusammen. Einmal entsteht ein Schaden durch die Effekte der 

Ischämie selbst, und paradoxerweise weiterer Schaden durch die anschließende 

Reperfusion (38, 39). Im Beispiel des myokardialen Ischämie/Reperfusionsschadens 

sind unterversorgte Kardiomyozyten im Versorgungsbereich des betroffenen Gefäßes 

primär dem Risiko der Nekrose ausgesetzt, welche unvermeidbar eintritt, sollte auf 

Dauer keine Reperfusion erfolgen (40). Während die Reperfusion, und somit 

Wiederversorgung mit Sauerstoff und Nährstoffen, Zellen vor dem Schicksal der 

Nekrose bewahren kann, bringt auch sie weitere Komplikationen mit sich, die dennoch 

mit dem Zelltod enden können. Allein der Reperfusionsschaden kann bis zu 50% der 

endgültigen Infarktgröße ausmachen (39). Abbildung 5 zeigt eine Verlaufsgrafik des 

myokardialen Schadens bedingt durch Ischämie beziehungsweise Reperfusion. 

  

 
Abbildung 5 – Myokardiale Infarktgröße in Abhängigkeit von der Zeit bis PCI sowie Darstellung des Anteils des 
Reperfusionsschadens.  

Die theoretische Infarkgröße ohne Reperfusion wird durch PCI nicht erreicht. In Anlehnung an (40) 

Ischämie Reperfusion
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rk
tg
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Reduktion der  
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Diverse Faktoren tragen zum Ischämie/Reperfusionsschaden bei oder begünstigen 

ihn, wobei sowohl intra- als auch extrazelluläre Vorgänge eine Rolle spielen.  

 

1.5.1. Intrazelluläre Prozesse 
 

Durch die Hypoxie werden die Zellen gezwungen, ihren Energiebedarf durch 

anaeroben Stoffwechsel zu decken. Der anaerobe Stoffwechsel führt zu einer 

Anhäufung von Laktat und Protonen und somit zu einer Absenkung des intrazellulären 

pH Wertes (41). Die zunehmende intrazelluläre Akkumulation an Protonen bedingt 

eine verstärkte Aktivität des Na+/H+ Tauschers, und es kommt zur Na+ Überladung 

(42). Diese erhöhte intrazelluläre Na+ Konzentration kehrt die Austauschrichtung des 

Na+/Ca2+ Tauschers (NCX) um; der sogenannte „reverse mode“ tritt ein (43). Die 

intrazelluläre Kalziumkonzentration nimmt stark zu. Eine Hyperkontraktur des 

Kardiomyozyts sowie das Öffnen der mitochondrial permeability transition pore 

(mPTP) wird jedoch noch durch einen niedrigen intrazellulären pH verhindert (44). Die 

mPTP ist ein unspezifischer mitochondrialer Ionenkanal, dessen Öffnung vor allem 

durch hohe Kalziumkonzentrationen vermittelt wird und zum Zusammenbruch des 

mitochondrialen Potenzials, mitochondrialer Schwellung und Zelltod führt (45, 46). 

Gleichzeitig akkumulieren im ER ungefaltete Proteine und die unfolded protein 

response (UPR) wird ausgelöst (47). Welche Rolle ER-Stress und die UPR für den 

Ischämie/Reperfusionsschaden spielen, wird im Abschnitt 1.6 besprochen.  

Durch Mangel an energiereichen Äquivalenten während der Hypoxie wird der weitere 

Abbau von ADP über AMP, Adenosin, Inosin, zum Hypoxanthin angestoßen (48). 

Unter hypoxischen Bedingungen wird die Xanthindehydrogenase, welche die Reaktion 

von Hypoxanthin zu Xanthin katalysiert und dabei Nikotinamidadenindinukleotid 

(NAD+/NADH) als Koenzym benötigt, in die Xanthinoxidase umgewandelt, die 

dagegen elementaren Sauerstoff benötigt und diesen in reaktive Sauerstoffspezies 

(ROS) überführt (49). Die Umwandlung von Hypoxanthin in Xanthin durch die 

Xanthinoxidase mit der einhergehenden Produktion von ROS ist somit während der 

Hypoxie noch inhibiert. 

Kommt es zur Reperfusion, so ist schlagartig wieder Sauerstoff verfügbar, und der 

extrazelluläre pH normalisiert sich. Der intrazelluläre pH gleicht sich zügig an, und 

aerober Stoffwechsel und oxidative Phosphorylierung werden wiederaufgenommen, 

wodurch die ATP Reserven der Zelle steigen (41). Die Inhibiton des 
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Querbrückenzyklus wird durch die pH Normalisierung nach der Reperfusion wieder 

aufgehoben (50). Durch die weiterhin hohen zytoplasmatischen Ca2+ Spiegel kommt 

es zu einer maximalen Kraftentwicklung mit mechanischem Zellschaden und somit 

Ausbildung einer irreversiblen Hyperkontraktur (51). 

Gleichzeitig kommt es in der frühen Phase der Reperfusion zu einer verstärkten ROS 

Produktion (52). Die Xanthin Oxidase ist aufgrund des Sauerstoffangebots nicht mehr 

inhibiert, und durch den Abbau des aufgestauten Hypoxanthins entstehen ROS (49). 

Die ROS Produktion führt zu einer Verstärkung der Kalziumüberladung durch 

Kalziumfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (40). Ein wichtiger 

Mechanismus dafür ist die Oxidation und somit Aktivierung von Ryanodinrezeptoren 

(53). Einhergehend mit der pH-Normalisierung und ROS Produktion bei vorhandener 

Kalziumüberladung öffnet sich die mPTP (54, 55). Der Prozess der ROS-Produktion 

läuft nach Öffnen der mPTP selbstverstärkend ab (56). In den Komplexen der 

Atmungskette kommt es zu oxidativen Schädigungen und konsequenten 

Undichtigkeiten, wodurch weitere ROS abgegeben werden (57).  

  
Abbildung 6 – Störung der zellulären Homöostase während der Ischämiephase und Reperfusion. 

 Pfeile kennzeichnen verstärkende Wirkungen, mit einem Strich endende Linien inhibierende Wirkungen. 
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1.5.2. Extrazelluläre Prozesse 
 
Zu den intrazellulären Effekten des Ischämie-/Reperfusionsschadens addiert sich in 

vivo noch der Schaden, der von Immunzellen, Endothelzellen und vaskulärer 

Schädigung ausgeht. Durch Endothelschwellung, Vasospasmus, Einschwemmen von 

Mikrothromben und Immunzellen sowie kapillärer Kompression durch Myokardödeme 

kann es zum „no-reflow“ Phänomen kommen (58, 59). „No-reflow“ bezeichnet keinen 

oder einen verminderten koronaren Fluss nach PCI (58). Ein verminderter koronarer 

Fluss nach PCI ist mit einem erhöhten Auftreten von Herzinsuffizienz, Arrhythmien und 

Tod assoziiert (60). Der schlechtere Outcome deutet eine Verstärkung des Ischämie-

/Reperfusionsschadens an. Zum „no-reflow“ Phänomen nach Ischämie/Reperfusion 

trägt die Kontraktion von Perizyten, die den Endothelzellen von außen aufgelagert 

sind, bei (61). Durch die Kontraktion der Perizyten, eventuell unter Mitbeteiligung 

weiterer extravasaler Zelltypen, können sich koronare Kapillaren verschließen und zu 

einer post-ischämischen Minderdurchblutung des betroffenen Areals führen (62). Des 

Weiteren bewirken vermehrte ROS eine geringere Bioverfügbarkeit von dem 

Vasodilatator NO (63). Zusätzlich werden durch Chemotaxe neutrophile Granulozyten 

in das Infarktgebiet gelockt, und wandern innerhalb von 24 Stunden in das 

Herzmuskelgewebe ein (39). Dort setzen sie ROS und lytische Enzyme frei, welche 

neben den beschädigten Kardiomyozyten auch noch funktionale Zellen angreifen (48). 

Eine Kalziumüberladung in geschädigten Endothelzellen bewirkt eine endotheliale 

Dysfunktion, welche die Leukozytenwanderung und ein extravasales Ödem weiter 

begünstigen (64). Extrazelluläre Prozesse können methodisch in dem hier 

verwendeten Modell nicht berücksichtigt werden. 

 

1.5.3. Endogene Induktion der Apoptose im Kontext von I/R 
 

Synonym zu Apoptose wird häufig der Begriff „programmierter Zelltod“ verwendet, 

welcher die Apoptose prägnant und zutreffend zusammenfasst. Der Begriff „Apoptose“ 

wurde erstmals 1972 verwendet und beschreibt einen von der Zelle aktiv gesteuerten 

Prozess, dem äußere oder innere Ursachen zugrunde liegen, und letztendlich zum 

Absterben der Zelle führt (65). Die Apoptose besitzt einen hohen physiologischen 

Stellenwert in Prozessen der Differenzierung des Organismus, Regulation der 

Zellzahl, und Beseitigung defekter oder (durch Viren) infizierter Zellen (66, 67). Jedoch 
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gibt es Situationen, wie Reperfusion nach Ischämie, z.B. bei PCI nach einem 

Myokardinfarkt, in denen verstärkte Apoptose zu einem zusätzlichen Zelluntergang 

und somit Organschädigung führt (68, 69).  

 

Auf die extrinsische Induktion der Apoptose, beispielweise durch Immunzellen über 

Fas-Rezeptoren, wird in dieser Arbeit aufgrund der fehlenden Relevanz an isolierten 

Zellen nicht näher eingegangen. Vielmehr ist die intrinsische Regulation in diesem 

Modell interessant. Diverse Intrazelluläre Signale, beispielsweise DNA-Schäden, 

Radikale oder eine gestörte zelluläre Homöostase können Apoptose auslösen (70).  

Neben ihrer Rolle als Energielieferanten der Zelle besitzen Mitochondrien eine weitere 

Funktion mit der Regulation der Apoptose. Die mitochondrial permeability transition 

pore (mPTP), ROS, und Cytochrom C nehmen hierbei eine zentrale Rolle ein (71). 

Durch mitochondriale Dysfunktion, ROS Produktion und Kalziumeinstrom kommt es 

zur Öffnung der mPTP und Verlust des inneren Membranpotenzials (72-74). Es konnte 

gezeigt werden, dass der Verlust des mitochondrialen Membranpotenzials zur 

Induktion der Apoptose führt. Durch Verlust des Potenzials und der erhöhten 

Permeabilität der inneren Mitochondrialen Membran kommt es zum Anschwellen der 

Mitochondrien (73), und zur Erhöhung der Membranpermeabilität für Cytochrom C 

(71). Durch Freisetzen dieses proapoptotischen Proteins wird der programmierte 

Zelltod eingeleitet (74). Neben Apoptose kann ein Öffnen der mPTP auch zur Nekrose 

führen (75). 

 

1.5.4. Strukturelle und funktionelle Veränderungen/Remodeling 
 

Die myokardiale Ischämie sollte möglichst innerhalb der ersten zwei Stunden nach 

Beginn behoben werden, da mit zunehmender Ischämiedauer das mittlere Überleben 

der Patienten abnimmt (76). Ist durch den Infarkt ein schwerwiegender Schaden 

entstanden, so können sich auch nach Reperfusion längerfristige Konsequenzen 

entwickeln, denn myokardiale Ischämie ist einer der Hauptursachen von 

Herzinsuffizienz (77). Nach einem Herzinfarkt kommt es zum sogenannten 

Remodeling – ein komplexer multifaktorieller Prozess der biochemische, strukturelle 

und geometrische Veränderungen im Herzmuskel beschreibt (78). Im Prozess des 

Remodeling kommt es erstmal zu einem Entzündungsprozess durch 

Zytokinausschüttung (79). Matrix Metalloproteasen werden durch ROS und Zytokine 
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aktiviert (80). Durch die Metalloproteasen wird die Kollagenquervernetzung 

geschwächt und begünstigt so einen dilatativen Umbau (81). Resultierendes 

Narbengewebe verursacht eine gestörte Relaxation und somit diastolische 

Dysfunktion, und verstärkt die durch Zelltod entstandene systolische Insuffizienz (77). 

Zusätzlich zu den strukturellen Veränderungen finden diverse elektrophysiologische 

Veränderungen auf Ionenkanalebene statt, welche die Entstehung von Arrhythmien 

nach postischämischem Remodeling begünstigen (82). 

 

1.6. ER Stress und die Unfolded Protein Response 
 

Wenn fehlgefaltete Proteine im Lumen des endoplasmatischen Retikulums 

akkumulieren und die zellulären Korrekturmechanismen hierdurch überlastet sind, 

kommt es zum ER-Stress (83, 84). Ursächlich hierfür können endogene oder exogene 

Faktoren  wie z.B. UV-Strahlung, reaktive Sauerstoffspezies, Hypoxie, 

Proteinmutationen oder Nährstoffentzug sein (85). Auch Ischämie/Reperfusion sowie 

in-vitro Hypoxie/Reoxygenierung führen zu ER Stress (86). Infolge dessen wird eine 

intrazelluläre Signalkaskade ausgelöst, die sogenannte „unfolded protein response“ 

(UPR)  (85, 87, 88). Die UPR ist eine zelluläre Antwort auf ER-Stress, und soll diesem 

primär entgegenwirken beziehungsweise bei schwerwiegenderer Schädigung die 

Apoptose einleiten (87, 88). Sie ist evolutionär von der Hefe bis zu Säugetieren hoch 

konserviert (89), und stützt sich hauptsächlich auf drei Signalgeber: PERK, inositol-

requiring-enzyme 1 (IRE1), und activating transcription factor 6 (ATF6) (83, 88). Im 

Ruhezustand binden die Sensoren das Protein GRP78/BiP, welches diese inhibiert, 

und bei ER-Stress dissoziiert (90). Als „chaperone“ ist GRP78 im Rahmen der 

Proteinfaltung und Translokation unterstützend tätig. 

 

1.6.1. PERK 
 

Das Protein „PKR-like endoplasmic reticulum kinase“, kurz PERK, ist in der Membran 

des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert, und wurde erstmals 1998 beschrieben 

(91). Es besteht aus einer N-terminalen luminalen Domäne, die ins ER ragt, und einer 

zytosolischen Domäne, die die Kinase darstellt (84, 92). PERK ist eines der 

Hauptproteine, welche durch ER-Stress aktiviert werden und die entstandene 

Imbalance von korrekt und fehlgefalteten Proteinen detektieren kann (92). Der genaue 
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Aktivierungsmechanismus für PERK ist hierbei noch unklar. Jedoch spielt die 

Interaktion der Beta-Faltblatt Untereinheit von PERK mit fehlgefalteten Proteinen 

möglicherweise eine Rolle (92). Diese besitzt strukturelle Ähnlichkeit zu MHC 

Proteinen (85), was eine Protein-bindende Funktion nahelegt. Auch eine 

Sauerstoffabhängige Inhibition (ähnlich zu der von hypoxia-inducible-factor-1 (HiF1) ) 

unter Ruhebedingungen wird diskutiert (93). Des Weiteren ist bekannt, dass PERK 

Moleküle sich zu einem Dimer zusammenlagern können, und durch 

Autophosphorylierung die Kinaseaktivität aktiviert wird (94). Neuerdings wurde 

entdeckt, dass PERK Moleküle auch tetramerisieren können (92, 95). Die im weiteren 

Ablauf stattfindende Autophosphorylierung läuft in der tetramerischen Konformation 

besonders effizient ab (95).  

 

 
Abbildung 7 Struktur von PERK als Monomer, Dimer und Tetramer. Modifiziert nach (95). 

 

Substrat des Kinaseanteils von PERK ist der eukaryotische Initiationsfaktor 2 alpha 

(eIF2α), der in seinem phosphorylierten Zustand die Translation von mRNA in Proteine 

global hemmt (84). Diese Reaktion soll ER-Stress verringern, da infolge global 

verringerter Translation zwangsläufig weniger fehlgefaltete Proteine entstehen. 

Interessanterweise werden jedoch gleichzeitig bestimmte Proteine vermehrt 

exprimiert, welchen sowohl pro- als auch antiapoptotische Wirkungen zugeschrieben 

werden (87). Durch Phosphorylierung von eIF2α wird der Transkriptionsfaktor ATF4 

(activating transcription factor 4) vermehrt exprimiert, was einerseits zu vermehrter 

Expression von Chaperonen führt, die die Proteinfaltungskapazitäten verbessern 

sollen, andererseits aber auch die Expression von CHOP (C/EBP homologous protein) 

fördert, welches wiederrum proapoptotisch wirkt (83, 87). Wie genau reguliert wird, 

welcher Pfad letztendlich überwiegt, ist noch nicht abschließend geklärt. 
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Des Weiteren wurde in den letzten Jahren zunehmend gezeigt, dass PERK neben der 

Wirkung auf die Translation direkte Interaktionen mit weiteren Substraten eingehen 

kann. Ein Zusammenhang zwischen phosphoryliertem PERK und erhöhter 

enzymatischer Aktivität des Calcineurins konnte bereits hergestellt werden (96, 97). 

Ferner konnte in einem Co-Immunopräzipitationsassay gezeigt werden, dass aktives 

PERK Calcineurin direkt bindet (98). Calcineurin erleichtert die Dissoziation von 

FKBP12.6, was die Öffnungswahrscheinlichkeit von Typ 2 Ryanodinrezeptoren erhöht 

und zu einem Kalziumeinstrom ins Zytosol führt (96, 99, 100). Dieser Kalziumeinstrom 

kann über ein Öffnen der mPTP zur Apoptose der Zelle führen (101). In Abbildung 8 

sind der PERK/Calcineurin Weg und weitere Substrate von PERK im Kontext mit 

Apoptose aufgeführt. 

  
Abbildung 8 – Schematische Signalkaskade zu ER-Stress induzierter Apoptose mit Fokus auf PERK. 

 In Anlehnung an  (99). 
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1.6.2. IRE1 
 

Inositol requiring enzyme 1 (IRE1) ist wie PERK ein Transmembranprotein des ER 

(102). Seine luminale Domäne enthält auch eine MHC-ähnliche Bindungsstelle, die mit 

Proteinketten interagieren kann und möglicherweise den Aktivierungsmechanismus 

unter ER Stress darstellt (102). Die zytoplasmatische Domäne besitzt neben einer 

Kinaseaktivität auch eine Endoribonukleaseaktivität (87, 103). Nach luminaler 

Aktivierung kommt es zur Homodimerisierung und Autophosphorylierung von IRE1 mit 

anschließender Konformationsänderung, welche die Endoribonuklease aktiviert (87). 

Substrat der Endonuklease ist die X-Box-Binding-Protein (XBP1) mRNA, welche durch 

Splicing in den Transkriptionsfaktor XBP-1s umgewandelt wird (104). Dieser fördert 

unter anderem die Expression von Chaperonen (83), welche bei der Proteinfaltung 

assistieren und somit ER-Stress lindern sollen. 

 

1.6.3. ATF6 
 

Das Protein activating transcription factor 6 (ATF6) wird konstitutiv als 90 kDa großes 

ER Transmembranprotein exprimiert (105). ATF6 besitzt analog zu PERK und IRE1 

eine luminale „Stresssensordomäne“ (83). Unter ER-Stress kommt es zum Transport 

in den Golgi-Apparat, wo durch die Proteasen S1P und S2P der eigentliche 

Transkriptionsfaktor, ATF6f (ATF6 Fragment) abgespalten wird (83). Dieser nukleäre 

Faktor steigert die Expression von Chaperonen, sowie den ER-assoziierten 

Proteinabbau (ERAD) (106).  
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1.7. Zielsetzung 
 

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, durch Testen des neuartigen PERK-Inhibitiors 

GSK2656157, der möglicherweise klinisch eingesetzt werden könnte, Aspekte der 

Bedeutung von PERK für den zellulären Schaden infolge der Reoxygenierung nach 

Hypoxie (H/R) an isolierten Herzmuskelzellen zu untersuchen. Hierzu wurden folgende 

Hypothesen überprüft:  

 

In isolierten Herzmuskelzellen kommt es nach Hypoxie/Reoxygenierung zu 
einer zytosolischen und mitochondrialen Kalziumüberladung. 

 

Eine PERK Inhibition mit GSK2656157 vermindert diese H/R-vermittelte 
Kalziumüberladung. 

 

Die PERK Inhibition mit GSK2656157 reduziert die H/R-vermittelte 
Apotoserate in isolierten Herzmuskelzellen. 
 

Um die erste Hypothese zu überprüfen wurde die zytosolische und mitochondriale 

Ca2+-Konzentration mit den Fluoreszenzfarbstoffen Fluo-4 beziehungsweise Rhod-2 

per konfokaler Lasermikroskopie nach Durchlaufen des H/R Protokolls gemessen. 

Hierbei wurden einmal Frame Scans und Transienten (siehe Material und Methoden) 

in den unterschiedlichen Gruppen abgeleitet. Zusätzlich wurden lichtmikroskopische 

Bilder angefertigt, in denen vitale beziehungsweise hyperkontraktile Zellen gezählt 

wurden, als Indiz für eine stattgefundene Kalziumüberladung. 

Um zu überprüfen, ob eine PERK Inhibition diese Kalziumüberladung verringert 

wurden manche Gruppen mit dem PERK Inhibitor GSK2656157 in einer Konzentration 

von 2 µM inkubiert, die anderen entsprechend mit Vehikel. Anschließend wurden auch 

hier wieder Kalziummessungen per konfokale Lasermikroskopie durchgeführt.  

Obwohl Rhod-2 per se schon ein mitochondrialer Kalziumfarbstoff ist, wurde die 

Anreicherung in den Kardiomyozyten per Kolokalisationanalyse mit Mitotracker Green 

FM überprüft, um ein möglichst mitochondriales Beladungsmuster sicherzustellen. 

Um die letzte Hypothese zu überprüfen wurde die Apoptoserate nach H/R 

fluoreszenzmikroskopisch per TUNEL bestimmt. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Versuchstiere 
 

Als Versuchstiere dienten männliche Sprague-Dawley Ratten (Charles River 

Laboratories). Das jeweilige Versuchstier wurde vor Organentnahme in einer 

Narkosekammer mit Isofluran narkotisiert. Eine suffiziente Narkose kennzeichnete 

sich durch eine stark verlangsamte Atemfrequenz der Ratte, sowie Regungs- und 

Reflexlosigkeit. Letztere wurde durch einen starken Druck zwischen die Zehen 

überprüft. Anschließend wurde das Versuchstier zügig mittels einer Guillotine getötet. 

 

2.2. Isolation ventrikulärer Rattenkardiomyozyten 

 
Die Vorderseite des Tieres wurde mit einer 70% (v/v) Ethanollösung eingesprüht. Mit 

einer großen OP-Schere wurde das Abdomen knapp unterhalb des Zwerchfells durch 

einen Querschnitt eröffnet. Das Zwerchfell wurde durchtrennt, und eine 10 mL 

eisgekühlte, isotone NaCl Lösung in den Thorax gespült. Hierdurch sollte die 

Stoffwechselaktivität des Herzens heruntergefahren werden und die Kardiomyozyten 

geschont werden. Während eine Hand das Thoraxfell spannte, wurden die Rippen 

durchtrennt und das Thoraxfell als Lappen nach oben geklappt. Bei freier Sicht auf das 

Herz wurde in den linken Ventrikel 0,4 mL einer 1:1 Mischung aus Isolationstyrode 

(Tabelle 1) und Heparin (Rotexmedica, 25000 IE/5 mL) injiziert. Hierfür wurde eine 1 

mL Plastikspritze und eine 30G Kanüle verwendet. Die Gerinnselbildung in den 

Koronarien konnte somit verhindert werden.  
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Substanz Konzentration (mmol/l) Gelöst in 

ddH2O 

pH 7,40 bei 

37°C mit 

NaOH 

NaCl 113 

KCl 4,7 

KH2PO4 0,6 

Na2HPO4 * 2H2O 0,6 

MgSO4 * 7H2O 1,2 

NaHCO3 12 

KHCO3 10 

HEPES 10 

Taurin 30 

Glukose 5,5 

2,3-Butanedionmonoxim 10 
Tabelle 1 - Isolationstyrode, ddH2O = zweifach destilliertes Wasser 

 

Anschließend wurde mit einer Pinzette ein Faden (Ethicon Vicryl® Polyglactin 910) 

unter der Aorta hindurchgezogen und ein doppelter Maschinenknoten locker vorgelegt. 

Die Aorta wurde mit einer Gefäßschere von oben angeschnitten, und in das Lumen 

eine Kanüle bis kurz oberhalb der Koronarienabgänge eingeführt. Die Kanüle wurde 

zuvor mit einem Kanülenhalter sowie einem Infusionssystem gefüllt mit 

Isolationstyrode verbunden, sodass sie blasenfrei entlüftet blieb.  

Der vorgelegte Knoten wurde zugezogen, und das Herz durch einen weiteren Knoten 

in Gegenrichtung an der Kanüle gesichert. Durch diese Methode der in-situ 

Kanülierung konnte eine kürzere Dauer von Beginn der Explantation bis zum Beginn 

der Perfusion gewährleistet werden. Gebliebene Verbindungen des Herzens zum 

Thorax wurden durchtrennt und das Herz an eine Langendorff-Perfusionsanlage 

(Langendorff 1895, Abbildung 9) überführt. Mit einer Flussgeschwindigkeit von 2,6 

mL/min wurde die Enzymlösung (Tabelle 2) retrograd in die Aorta und somit in die 

Koronarien befördert.  
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Trypsin 2,5% (Gibco) 200 µL Gelöst auf 40 mL 

Zielvolumen in 

Isolationstyrode 
LiberaseTM TM Research Grade 

(Roche) 

50 mg gelöst in 10 mL ddH20 

300 µL 

CaCl2 10 mM 50 µL 

Tabelle 2 Enzymlösung 

 

 

 
Abbildung 9 Schematischer Aufbau des Langendorff Perfusionsapparates 

 

Nach vollständigem Durchlaufen der Enzymlösung wurden die Ventrikel von dem 

kanülierten Herzen abgetrennt und in eine Petrischale mit Stopplösung (Tabelle 3) 

überführt. Das Herz hatte durch den enzymatischen Verdau nun eine weiche 

Konsistenz. Die Mischung aus Kollagenasen und Proteasen in der Enzymlösung löst 

interzelluläre Verbindungen und ermöglicht die schonende Gewinnung isolierter Zellen 

aus Gewebe. Durch sanftes Auseinanderziehen wurde das Herz zerkleinert. Übrige 

Gewebestücke wurden langsam auf- und abpipettiert, um weitere Zellen aus dem 

Verband zu lösen. Die Stopplösung samt Zellen wurde anschließend durch ein Zellsieb 

(Porengröße 200 µm) gefiltert. Die Zellsuspension wurde alle 7 Minuten schrittweise 
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steigenden Kalziumkonzentrationen ausgesetzt, um kalziumtolerante Kardiomyozyten 

zu erhalten. Zwischen den Schritten wurde der Überstand verworfen.  

 

FBS 1 mL Gelöst auf 10 mL 

Zielvolumen in 

Isolationstyrode 
CaCl2 10 mM 12,5 µL 

Tabelle 3 Stopplösung 

Schritt CaCl2 

Konzentration 

Volumen CaCl2 

100 mM 

Jeweils auf 10 mL 

Zielvolumen in 

Isolationstyrode 

mit 10% (v/v) BCS 

gelöst 

1 0,1 mM 10 µL 

2 0,2 mM 20 µL 

3 0,4 mM 40 µL 

4 0,8 mM 80 µL 

5 1,2 mM 120 µL 
Tabelle 4 Kalziumaufbaulösungen 

 

 

2.3. Normoxische und hypoxische Kultur der Primärzellen 
 

Das im letzten Schritt der Isolation erhaltene Pellet wurde mit 1 mL Kulturmedium I 

(Tabelle 6) resuspendiert, und hiervon 300 µL in eine Zellkulturflasche (Cellstar® Cat.-

No.: 690175) mit den restlichen 9 mL vorgewärmten Kulturmedium I überführt. 

Anschließend wurden je 200 µL Zellsuspension auf die Messkammern pipettiert. Diese 

wurden zuvor mit jeweils 2,5 µL unverdünntem Laminin (L2020, Sigma-Aldrich) pro 

Kammer mit einer Pipette möglichst gleichmäßig beschichtet. Als natürlicher 

Bestandteil von Basalmembranen ermöglicht das Glykoprotein Laminin ein Anhaften 

der Zellen an der Messkammer.  

Damit sich die Kardiomyozyten aus der Suspension absetzen konnten, wurden die 

Messkammern 20 Minuten lang bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Danach erfolgte ein 

Mediumwechsel in den Normoxiegruppen auf 400 µL Kulturmedium II (Tabelle 7) ± 

den PERK Inhibitor GSK2656157 (2 µM) beziehungsweise DMSO, mit weiterer Kultur 

bei 37°C und 5% CO2. Die Hypoxiegruppen wurden in eine Hypoxiekammer (H35 

Hypoxystation, Don Whitley Scientific) bei 0,5% O2, 94,5% N2, 5% CO2 geschleust. In 

der Kammer erfolgte ein Mediumwechsel auf 400 µL Hypoxietyrode pro Messkammer 
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(Tabelle 5) ± GSK2656157 (2 µM) beziehungsweise DMSO. Die Hypoxietyrode wurde 

bereits 24h vorher in einer Zellkulturflasche (CellStar® Culture Flask 690175) 

eingeschleust, damit gelöster Sauerstoff entweichen kann. Nach zwei Stunden 

hypoxischer Inkubation wurden die Hypoxiegruppen wieder ausgeschleust und sofort 

einem Mediumwechsel auf Kulturmedium II ± Inhibitor beziehungsweise Vehikel 

unterzogen. Diese zügige Reoxygenierung simulierte die Reperfusion durch PCI. Nach 

weiteren 15 min normoxischer Inkubation folgte die Farbstoffbeladung mit den 

Fluoreszenzfarbstoffen. Für die TUNEL Methode wurden entsprechend längere 

Reoxygenierungsdauern verwendet, auf die in dem Abschnitt 3.7 näher eingegangen 

wird. 

 

Substanz Molarität (mM) Gelöst in 

ddH2O 

pH 6,40 bei 

37°C mit 

NaOH 

NaCl 130 

KCL 5 

CaCl2 1,8 

MgCl2 1 

2-Deoxyglukose 20 

Penicillin-Streptomycin 

100x 

1% v/v 

Tabelle 5 Hypoxietyrode 

 

Medium 199 9,8 mL 

Insulin-Transferrin-

Selenium 100x 

0,1 mL 

Penicillin-Streptomycin 

100x 

0,1 mL 

Tabelle 6 Kulturmedium I 

 

Medium 199 9,9 mL 

Penicillin-Streptomycin 

100x 

0,1 mL 

Tabelle 7 Kulturmedium II 
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2.4. Der PERK-Inhibitor GSK2656157 

 
Für die PERK-Inhibiton wurde der selektive Inhibitor GSK2656157 (Selleck Chemicals, 

Catalog No.S7033) in einer Konzentration von 2 µM verwendet. Er wirkt als ATP 

kompetitiver Inhibitor, der die Autophosphorylierung und somit Aktivierung von PERK 

zu Phospho-PERK (P-PERK) und die Substratphosphorylierung von eIF2a hemmt 

(107). Da die Hemmung eIF2a unabhängig geschieht und die Autophosphorylierung 

von PERK verhindert, könnte der Inhibitor auch eIF2a unabhängige Effekte von P-

PERK hemmen. In einem Aktivitätsassay von Atkins et al., das 300 weitere Kinasen 

untersuchte zeigt sich eine IC50 von PERK bei einer Konzentration von nur 0,9 nM 

GSK2656157 (107). Die IC50 ist somit >100 Mal niedriger als für andere Kinasen aus 

dem genannten Assay. Ferner wurde in dem selbigen Assay bei 10 µM 

Inhibitorkonzentration die prozentuale Inhibition der Kinasen gemessen. Aus 

supplementären Daten ist zu entnehmen, dass auch die Kalzium-Calmodulin-

abhängigen Proteinkinase II (CAMKII), welche eine große Rolle in der 

Kalziumhomöostase der Kardiomyozyten spielt, untersucht wurde. Im Herzen werden 

primär die Isoformen CAMKIIδ und CAMKIIγ exprimiert (108). Selbst in einer hohen 

Konzentration von 10 µM in direkter Kinasenumgebung wurde die Aktivität nur um 

17,69% (CAMKIIγ) beziehungsweise 19,61% (CAMKIIδ) gegenüber einer Kontrolle mit 

DMSO reduziert (107). 
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Abbildung 10 Strukturformel des PERK Inhibitors GSK2656157 und IC50 Werte einiger Kinasen.  

Modifiziert nach (107). 

 

Da die intrazelluläre Konzentration des Inhibitors in diesem Fall jedoch entscheidend 

ist, werden für das Arbeiten in Zellkultur deutlich höhere Konzentrationen im Medium 

benötigt. Atkins et al. konnten zeigen, dass eine für die Expression UPR-induzierter 

Gene wie z.B. CHOP relevante PERK Inhibiton in pankreatischen Tumorzellen der 

Linie BxPC3 bereits mit einer Konzentration von 1 µM extrazellulär vorliegt (107). 

Aufgrund der Effektstärke des simulierten Ischämie-Reperfusionsschadens und der 

Präinkubationsdauer von zwei Stunden während der Hypoxie sowie der anderen 

Zellart wurde die doppelte Konzentration (2 µM) für die Inhibitionsgruppen ausgewählt. 

  

values of 100 nmol/L or less confirming that GSK2656157 has
outstanding selectivity for PERK inhibition (Table 1).

Cellular activity of GSK2656157
Cellular PERK-dependent signaling was measured in the

BxPC3 pancreatic tumor cell line. PERK has been shown to be
hyperactivated in cells upon treatment with pharmacologic
agents that disturb the Ca2þ balance (thapsigargin), protein
folding dithiothreitol (DTT), or glycosylation (tunicamycin) in
the endoplasmic reticulum. Treatment of cells with tunicamy-
cin (5 mg/mL) or thapsigargin (1 mmol/L) leads to activation
and autophosphorylation of PERK, which was visualized
by a mobility shift in Western blot analysis using anti-
PERK antibodies, as there are no selective antibodies against
humanphospho-PERK. Pretreatment of cells withGSK2656157
resulted in inhibition of PERK activation aswell as decreases in
the downstream substrates, phospho-eIF2a, ATF4, and CHOP
with an IC50 in the range of 10–30 nmol/L (Fig. 1A). Similar
results were also obtained using DTT (5 mmol/L) in BxPC3

cells aswell as all 3UPR inducers inHPAC cells, another human
pancreatic andenocarcinoma cell line (data not shown).

PERK activation results in the repression of global protein
synthesis (31). Using a pulse-chase experimental approach, the
effects of tunicamycin and GSK2656157 on de novo protein
synthesis in BxPC3 cells were evaluated. Tunicamycin treat-
ment caused a 36% reduction in 35S-methionine incorporation
compared with DMSO-treatment alone in the BxPC3 cells
(Fig. 1B). Cells that were exposed to 1 mmol/L GSK2656157
before UPR induction were able to block this effect on de novo
protein synthesis. These findings are consistent with PERK's
role in maintaining cellular homeostasis under stress
conditions.

Changes in RNA expression of 84 UPR-related genes was
analyzed in BxPC3 cells. The excellent biochemical and cellular
selectivity of GSK2656157 was also evidenced by lack of change
in gene expressionwithGSK2656157 treatment comparedwith
DMSO, in the absence of UPR induction (data not shown).
Seventeen genes were found to be transcriptionally regulated
(either up or down by "4-fold) in response to tunicamycin-
induced UPR activation (Fig. 2). Five of these genes (DDIT3,
HERPUD1, PPP1R15A, C/EBP-beta, and ERN1) were down-
regulated more than 4-fold by GSK2656157, consistent with
published reports using PERK siRNA (32).

Antiproliferative activity of GSK2656157 against multiple
human tumor cell lines as well as primary human microvas-
cular endothelial cells was evaluated in a 3-day proliferation
assay using standard culture medium. In the absence of
exogeneous UPR inducers, GSK2656157 had no significant
effect on the growth of any of these cells with IC50 range of
6–25 mmol/L (data not shown), suggesting the UPR is inactive
under normal cell culture conditions.

In vivo pharmacologic activity of GSK2656157 in mice
Demonstration of inhibition of PERK activation and down-

stream signaling with GSK2656157 in human xenograft models
were unsuccessful due to the lack of available reagents (e.g.,
lack of phospho-specific antibodies to human PERK and Nrf2).
However, a mouse-specific phospho-PERK antibody is avail-
able and was used to measure PERK inhibition in the mouse
pancreas, where PERK is highly expressed and activated (31).
As such, we chose to evaluate the naive mouse pancreas as a
surrogate tissue to investigate the pharmacodynamic activity
of GSK2656157 in vivo and correlate changes in phospho-PERK
with pharmacokinetic properties.

The effect of GSK2656157 on Thr980 phosphorylation of
endogenous pancreatic PERK in mice was assessed after a
single oral administration of the compound. Complete inhi-
bition of phospho-PERK Thr980 was observed through 8 hours
after a single 50 mg/kg oral dose of GSK2656157 (Fig. 3A).
Endogenous PERK activity was restored to almost normal
levels by 18 hours. Interestingly, there was no effect on phos-
pho-eIF2a (Ser51) level as a result of PERK inhibition.
Concentrations of GSK2656157 in blood and pancreas tissue
were similar and followed the same overall concentration-
time profile (Fig. 3B). The lower blood and pancreas com-
pound concentrations observed at 18 and 24 hours post-
GSK2656157 administration correlates with the loss of effect

Table 1. Structure and kinase selectivity of
GSK2656157

Kinase
IC50
(nmol/L) Kinase

IC50
(nmol/L)

EIF2AK3 (PERK) 0.9 JAK2 24,547
EIF2AK1 (HRI) 460 ACK1 >10,000
BRK 822 MLK3 >10,000
EIF2AK2 (PKR) 905 TRKA >10,000
MEKK2 954 MLK1 >10,000
Aurora B 1,259 FLT1 >10,000
KHS 1,764 KDR >10,000
LCK 2,344 JNK1 >16,595
MLK2 2,796 RIPK2 >25,000
MEKK3 2,847 ASK1 >27,500
ALK5 3,020 BTK >27,500
MLCK2 3,039 EGFR >27,500
EIF2AK4 (GCN2) 3,162 GSK3B >27,500
c-MER 3,431 IKK1 >27,500
PI3Kg 3,802 IKK2 >27,500
WNK3 5,951 ITK >27,500
LRRK2 6,918 JAK1, 3 >27,500
ROCK1 7,244 JNK3 >27,500
MSK1 8,985 p38a >27,500
NEK1 9,807 PI3Ka, b, d >27,500
AXL 9,808 Aurora A >27,500
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values of 100 nmol/L or less confirming that GSK2656157 has
outstanding selectivity for PERK inhibition (Table 1).

Cellular activity of GSK2656157
Cellular PERK-dependent signaling was measured in the

BxPC3 pancreatic tumor cell line. PERK has been shown to be
hyperactivated in cells upon treatment with pharmacologic
agents that disturb the Ca2þ balance (thapsigargin), protein
folding dithiothreitol (DTT), or glycosylation (tunicamycin) in
the endoplasmic reticulum. Treatment of cells with tunicamy-
cin (5 mg/mL) or thapsigargin (1 mmol/L) leads to activation
and autophosphorylation of PERK, which was visualized
by a mobility shift in Western blot analysis using anti-
PERK antibodies, as there are no selective antibodies against
humanphospho-PERK. Pretreatment of cells withGSK2656157
resulted in inhibition of PERK activation aswell as decreases in
the downstream substrates, phospho-eIF2a, ATF4, and CHOP
with an IC50 in the range of 10–30 nmol/L (Fig. 1A). Similar
results were also obtained using DTT (5 mmol/L) in BxPC3

cells aswell as all 3UPR inducers inHPAC cells, another human
pancreatic andenocarcinoma cell line (data not shown).

PERK activation results in the repression of global protein
synthesis (31). Using a pulse-chase experimental approach, the
effects of tunicamycin and GSK2656157 on de novo protein
synthesis in BxPC3 cells were evaluated. Tunicamycin treat-
ment caused a 36% reduction in 35S-methionine incorporation
compared with DMSO-treatment alone in the BxPC3 cells
(Fig. 1B). Cells that were exposed to 1 mmol/L GSK2656157
before UPR induction were able to block this effect on de novo
protein synthesis. These findings are consistent with PERK's
role in maintaining cellular homeostasis under stress
conditions.

Changes in RNA expression of 84 UPR-related genes was
analyzed in BxPC3 cells. The excellent biochemical and cellular
selectivity of GSK2656157 was also evidenced by lack of change
in gene expressionwithGSK2656157 treatment comparedwith
DMSO, in the absence of UPR induction (data not shown).
Seventeen genes were found to be transcriptionally regulated
(either up or down by "4-fold) in response to tunicamycin-
induced UPR activation (Fig. 2). Five of these genes (DDIT3,
HERPUD1, PPP1R15A, C/EBP-beta, and ERN1) were down-
regulated more than 4-fold by GSK2656157, consistent with
published reports using PERK siRNA (32).

Antiproliferative activity of GSK2656157 against multiple
human tumor cell lines as well as primary human microvas-
cular endothelial cells was evaluated in a 3-day proliferation
assay using standard culture medium. In the absence of
exogeneous UPR inducers, GSK2656157 had no significant
effect on the growth of any of these cells with IC50 range of
6–25 mmol/L (data not shown), suggesting the UPR is inactive
under normal cell culture conditions.

In vivo pharmacologic activity of GSK2656157 in mice
Demonstration of inhibition of PERK activation and down-

stream signaling with GSK2656157 in human xenograft models
were unsuccessful due to the lack of available reagents (e.g.,
lack of phospho-specific antibodies to human PERK and Nrf2).
However, a mouse-specific phospho-PERK antibody is avail-
able and was used to measure PERK inhibition in the mouse
pancreas, where PERK is highly expressed and activated (31).
As such, we chose to evaluate the naive mouse pancreas as a
surrogate tissue to investigate the pharmacodynamic activity
of GSK2656157 in vivo and correlate changes in phospho-PERK
with pharmacokinetic properties.

The effect of GSK2656157 on Thr980 phosphorylation of
endogenous pancreatic PERK in mice was assessed after a
single oral administration of the compound. Complete inhi-
bition of phospho-PERK Thr980 was observed through 8 hours
after a single 50 mg/kg oral dose of GSK2656157 (Fig. 3A).
Endogenous PERK activity was restored to almost normal
levels by 18 hours. Interestingly, there was no effect on phos-
pho-eIF2a (Ser51) level as a result of PERK inhibition.
Concentrations of GSK2656157 in blood and pancreas tissue
were similar and followed the same overall concentration-
time profile (Fig. 3B). The lower blood and pancreas com-
pound concentrations observed at 18 and 24 hours post-
GSK2656157 administration correlates with the loss of effect

Table 1. Structure and kinase selectivity of
GSK2656157

Kinase
IC50
(nmol/L) Kinase

IC50
(nmol/L)

EIF2AK3 (PERK) 0.9 JAK2 24,547
EIF2AK1 (HRI) 460 ACK1 >10,000
BRK 822 MLK3 >10,000
EIF2AK2 (PKR) 905 TRKA >10,000
MEKK2 954 MLK1 >10,000
Aurora B 1,259 FLT1 >10,000
KHS 1,764 KDR >10,000
LCK 2,344 JNK1 >16,595
MLK2 2,796 RIPK2 >25,000
MEKK3 2,847 ASK1 >27,500
ALK5 3,020 BTK >27,500
MLCK2 3,039 EGFR >27,500
EIF2AK4 (GCN2) 3,162 GSK3B >27,500
c-MER 3,431 IKK1 >27,500
PI3Kg 3,802 IKK2 >27,500
WNK3 5,951 ITK >27,500
LRRK2 6,918 JAK1, 3 >27,500
ROCK1 7,244 JNK3 >27,500
MSK1 8,985 p38a >27,500
NEK1 9,807 PI3Ka, b, d >27,500
AXL 9,808 Aurora A >27,500
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2.5. Technik der selektiven mitochondrialen Beladung mit Rhod-2-AM 

 
Für die mitochondriale Kalziummessung wurde der Kalziumfluoreszenzfarbstoff Rhod-

2-AM (CA707-50023, Promokine) gewählt. Dieser liegt als Acetoxymethylester vor, 

und kann somit die Zellmembran (und mitochondriale Membran) der Kardiomyozyten 

leichter passieren. Durch intrazelluläre Esterasen wird nach passieren der 

Zellmembran die Estergruppe abgespalten, und es bleibt der Fluoreszenzfarbstoff 

Rhod-2 übrig. Obwohl Rhod-2 per se eine Affinität zu Mitochondrien besitzt, wurden in 

dieser Arbeit weitere Schritte unternommen, um die Spezifität der Beladung zu 

erhöhen (109). Hierzu wurde eine „kalte Beladung“ bei 4°C durchgeführt. Diese 

Technik der kalten Beladung wurde in abgewandelter Form nach Trollinger et al. 

durchgeführt (109). Bei dieser Temperatur ist die Aktivität der zellulären Esterasen 

stark herabgesetzt, und der Farbstoff kann ungehindert bis durch die mitochondriale 

Membran diffundieren, was ein mitochondriales Beladungsmuster favorisiert (109). 

Durch anschließende Erwärmung auf 25°C wird der Ester durch nun wieder aktive 

Esterasen gespalten und verbleibt in polarer, membranundurchdringlicher Form 

hauptsächlich in den Mitochondrien (Abbildung 11). Um für die Diffusion in die 

Mitochondrien ausreichend Zeit zu lassen, wurde eine Beladungsdauer von 2 Stunden 

gewählt. Damit sich während dieser Zeit kein Farbstoff absetzt, wurden die 

Messkammern auf einer mechanischen Schwenkplatte gelagert, die mit 60 rpm 

Kreisbewegungen ausführte. Um eine ausreichende Viabilität der Kardiomyozyten 

während dieses Prozesses zu gewährleisten erfolgten Temperaturanpassungen stets 

mit einer Anpassungsdauer von 2-3 min erst auf Raumtemperatur, und danach in 

einem Kühlraum auf 4°C, bevor ein Mediumwechsel der Messkammern mit der bereits 

vorgekühlten Farbstofflösung erfolgte. Dasselbe gilt für die Wiedererwärmung auf 

Raumtemperatur nach Ende der Beladungsdauer. 

 

 
Abbildung 11 Beladung eines Kardiomyozyten mit Rhod-2-AM (schematisch) 
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2.5.1. Herstellung der Beladungslösung mit Rhod-2-AM 
 

Das Farbstoffpulver (100 µg) wurde mit 88 µL DMSO aufgelöst, sodass sich eine 

Stockkonzentration von 1 mM ergab. Dieser wurde bei -20°C lichtgeschützt 

aufbewahrt. Zur Erhöhung der Wasserlöslichkeit der Esterform des Farbstoffes wurde 

Pluronic-F127 (20% w/v in DMSO), ein Detergens, in der späteren Beladungslösung 

verwendet. Um den Farbstoff ausreichend mit Pluronic zu vermischen und eine 

Mizellenbildung des Detergens zu begünstigen, wurden zuerst diese zwei Stoffe in 

einem lichtgeschütztem Eppendorf Cup durch 50-maliges Auf- und Abpipettieren 

vermischt. Durch Zugabe von Messpuffer mit BCS (wichtig: pH 7,40 bei 4°C) ergab 

sich schließlich die Zielkonzentration von 5 µM Rhod-2-AM in der Beladungslösung. 

Zusätzlich wurde für die entsprechenden Gruppen eine separate Beladungslösung 

hergestellt, in die noch der PERK Inhibitor GSK2656157 (2 µM) zugegeben wurde. Die 

Beladungslösung (Tabelle 9) wurde täglich frisch und unter Lichtausschluss 

hergestellt. Des Weiteren erfolgten alle Arbeiten mit allen Fluoreszenzfarbstoffen unter 

Lichtausschluss beziehungsweise schwachem Rotlicht, um ein Ausbleichen des 

Farbstoffs zu vermeiden. 

 

Substanz Molarität (mM) Gelöst in 

ddH2O 

pH 7,40 bei 

37°C mit 

NaOH 

NaCl 140 

KCL 5 

CaCl2 1 

MgCl2 1 

HEPES 10 

Glukose 10 
Tabelle 8 Messtyrode 

 

Rhod-2-AM Stock (1 mM) 7,5 µL Gelöst in Messtyrode + 10% 

(v/v) BCS auf 1,5 mL 

Zielvolumen 

Tyrode mit BCS: pH 7,40 bei 4°C 

mit HCl 

Pluronic-F127 (20% w/v in 

DMSO) 

1 µL 

Tabelle 9 Beladungslösung Rhod-2-AM 
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2.6. Zytosolische Beladung mit Fluo-4-AM 

 
Für die zytosolische Kalziummessung wurde der Kalziumfluoreszenzfarbstoff Fluo-4-

AM (InvitrogenTM, F14201) gewählt, welcher auch als Acetoxymethylester vorliegt. Wie 

oben beschrieben gelangt er durch die Zellmembran und verbleibt dort nach Spaltung 

durch intrazelluläre Esterasen. Die Beladung wurde für 12 ½ min bei Raumtemperatur 

(25°C) durchgeführt. 

 

 
Abbildung 12 Beladung eines Kardiomyozyten mit Fluo-4-AM (schematisch)  

 

2.6.1. Herstellung der Beladungslösung mit Fluo-4-AM 
 

Das Farbstoffpulver (50 µg) wurde mit 45 µL DMSO aufgelöst, sodass sich eine 

Stockkonzentration von 1 mM ergab. Dieser wurde bei -20°C lichtgeschützt 

aufbewahrt. Für die Herstellung der Beladungslösung wurde wie für Rhod-2-AM 

beschrieben zuerst Fluo-4-AM Stock mit Pluronic vermengt. Durch Zugabe von 

Messpuffer (pH 7,40 bei 25°C) ergab sich schließlich die Zielkonzentration von 10 µM 

Fluo-4-AM in der Beladungslösung. Zusätzlich wurde für die entsprechenden Gruppen 

eine separate Beladungslösung hergestellt, in die noch der PERK Inhibitor 

GSK2656157 (2 µM) zugegeben wurde. Die Beladungslösung (Tabelle 10) wurde 

täglich frisch und unter Lichtausschluss hergestellt. 

 

Fluo-4-AM Stock (1 mM) 5 µL Gelöst in Messtyrode (pH 7,40 

bei 25°C) auf 0,5 mL 

Zielvolumen  
Pluronic-F127 (20% w/v in 

DMSO) 

1 µL 

Tabelle 10 Beladungslösung Fluo-4-AM 
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2.7. Anfärben der Mitochondrien mit MitotrackerTM Green FM 

 
MitotrackerTM Green FM ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der selektiv Mitochondrien 

anfärbt. Aufgrund seines Absorptionsmaximums bei 490 nm und Emissionsmaximums 

bei 516 nm lässt er sich parallel zu Rhod-2 verwenden. Im Anschluss an die 

zweistündige kalte Beladung mit Rhod-2-AM und eine kurze Anpassung an 

Raumtemperatur (unter Lichtausschluss) wurde die Rhod-2-Beladungslösung gegen 

vorgewärmte MitotrackerTM Green FM Beladungslösung getauscht und anschließend 

30 min in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 

 

2.7.1. Herstellung der Beladungslösung mit MitotrackerTM Green FM 
 

Das Farbstoffpulver (50 µg) wurde mit 74 µL DMSO aufgelöst, sodass sich eine 

Stockkonzentration von 1 mM ergab. Es erfolgte eine Zwischenverdünnung auf 20 µM 

in DMSO, da die benötigte Endkonzentration nur sehr gering war. Der Stock und die 

Zwischenverdünnung wurden bei -20°C lichtgeschützt aufbewahrt. Die 

Beladungslösung wurde am Tag der Messung frisch angesetzt und bestand aus 5 µL 

Zwischenverdünnung (20 µM), 1 µL Pluronic, und 494 µL Medium 199, was einer 

Mitotracker GreenTM FM Endkonzentration von 200 nM entspricht. Diese Konzentration 

liegt innerhalb des Bereiches, in dem die Herstellerfirma Invitrogen noch eine selektive 

Anfärbung der Mitochondrien gewährleistet. Der Farbstoff wurde mit Pluronic zuerst 

durch Auf- und Abpipettieren vermischt, und nach Mediumzugabe auf 37°C 

vorgewärmt.  

 

2.8. Konfokalmikroskopie 
 

2.8.1. Grundlagen der konfokalen Lasermikroskopie 
 
Die Konfokalmikroskopie unterscheidet sich von der konventionellen Lichtmikroskopie 

dadurch, dass immer nur eine gewisse Schichtdicke eines Präparates betrachtet wird. 

Dies wird durch den Einbau einer Lochblende (englisch Pinhole) in den Lichtstrahl vom 

Präparat zum Objektiv/Detektor erreicht. Das Licht, welches sich außerhalb der 

Fokusebene befindet, trifft auf die Lochblende und wird ausblendet (siehe Abbildung 
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14). Bei der CLSM (Abkürzung, englisch: confocal laser scanning microscopy) 

Technik, die auch das Zeiss LSM 700 verwendet, ist ein Laserstrahl durch eine 

Anordnung an Spiegeln in zwei Richtungen ablenkbar, sodass sich eine Ebene 

„abtasten“ lässt. Zu einem gewissen Zeitpunkt wird immer nur ein Punkt beleuchtet, 

und hiervon das Emissionslicht gemessen. Durch Zusammenfügen dieser Information 

lässt sich in der Mikroskopsoftware ein Bild des Präparates generieren. Photomultiplier 

detektieren per se nur Grauwerte, dessen Anzahl durch die Bittiefe der Aufnahme 

bestimmt wird. Bei der hier verwendeten maximalen Einstellung von 16bit sind es 216 

= 65536 verschiedene Helligkeitsstufen. Zur besseren Veranschaulichung werden die 

Bilder jedoch mit einer dem Emissionslicht entsprechenden Farbe künstlich eingefärbt.  

 

2.8.2. Erläuterung zur Wahl der Farbstoffe und zum Mikroskop-Setup 
 
Um parallel zytosolisches und mitochondriales Kalzium in derselben Zelle zu messen 

müssen einige Bedingungen erfüllt sein. Es werden zwei Fluoreszenzfarbstoffe 

benötigt, die deutlich unterschiedliche Emissionsspektren aufweisen, um später eine 

klare Signaltrennung zu haben. Hierfür eignen sich beispielweise Fluo-4 und Rhod-2, 

wobei Fluo-4 Kalzium im Zytosol bindet, und Rhod-2 sich tendenziell eher in die 

Mitochondrien verteilt (110), wobei diese Verteilung durch die Technik der kalten 

Beladung (oben beschrieben) weiter verstärkt wird. Fluo-4 besitzt sein 

Absorptionsmaximum bei λ= 494 nm, Rhod-2 dagegen bei λ= 556 nm. Dies erfordert 

eine parallele Anregung mit zwei unterschiedlichen Lasern, hier durchgeführt mit 488 

nm und 555 nm. Die relative Absorption als Prozentzahl des Maximalwertes ist in 

Abbildung 13 dargestellt.  
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Abbildung 13 Relative Absorption und Emission von Fluo-4 und Rhod-2.  

Tabellenwerte für die Absorption/Emission von Thermofischer Fluorescence Spectraviewer (111). 

 

Hieraus lässt sich erkennen, dass eine Anregung bei den genannten Wellenlängen 

dicht am jeweiligen Absorptionsmaximum ist. Die kombinierten Emissionskurven sind 

in Abbildung 15 dargestellt. Um letztendlich das Emissionslicht aufzuteilen, wurde ein 

variabler sekundärer dichrotischer Spiegel (VSD) verwendet, welcher auf eine 

Trennung bei 555 nm eingestellt wurde. Ein dichrotischer Spiegel reflektiert Licht mit 

gewissen Wellenlängen und lässt anderes hindurch, wobei ein VSD entsprechend 

eingestellt werden kann (siehe Abbildung 14). Licht, welches eine Wellenlänge unter 

555 nm hat wird zu dem ersten Photomultiplier geleitet, längerwelligeres Licht zu dem 

zweiten Photomultiplier. Ein Photomultiplier (PMT) ist ein Gerät, welches schwache 

Lichtsignale verstärkt und in ein elektrisches Signal umwandelt. Zusätzlich wurde der 

Lichtstrahl zu dem ersten PMT durch einen optischen Filter vom Typ „short pass 555 

nm“ geleitet, das heißt, nur Licht mit einer kürzeren Wellenlänge kann passieren. Licht 
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zum zweiten PMT wurde durch einen „Long Pass 560 nm“ Filter geleitet, es kann also 

nur Licht mit λ >560 nm passieren. Es wurde jeweils ein 40x Objektiv (Ölimmersion) 

verwendet. 

 
Abbildung 14 Lichtwege im Zeiss LSM 700 konfokalem Lasermikroskop. 

 Durch vertikale Verschiebung des VSD lässt sich festlegen, bis zu welcher Wellenlänge des Emissionslichts der 

erste beziehungsweise ab welcher Wellenlänge der zweite PMT Licht empfangen. Der VSD lässt sich auf Δλ=1 nm 

einstellen, es lassen sich jedoch noch weitere optische Filter nachschalten. Durch eine Verengung der Lochblende 

(pinhole) lässt sich die betrachtete Schnittdicke verringern. (Bildquelle: Carl Zeiss, modifiziert nach (112))  

 

Um Schwankungen der Fluoreszenzintensität zwischen Messtagen zu vermeiden 

wurde immer das gleiche Beladungsprotokoll durchgeführt und die gleichen 

Aufnahmeeinstellungen verwendet. 

Für die Aufnahme der Bilder (Framescans) wurden folgende Einstellungen verwendet: 

Lasertransmission = 2,0 (in Prozent, beide Laser) 

Pinhole 1,99 AU (Airy Units), entspricht einer Schichtdicke von 1,6 µm 

Signalverstärkung (beide PMT): Master Gain = 600 

Auflösung = 512x512 Pixel bei 16 Bit Tiefe, mit maximaler 

Abtastgeschwindigkeit 
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Aufnahmeeinstellungen Line Scans: 

Lasertransmission = 2,0 (in Prozent, beide Laser) 

Pinhole 1,99AU (Airy Units), entspricht einer Schichtdicke von 1,6µm 

Signalverstärkung PMT1 (Fluo-4): Master Gain = 450 

Signalverstärkung PMT2 (Rhod-2): Master Gain = 500 

Auflösung = 512x1 Pixel bei 16bit Tiefe 

Zyklusdauer 945,54µs, 8000 Zyklen, keine Intervallpause 

 

 

 
Abbildung 15 Emissionsspektren von Fluo-4 und Rhod-2 bei paralleler Anregung. 

Bildschirmfotoausschnitt aus Zen 2012 Black Software (Zeiss) 

 

2.8.3. Ablauf einer Messung 
 
Nach Ablauf der Rhod-2-AM Beladungszeit und kurzer Aufwärmphase erfolgte ein 

Mediumwechsel der Messkammern auf Messpuffer, um eine weitere Aufnahme des 

Farbstoffes zu verhindern. Eine zufällig ausgewählte Messkammer wurde 

anschließend mit Fluo-4-AM beladen, indem ein zügiger Mediumwechsel auf die 

Beladungslösung erfolgte (für Details zu der Beladung siehe die Abschnitte 2.5 bis 

2.7). Im weiteren Verlauf erfolgte die Fluo-4 Beladung der weiteren Kammern in 

gestaffelter Reihenfolge. Zuerst wurden pro Kammer von ca. fünf Zellen Framescans 

erstellt, um ein basales Kalziumniveau nach Hypoxie/Reoxygenierung zu ermitteln. Ein 

Framescan wird als Bild aus mehreren parallelen Linien erstellt, die der Laser abtastet. 
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Anschließend wurden die Kardiomyozyten elektrisch stimuliert. Hierfür wurde ein 

Stimulatordraht in die Messkammer eingesetzt, der mit dem Stimulator (IonOptics 

Myopacer Cell Stimulator, 20 V, 1 Hz) verbunden wurde. Um einen Zustand 

gleichmäßiger Kalziumtransientenamplitude zu erreichen, den sogenannten „steady 

state“, wurde zwei Minuten gewartet, bevor die Messung der Transienten begann (das 

„Einschlagen“).  

Hierfür wurde auf die Aufnahmeeinstellung „Line Scan“ gewechselt. Die 

Filtereinstellungen blieben gegenüber den Framescans unverändert.   

Eine Linie wurde durch die zu messende Zelle gelegt, entlang derer der Laser dann 

anregt. Alle 945,54 µs war ein Zyklus vollendet, es wurden 8000 Zyklen hintereinander 

gemessen. Die hohe Abtastrate ist notwendig um die Transienten, besonders den 

Anstieg, in ausreichender zeitlicher Auflösung abzubilden. Eine beispielhafte 

Originalaufnahme ist in Abbildung 16 dargestellt. 

 

 
Abbildung 16 – Beispiel eines Linescans mit paralleler Registrierung von Fluo-4 und Rhod-2 
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2.9. Auszählen hyperkontraktiler Zellen 
 

Ein gesunder Kardiomyozyt kennzeichnet sich lichtmikroskopisch erfahrungsgemäß 

durch eine rechteckige Stabform mit klar begrenzten Zellenden und Membran, 

sichtbarer Querstreifung und ohne spontane Kontraktionen. Durch den (simulierten) 

Ischämie-Reperfusionsschaden gerät ein Kardiomyozyt in einen dysregulierten 

Zustand, der sich unter anderem kennzeichnet durch zytosolische und mitochondriale 

Kalziumüberladung (101).  

Lichtmikroskopisch wirkt sich eine zytosolische Kalziumüberladung auf die Form eines 

Kardiomyozyten aus. Es entstehen spontane Kontraktionen, die in einer 

Hyperkontraktur der Zelle enden (113).  

Für diesen Versuch wurden die Zellen ohne Lamininadhäsion kultiviert. Die 

Zellsuspension des letzten Kalziumaufbauschrittes wurde auf vier Falcons aufgeteilt 

und nach 7 min jeweils der Überstand verworfen. Die stabförmigen Kardiomyozyten 

befinden sich nun in einem Pellet am Boden des Falcons. Die Pellets der 

Kontrollgruppen wurden mit Kulturmedium II ± GSK2656157 (2 µM) beziehungsweise 

DMSO resuspendiert, die Hypoxiegruppen in die Hypoxiekammer eingeschleust und 

mit entgaster Hypoxietyrode ± GSK2656157 (2 µM) beziehungsweise DMSO 

resuspendiert und die Suspensionen jeweils in eine eigene Kulturflasche (CellStar® 

Culture Flask 690175) überführt. 10 min vor Abschluss der zweistündigen 

Hypoxiekultur wurden die Kardiomyozyten in den Kulturflaschen durch leichtes 

schwenken wieder resuspendiert und die Lösung in einen 15 mL Falcon zum Absetzen 

gegeben. Sobald sich hier wieder ein Pellet gebildet hat, erfolgte die Reoxygenierung 

durch ausschleusen aus der Kammer sowie Resuspension der Pellets in 

Kulturflaschen mit Kulturmedium II ± GSK2656157 (2 µM) beziehungsweise DMSO. 

Nach einer halben Stunde Inkubation bei 37°C und 5% CO2 wurden 1 mL pro Gruppe 

probeweise in eine 6 Well Platte transferiert. Der Deckel der Platte wurde nun mit den 

Zahlen 1-4 für die entsprechende Gruppe beschriftet, und die Legende auf einem Blatt 

notiert. 

Das Überführen der Zellen sowie notieren der Gruppen geschah ohne meine 

Anwesenheit durch eine weitere Person, um so eine Verblindung für das spätere 

Auszählen zu gewährleisten. Mit einem Lichtmikroskop mit Kamera (Zeiss Observer 

Z1, AxioCam ERc5s) wurden dann Aufnahmen zur späteren Auswertung gemacht 
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(Objektiv 10x, Phasenkontrast aktiv). Nach den Kriterien in Tabelle 11 wurde eine Zelle 

entweder als stabförmig/vital eingestuft oder als hyperkontraktil/apoptosisch/tot. 

 
Abbildung 17 Aussehen von Kardiomyozyten (links stabförmig, rechts hyperkontraktil) 

Vital Hyperkontraktil 

längliches, stabförmiges Aussehen verkürzte, runde Form 

rechteckige Zellenden abgerundete/blumenkohlartige 

Zellenden 

klar begrenzte Membran Blasenbildung, Ausstülpungen 

gut sichtbare Querstreifung keine Sichtbare Querstreifung 

keine/seltene Spontankontraktionen evtl. noch spontane Kontraktionen 
Tabelle 11 Kriterien für die Klassifizierung als stabförmig oder hyperkontraktil 
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2.10. Fluoreszenztechnische Bestimmung der Apoptose 
 

Zur Detektion apoptotischer Kardiomyozyten wurde das DeadEndTM Fluorometric 

TUNEL System (Promega) verwendet. Dieses Assay detektiert DNA-Strangbrüche, 

die in dem Spätstadium der Apoptose durch Caspasen entstehen (114). TUNEL steht 

hierbei für TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling. Das im Reaktionskit enthaltene 

Enzym terminale Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) katalysiert den Anbau von 

Nukleotiden an freie 3’OH Enden der DNA, die bei Strangbrüchen entstehen. Das 

Besondere an diesem Enzym ist, dass es im Gegensatz zu anderen Polymerasen 

keine DNA oder RNA Matrize benötigt. So können mit Fluorescein (grün emittierender 

Fluoreszenzfarbstoff) markierte Nukleotide (Fluorescein-12-dUTP) in die Kern-DNA 

inkorporiert werden und später durch entsprechende Anregung nachgewiesen 

werden. Durch eine Gegenfärbung mit Hoechst 33342, ein blau emittierender 

Fluoreszenzfarbstoff mit hoher Affinität zu DNA, lässt sich die Kernlokalisation 

bestimmen. Die Anregung erfolgte mit einer Halogen-Metalldampflampe als 

Fluoreszenzlichtquelle (Zeiss HXP 120 C). Die Aufnahme der beiden Farbstoffe 

erfolgte sequentiell in getrennten Kanälen, wofür der jeweilige Filtersatz eingestellt 

wurde: Fluorescein=Zeiss 44 (FITC), Hoechst 33342=Zeiss 49 (DAPI). Als Mikroskop 

diente das Zeiss Observer Z1, mit ApoTome.2 Detektor. 

Die Reaktionsschritte wurden nach Herstellerprotokoll zur Färbung adhärenter Zellen 

durchgeführt und sollen hier kurz dargestellt werden. Die Kultur mit 

Hypoxie/Reoxygenierung wurde wie oben beschrieben durchgeführt, jedoch erfordert 

die TUNEL Reaktion eine Kultur auf Objektträgern, wofür ein Träger mit 2x4 

aufgeklebten Kammern (x-well Zellkulturkammern, 8-Well auf Glas ablösbar, Sarstedt) 

verwendet wurde. Zuerst wurden die aufgeklebten Kammern von den Objektträgern 

getrennt. Für die folgenden Schritte wurden die Objektträger jeweils in Glasküvetten 

(50 ml) überführt, und ab der Fixierung wurden Waschschritte bei 50 rpm auf einer 

Schüttelplatte durchgeführt, damit die Flüssigkeiten ausreichend zirkulieren.  

 

25 min Fixierung in 4°C kalter 4%iger Formaldehydlösung in PBS 

5 min in PBS waschen (1x wiederholen) 

Kammern mit Fettstift umranden 

5 min mit 0.2% Triton® X-100 in PBS permeabilisieren 

5 min in PBS waschen (1x wiederholen) 
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100 µL „Equilibration Buffer“ pro 4 Kammern verteilen, 10 min warten 

50 µL „TdT reaction Mix“ pro 4 Kammern verteilen, mit zurechtgeschnittener 

Plastikfolie abdecken und für 60 min bei 37°C inkubieren. Ab hier erfolgten Arbeiten 

unter Lichtausschluss 

Plastikabdeckung entfernen, in 2XSSC in PBS überführen, 15 min waschen 

5 min in PBS waschen (2x wiederholen) 

Mit Hoechst 33342 (0,5 µg/ml) in PBS gegenfärben für 2 min 

5 min in PBS waschen (2x wiederholen) 

Fluorescent Mounting Medium (Dako) auf Objektträger verteilen, ca. 100 µL pro 4 

Kammern 

Deckglas (24x36 mm) auflegen und Rand mit klarem Nagellack fixieren 
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2.11. Datenauswertung und Statistik 

 

2.11.1. Auswertung der Anteile hyperkontraktiler Zellen 
Für jede Gruppe wurde die Anzahl an hyperkontraktilen und stabförmigen Zellen 

ermittelt. Der Anteil an hyperkontraktilen Zellen in einer Gruppe zu einem jeweiligen 

Zeitpunkt definiert sich somit als: 

 
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙	ℎ𝑦𝑝𝑒𝑟𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡𝑖𝑙𝑒𝑟	𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙	ℎ𝑦𝑝𝑒𝑟𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡𝑖𝑙𝑒𝑟	𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 + 𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙	𝑠𝑡𝑎𝑏𝑓ö𝑟𝑚𝑖𝑔𝑒𝑟	𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛	 

Formel 1 

 

Da jedoch bereits zu Beginn des Experiments hyperkontraktile Zellen vorliegen, lässt 

sich der eigentliche Effekt des Hypoxie/Reoxygenierungsschadens mit folgender 

Gleichung bereinigt darstellen: 

 
𝐴𝑛𝑡𝑒𝑖𝑙	ℎ𝑦𝑝𝑒𝑟𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡𝑖𝑙𝑒𝑟	𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 − 	𝐴𝑛𝑡𝑒𝑖𝑙	ℎ𝑦𝑝𝑒𝑟𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡𝑖𝑙𝑒𝑟	𝑍e𝑙𝑙𝑒𝑛	(𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙)

1 − 𝐴𝑛𝑡𝑒𝑖𝑙	ℎ𝑦𝑝𝑒𝑟𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡𝑖𝑙𝑒𝑟	𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛	(𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙)  

Formel 2 

 

2.11.2. Auswertung der Framescans 
Die mittlere Fluoreszenzintensität eines Framescans wurde mit der Software ImageJ 

(Version 1.51r) ermittelt. Hierfür wurde ein Polygon um die Zelle gezeichnet, sodass 

möglichst die ganze Zelle enthalten ist aber keine schwarze Hintergrundfläche. 

Danach wurde per Befehl „Measure“ (⌘+M) die mittlere Fluoreszenzintensität als 

Zahlenwert (ohne Einheit) gemessen. Dieser Vorgang wurde für den zweiten Kanal, in 

dem der andere Farbstoff registriert wurde, wiederholt. Die Werte der Kardiomyozyten 

wurden in Microsoft Excel (2016 for Mac) pro Gruppe pro Tag gemittelt, und in Prism 

zur Analyse übertragen.  

 

2.11.3. Auswertung der Linescans 
Die Datei wurde in ImageJ geöffnet, wo sie erstmal als Rechteck erscheint. Die vom 

Laser abgetastete Linie (512x1 Pixel) wird horizontal dargestellt und jeder neue Zyklus 

darunter. Mit dem Tastenbefehl ⌘+⌥+K wird eine Kurve erstellt, in dem die Daten 

entlang senkrechter Richtung gemittelt wurden (mittlere Intensität der Linie jedes 

Laserscans gegen die Zeit aufgetragen). Dieser Vorgang wurde für den zweiten Kanal, 
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in dem der andere Farbstoff registriert wurde, wiederholt. Die Werte dieser Kurven 

wurden in eine Excelvorlage kopiert, in der zum Beispiel schon die Zeitwerte (Intervalle 

von 0,94554 s) fortlaufend eingetragen waren. Diese Vorlage wurde so modifiziert, 

dass automatisch Werte wie die Baseline, Maximalwert (Peak), Amplitude, time to 

peak, und die Relaxationszeiten (RT 50%, 80% etc.) ermittelt wurden. 

 

2.11.4. Auswertung TUNEL 
Für die Auswertung der Aufnahmen der Objektträger wurden die beiden Kanäle (FITC 

und DAPI) in der Mikroskopsoftware (Zeiss Axiovision 4.8) als getrennte JPEG Dateien 

abgespeichert, und die Gesamtanzahl an Kernen sowie die Anzahl positiv gefärbter 

Kerne mit dem Multi-Point Tool in ImageJ markiert und gezählt. 

 

2.11.5. Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der Tagesmittelwerte der Gruppen erfolgte mit GraphPad 

Prism 7. Alle Werte sind als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes dargestellt. 

Der Standardfehler berechnet sich wie folgt: 

𝜎(𝑋)??? = 	
𝜎
√𝑛

 

Formel 3 – Berechnung des Standardfehlers (Stichprobenfehlers), σ = Standardabweichung der Stichprobe, n = 

Anzahl der Messwerte in der Stichprobe 

Zur Überprüfung, ob sich die Stichproben signifikant voneinander unterscheiden, 

wurden die im folgenden genannten Testverfahren durchgeführt. Dabei wurde immer 

ein zweiseitiger Test angewendet. Normalverteilung der Variablen wurde visuell in 

einem Histogramm überprüft, da sich für n Zahlen kleiner 30 die gängigen 

Normalitätstests aufgrund von geringer Power schlecht eignen (115). Für 

normalverteilte kontinuierliche Variablen wurde ein Student’s T-Test mit Welsch’s 

correction durchgeführt. Bei wiederholt gemessenen Variablen erfolgte eine 

Varianzanalyse „Repeated Measures Analysis of Variance“ (RM-ANOVA) sowie ein 

Posthoc Vergleich der einzelnen Untergruppen mittels Sidaks Post-hoc Korrektur zur 

Kontrolle der Falschpositivrate. Ein Gruppenvergleich mit einem P-Wert unter 0,05 

wurde als statistisch signifikant angesehen. Für einige Gruppenvergleiche erfolgte 

eine automatisierte Elimination von Ausreißern nach Rout mit einer Ausreißerschwelle 

(ROUT Q) von 2 % und anschließender Analysis of Variance (ANOVA) mit der bereits 

genannten Post-hoc Korrektur.  
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3. Ergebnisse 
 

Um die Fragestellung zu beantworten, ob es in isolierten Herzmuskelzellen durch 

Hypoxie/Reoxygenierung zu einer Ca2+ Überladung kommt, wurden diastolisches 

zytosolisches Ca2+ mit Fluo-4 sowie mitochondriales Ca2+ mit Rhod-2 nach H/R 

gemessen (Details siehe Methoden). Zusätzlich wurden Transienten abgeleitet, um zu 

analysieren, ob H/R beziehungsweise die PERK Inhibition Effekte auf die t to peak 

(reflektiert die gekoppelte Aktivierung der L-Typ Ca2+ Kanäle und RyR2 Rezeptoren) 

oder die Relaxationsgeschwindigkeiten (Funktion der SR Ca2+ ATPase und des NCX) 

haben. 

Um den Effekt der PERK-Inhibition auf diese Ca2+ Überladung zu analysieren, wurde 

in allen Experimenten eine Konzentration des PERK-Inhibitors GSK2656157 von 2 µM 

(in DMSO gelöst) beziehungsweise einer entsprechenden Menge DMSO in der 

„Vehikel“ Gruppe eingesetzt. Um auch einen Effekt der Inhibition unter basalen 

Bedingungen zu untersuchen, erfolgten gleichzeitig Experimente unter 

Kontrollbedingungen (Normoxie). Alle Kardiomyozyten aus den unterschiedlichen 

Gruppen stammen an einem Tag immer aus derselben Isolation, und sind somit 

„gepaart“. In aller Regel Betrug die n Zahl pro Gruppe und Isolation n=5 Zellen. In den 

Abbildungen denotiert n die Anzahl an Isolationen, wenn nicht anders beschrieben. 

Zahlen im Text werden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM) 

angegeben. Fluoreszenzintensitäten sind in A.U. (engl. arbitrary units) angegeben. 

 

3.1. Verifizierung der mitochondrialen Rhod-2 Beladung mit Mitotracker 
Green FM 

 

Um zu verifizieren, ob sich Rhod-2 mitochondrial anreichert, wurden isolierte 

ventrikuläre Kardiomyozyten mit Rhod-2 und anschließend Mitotracker Green FM 

beladen (eine Isolation, n=10 Zellen pro Gruppe) und anschließend mittels konfokaler 

Mikroskopie analysiert. Hierbei zeigte sich ein typisch mitochondriales 

Beladungsmuster für Rhod-2, gekennzeichnet durch eine streifen- und paketförmige 

Anreicherung. In der Überlagerung der beiden Fluoreszenzemissions-Kanäle für 

Rhod-2 und Mitotracker Green (siehe Abb. 18) kennzeichnete dabei die häufige gelbe 

Farbe eine starke Kolokalisation der beiden Farbstoffe in Bereich der Mitochondrien. 

Als Vergleich wurden n=10 Kardiomyozyten mit Rhod-2 und Fluo-4 beladen. 
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3.2. Korrelationsanalyse der Beladungsmuster 
 

Um die visuell starke mitochondriale Anreicherung des Kalziumfarbstoffes Rhod-2 

weiter zu quantifizieren wurden 10 Zellen, die wie oben beladen wurden, jede einzeln 

der integrierten Kolokalisationsanalyse der Zen Black Software unterzogen. Diese 

vergleicht die Intensität der von beiden Kanälen (entspricht Farbstoffen) registrierten 

Signale in jedem Bildpunkt, indem es diese in einem Koordinatensystem darstellt (x= 

Intensität Kanal 1, y= Intensität Kanal 2, jeder Datenpunkt entspricht einem Bildpunkt 

der Aufnahme) und dann eine Korrelationsgerade errechnet. Bei starker 

Übereinstimmung würde somit das Signal der beiden Farbstoffe in einem jeweiligen 

Bildpunkt gut korrelieren. Es zeigte sich beim Vergleich von Rhod-2 mit Mitotracker 

Green FM ein mittlerer Korrelationskoeffizient von R=0,833±0,012 (n=10) zwischen 

den beiden Farbstoffen (siehe Abbildung 19), welcher für eine sehr starke Korrelation 

spricht.  

 

 
Abbildung 18 - Originalaufnahmen (Frame Scans) einer Zelle beladen mit Mitotracker Green FM und Rhod-2 AM. 

 Die Überlagerung der Mitotracker Green und Rhod-2 Kanäle zeigt eine hohe Anreicherung von Rhod-2 in 

Mitochondrien. 
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Im Gegensatz dazu ergab die Kolokalisationsanalyse von Rhod-2 mit dem 

zytosolischen Farbstoff Fluo-4 nur einen mittleren Korrelationskoeffizienten von 

R=0,172±0,01482 (n=10), welcher für eine sehr schwache Korrelation vereinbar mit 

einer getrennten Lokalisation von Mitotracher Green in den Mitochodrien und Fluo-4 

im Zytosol spricht. Ein ungepaarter T-Test mit Welch’s Correction ergab einen 

signifikanten Unterschied der Mittelwerte beider Gruppen (p<0,05). Somit bestätigt 

sich die Hypothese, dass sich Rhod-2 mit diesem Beladungsprotokoll vorwiegend 

mitochondrial anreichert. 

 

 
 

 

 

 
 

Abbildung 19 – Ergebnisse der Kolokalisationsanalyse mit Zen Black 

Dargestellt sind die Korrelationskoeffizienten R von jeweils n=10 Zellen pro Gruppe. * kennzeichnet p<0,05, 

ungepaarter t-Test mit Welch’s Correction. 
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3.3. Messung des basalen Kalziumniveaus 
Um zu quantifizieren, wie sich das hier angewandte Hypoxie/Reoxygenierungsmodell 

auf das basale zytosolische und mitochondriale Kalzium auswirkt, wurden Frame 

Scans von isolierten Kardiomyozyten aufgenommen (512x512 Pixel, für genaue 

Einstellungen siehe 2.8.2). Kurz zusammengefasst durchliefen die Zellen entweder 

135 min Kultur unter Kontrollbedingungen (37°C, Raumluft, 5% CO2), oder 120 min 

Hypoxie (37°C, 0,5% O2, 5% CO2, 94,5% N2) mit anschließenden 15 min 

Reoxygenierung (37°C, Raumluft, 5% CO2) (für eine detailliertere Erläuterung des 

Modells siehe bitte 2.3). Anschließend wurden die Kardiomyozyten mit Rhod-2 und 

Fluo-4 beladen (siehe Methodenteil). 

 

 

 
Abbildung 20 – Originalaufnahmen (Frame Scans) von Kardiomyozyten ± PERK Inhibition ± 

Hypoxie/Reoxygenierung 
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Wie in den Originalaufnahmen aus Abbildung 20 ersichtlich kam es durch 

Hypoxie/Reoxygenierung zu einem signifikanten Anstieg der mittleren Fluoreszenz 

sowohl von Fluo-4 (10558 ±902,3 A.U. auf 13802 ±111,5 A.U., p<0,05, n=7 

Isolationen) als auch Rhod-2 (10830 ±1083 A.U. auf 19531 ±1922 A.U., p<0,05, n=7 

Isolationen). Dies kennzeichnet einen Anstieg zytosolischen und mitochondrialen 

Kalziums durch H/R. Unter GSK2656157 bleibt der Anstieg in Fluo-4 Intensität unter 

H/R vollständig aus (10478 ±765,9 A.U.  vs. H/R Vehikel: 13802 ±111,5 A.U., p<0,05, 

n=7 Isolationen). Der PERK-Inhibitor führte aber zu keiner signifikanten Verringerung 

des Anstiegs der Rhod-2 Fluoreszenzintensität (18683 ±2650 A.U. vs. H/R Vehikel: 

19531 ±1922 A.U., p=0,97, n=7 Isolationen). Interessanterweise kam es unter 

GSK2656157 zu einem signifikanten Anstieg der basalen Rhod-2 Fluoreszenz 

gegenüber der Vehikelgruppe (13188 ±1604 A.U. vs. 10830 ±1083 A.U., p<0,05, n=7 

Isolationen). Originalabbildungen (Frame Scans) sind in Abbildung 20 dargestellt. Die 

Fluoreszenzmittelwerte pro Isolation sind in Abbildung 21 dargestellt, ein Datenpunkt 

wird aus ca. 5 Zellen gebildet.  
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Abbildung 21 Fluoreszenzwerte der Framescans, gemittelt pro Isolation 

 n=7 Isolationen für alle Gruppen. * kennzeichnet p<0,05 vs. Normoxie Vehikel, # kennzeichnet p<0,05 vs. H/R 

Vehikel.  
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3.4. Zytosolische Kalziumtransientenmessung mit Fluo-4 
 
Um die in den Framescans detektierte Ca2+ Überladung weiter zu analysieren, wurden 

an isolierten, mit Rhod-2 und Fluo-4 beladenen Kardiomyozyten ± H/R ± PERK 

Inhibition zytosolische Kalziumtransienten abgeleitet. Neben Baseline und Amplitude 

wurden noch folgende weitere Parameter erfasst: Peak (Maximum), t to peak (Zeit bis 

zum Maximum), sowie die Relaxationswerte rt50%, rt80%, und rt90% (geben jeweils 

die Zeit an, die der Transient benötigt um den prozentual genannten Unterschied vom 

Maximum zum Anfangswert zurückzulegen). Die t to peak reflektiert die gekoppelte 

Aktivierung der L-Typ Ca2+ Kanäle und RyR2 Rezeptoren, während die 

Relaxationsgeschwindigkeiten die Funktion der SR Ca2+ ATPase und des NCX 

integrieren. Die Werte sind als Mittelwerte pro Isolation ± Standardfehler des 

Mittelwerts in Tabelle 12 angegeben.  

 

 
Abbildung 22 Originalregistrierungen von zytosolischen Kalziumtransienten (Fluo-4) als Rohdaten 

 

 

Normoxie Vehikel

Zeit in ms

Fl
uo

-4
 In

te
ns

itä
t (

A.
U

.)

0 500 1000
0

5000

10000

0 500 1000
0

5000

10000

H/R Vehikel

Zeit in ms

Fl
uo

-4
 In

te
ns

itä
t (

A.
U

.)

0 500 1000
0

5000

10000

Normoxie GSK2656157

Zeit in ms

Fl
uo

-4
 In

te
ns

itä
t (

A.
U

.)

0 500 1000
0

5000

10000

H/R GSK2656157

Zeit in ms

Fl
uo

-4
 In

te
ns

itä
t (

A.
U

.)



 47 

  
Abbildung 23 – Originalregistrierungen von zytosolischen Kalziumtransienten (Fluo-4), jeweils auf F0 normalisiert.  

 

Bei den zytosolischen Kalziumtransienten, gemessen mit Fluo-4, zeigte sich eine 

signifikante Reduktion des diastolischen Kalziums nach H/R durch GSK2656157 (in 

Abb. 24  dargestellt). Originalregistrierungen der Transienten sind in Abbildung 22 

als Rohdaten, in Abbildung 23 normalisiert auf F0 dargestellt.  
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Abbildung 24 Diastolisches F0 (baseline) der zytosolischen Transienten.  

Dargestellt sind Tagesmittelwerte.  # kennzeichnet p<0,05 vs Hypoxie Vehikel. Es wurde ein ROUT Test (Q=2%) 

angewendet. Aufgrund ungleicher n-Zahlen in den Gruppen  wurde ein Ordinary One-Way ANOVA verwendet.  

 

Ferner zeigte sich ein globaler Trend zur Abnahme der Amplitude der 

Kalziumtransienten nach H/R, der jedoch nicht signifikant war. Die 

Transientenamplitude ist in Abbildung 25 auf den Anfangswert normalisiert angegeben 

(ΔF/F0), was eventuelle Unterschiede in der Farbstoffbeladung kompensiert (116).  

 

 

 
Abbildung 25 Die Amplitude der Transienten, normalisiert auf die Baseline (F0).  

n=7 Tagesmittelwerte pro Gruppe 
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Fluo-4 

 Normoxie H/R 

Vehikel GSK2656157 Vehikel GSK2656157 

Baseline (A.U.) 4878±811,3 3582±584,5 4908±468,6 2667±252,4 

Peak (A.U.) 17801±1900 13191±1621 14994±1738 11489±2118 

Amplitude (A.U.) 12923±1730 9608±1502 10085±1442 8271±1610 

t to peak (ms) 30,96±3,422 28,44±2,446 26,54±4,22 24,35±3,088 

rt50 (ms) 198,1±12,89 160,7±8,185 171,3±8,886 161,9±5,144 

rt80 (ms) 442,9±38,47 380,1±26,46 416,4±33,76 389,6±14,94 

rt90 (ms) 615,6±46,05 577,5±50,52 627,4±57,28 576,7±22,78 

F/F0 4,357±0,7593 4,12±0,4575 3,229±0,3067 3,641±0,3361 

ΔF/F0 3,357±0,7593 3,12±0,4575 2,229±0,3067 2,641±0,3361 
Tabelle 12 Synopsis der Parameter zytosolischer Transienten.  

Werte sind als Mittelwert ±SEM dargestellt. 
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3.5. Mitochondriale Kalziumtransientenmessung mit Rhod-2 
 

Analog zu Fluo-4 wurden für die mitochondrialen Kalziumtransienten, gemessen mit 

Rhod-2, die gleichen Parameter ermittelt, um eine potenzielle Kalziumüberladung 

nachzuweisen und dessen Kinetik zu analysieren. Originalabbildungen der 

mitochondrialen Ca2+-Transienten sind in Abbildung 26 als Rohdaten dargestellt, 

beziehungsweise in Abbildung 27 normalisiert auf F0.  

 

 
Abbildung 26 – Originalregistrierungen von mitochondrialen Kalziumtransienten (Rhod-2) als Rohdaten. 
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Abbildung 27 - Originalregistrierungen von mitochondrialen Kalziumtransienten (Rhod-2), jeweils auf F0 

normalisiert. 

 

Es zeigte sich eine Tendenz zur Zunahme des diastolischen, mitochondrialen 

Kalziums nach H/R (p=0,10 vs. Normoxie Vehikel, Tagesmittelwerte in Abb. 28 

dargestellt). GSK2656157 verhinderte den Anstieg mitochondrialen Kalziums 

signifikant (p<0,05, Ordinary One-Way ANOVA).  
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Abbildung 28 F0 (baseline) der mitochondrialen Transienten 

Dargestellt sind Tagesmittelwerte. # kennzeichnet p<0,05 vs Hypoxie Vehikel. Es wurde ein ROUT Test (Q=2%) 

angewendet. Aufgrund ungleicher n-Zahlen in den Gruppen wurde ein Ordinary One-Way ANOVA verwendet. 

 

Ferner zeigte sich ähnlich zu den zytosolischen Transienten eine globale Tendenz zur 

Abnahme der Transientenamplitude (ΔF/F0) nach H/R, die jedoch nicht signifikant war 

(siehe Abb. 29). 

 

 
Abbildung 29 Die Amplitude der Transienten, normalisiert auf die Baseline (F0). n=7 Tagesmittelwerte pro Gruppe  
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Neben der Baseline und Amplitude wurden analog zu Fluo-4 noch die t-to-peak sowie 

Relaxationszeiten bestimmt, bei denen sich kein signifikanter Unterschied ergab 

(siehe Tabelle 13). 

 

Rhod-2 

 Normoxie H/R 

Vehikel GSK2656157 Vehikel GSK2656157 

Baseline (A.U.) 5586±200,1 4715±545,7 7978±1142 5127±618,8 

Peak (A.U.) 14747±1506 13492±1449 15477±2233 15191±4738 

Amplitude (A.U.) 8329±1330 7441±588,9 7499±1251 8261±2900 

t to peak (ms) 31,73±3,952 27,34±2,734 25,51±4,472 24,01±2,766 

rt50 (ms) 197,6±13,56 159,7±8,052 174,2±11,75 167±6,754 

rt80 (ms) 456,4±45,84 389,5±32,7 460,6±52,65 422,9±23,93 

rt90 (ms) 618,6±45,97 593,1±60,23 641,1±61,41 657,6±39,52 

F/F0 2,444±0,2735 2,48±0,2061 2,014±0,1438 2,151±0,1464 

ΔF/F0 1,444±0,2735 1,48±0,2061 1,014±0,1438 1,151±0,1464 
Tabelle 13 Synopsis der Parameter mitochondrialer Transienten. 

 Werte sind als Mittelwert ±SEM dargestellt. 
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3.6.  Analyse der Hyperkontraktilität 
 
Um die Fragestellung zu beantworten, ob die Ca2+ Überladung nach H/R sich auch in 

einem höheren Anteil an hyperkontraktilen Kardiomyozyten widerspiegelt, sowie ob 

sich durch PERK Inhibition eine Reduktion der Hyperkontraktilität erzielen lässt, wurde 

der Anteil hyperkontraktiler Kardiomyozyten einmal basal und 30 sowie 60 min nach 

H/R in den Gruppen mit PERK-Inhibition beziehungsweise Vehikel ermittelt.  

 

Ein Tagesmittelwert pro Gruppe entstand aus den kumulierten Daten von 5 Bildern. In 

Abbildung 30 sind beispielhafte lichtmikroskopische Originalaufnahmen zu sehen. 

Diese spiegeln den deutlichen Anstieg hyperkontraktiler Zellen durch H/R wider.  

 

 
Abbildung 30 – Lichtmikroskopische Originalaufnahmen 60 min post-Reoxygenierung 
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Wie aus den Mittelwerten für den Anteil hyperkontrahierten Zellen ersichtlich, führte 

Hypoxie/Reoxygenierung zu einem signifikant höherem Anteil hyperkontraktiler Zellen 

bereits nach 30 min Reoxygenierung (Normoxie Vehikel: 44,63± 1,985%, H/R Vehikel: 

77,06± 1,147%, p<0,05, siehe Abb. 31) sowie nach 60 min Reoxygenierung (Normoxie 

Vehikel: 51,76 ± 5,383%, H/R Vehikel: 80,81± 3,201%, p<0,05, siehe Abb. 32).  

 

 
Abbildung 31 - Anteil hyperkontraktiler Zellen nach 30 min Reoxygenierung in Prozent 

 Dargestellt sind Tagesmittelwerte aus 5 Aufnahmen (Objektiv 10x) pro Gruppe, links als Rohwerte, rechts nach 

Formel 2 korrigiert für den Anteil zu dem jeweiligen Versuchsbeginn bereits hyperkontraktile Zellen (Baseline). * 

kennzeichnet p<0,05 gegenüber Normoxie+Vehikel. 

 

 
Abbildung 32 Anteil hyperkontraktiler Zellen nach 60 min Reoxygenierung in Prozent 

Dargestellt sind Tagesmittelwerte aus 5 Aufnahmen (Objektiv 10x) pro Gruppe, links als Rohwerte, rechts nach 

Formel 2 korrigiert für den Anteil zu dem jeweiligen Versuchsbeginn bereits hyperkontraktile Zellen (Baseline). * 

kennzeichnet p<0,05 gegenüber Normoxie+Vehikel. 
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Die Ergebnisse sind einmal als Rohdaten,  sowie die nach Formel 2 (siehe Methoden, 

entspricht dem Anteil hyperkontraktiler Zellen aus der zu Beginn des Experiments noch 

viablen Zellpopulation) ermittelte Hyperkontraktilität mit Korrektur für die jeweilige 

Baseline in Abbildung 31 für die Werte nach 30-minütiger Reoxygenierung, sowie in 

Abbildung 32 nach 60-minütiger Reoxygenierung dargestellt. Der Anstieg der 

Hyperkontraktilität ließ sich nicht durch Präinkubation mit GSK2656157 verringern. 

 

 

 
Abbildung 33 – Anteil hyperkontraktiler Zellen über die Zeit (Vehikelgruppen).  

Ein Datenpunkt repräsentiert den Mittelwert aus n=4 Isolationen mit SEM. * kennzeichnet p<0,05, n.s. = nicht 

signifikant, (One-Way ANOVA). 

 
Abbildung 34 - Anteil hyperkontraktiler Zellen über die Zeit (GSK2656157).  

Ein Datenpunkt repräsentiert den Mittelwert aus n=4 Isolationen mit SEM. * kennzeichnet p<0,05, n.s. = nicht 

signifikant, (One-Way ANOVA). 
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Der zeitliche Verlauf der Hyperkontraktilität ist in Abbildung 33 für die Vehikelgruppen, 

in Abbildung 34 für die PERK Inhibition mit GSK2656517, und in Abbildung 35 für alle 

Gruppen überlappend dargestellt. 

 

 
Abbildung 35 –Zusammenführung von Abbildung 33 und Abbildung 34. 
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3.7. Fluoreszenztechnische Bestimmung der Apoptose 
 
Um die Fragestellung zu beantworten, ob eine PERK Inhibition die Apoptoserate der 

Kardiomyozyten nach H/R beeinflussen kann wurde nach H/R eine TUNEL Färbung 

zur Apoptosequantifizierung durchgeführt (Details siehe Methoden). 

Mit dem TUNEL Assay sollten Zellen, die nach der Hypoxie/Reoxygenierung die 

Apoptose einleiten, durch Markierung der Zellkerne identifiziert werden. In 

Pilotversuchen wurden Reoxygenierungsdauern von 2 h bis 16 h gewählt, um 

ausreichend Zeit für die Induktion der Apoptose zu lassen. Beispielhafte Aufnahmen 

sind in Abbildung 36 dargestellt. 

Alle Zellkerne sind mit blau markiert, die für DNA-Strangbrüche positiven Kerne 

zusätzlich grün. In den Positivkontrollen, die 10 min mit DNase inkubiert wurden, 

zeigten sich stets grün (in der Überlagerung türkis) fluoreszierende, positiv markierte 

Kerne.  

Die Auswertung von über 10 TUNEL Experimenten ergab jedoch in den 

Hypoxie/Reoxygenierungsgruppen keine Markierung apoptotischer Zellen. Auffälliger 

Weise waren auch keine runden, hyperkontraktilen Kardiomyozyten zu sehen, obwohl 

diese lichtmikroskopisch gehäuft in den H/R Gruppen zu sehen waren. Gründe für ein 

Fehlen positiver Kerne werden in der Diskussion näher behandelt. 
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Abbildung 36 - Originalaufnahmen von Kardiomyozyten nach TUNEL mit Hoechst 33342 Kerngegenfärbung. 

In der Positivkontrolle ist exemplarisch ein positiver Kern gekennzeichnet. Während humane Kardiomyozyten meist mononukleär 

sind, besitzen Rattenkardiomyozyten zwei Kerne. Die unteren Abbildungen stellen vergrößerte Ausschnitte dar. 
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4. Diskussion 
 
Ich habe mich in der vorliegenden Arbeit mit der Frage beschäftigt, ob das hier 

verwendete H/R Protokoll eine zytoplasmatische und mitochondriale Ca2+ Überladung 

in Kardiomyozyten induzieren kann. Weiterhin habe ich analysiert, ob sich diese Ca2+ 

Überladung durch selektive PERK Inhibition mit GSK 2656157 inhibieren lässt. Ferner 

habe ich analysiert, ob eine PERK Inhibition die Apoptoserate der Kardiomyozyten 

nach H/R reduzieren kann. 

 

Zentrale Ergebnisse meiner Arbeit sind:  
 
Das hier verwendete H/R Modell induziert erfolgreich eine zytosolische und 
mitochondriale Ca2+ Überladung in den isolierten Kardiomyozyten. 
 
Die zytosolische Ca2+ Überladung nach H/R lässt sich durch PERK Inhibition mit 
GSK2656157 reduzieren, die mitochondriale Ca2+ Überladung nach H/R nicht. 
 
Zur Quantifizierung der Apoptoserate isolierter Kardiomyozyten nach H/R ist die 
TUNEL Methode unzureichend geeignet (siehe Diskussion). 
 

Neben seiner schon länger bekannten, inhibierenden Wirkung auf die Translation zeigt 

diese Arbeit weitere Facetten der ER Kinase PERK auf. In der vorliegenden Arbeit 

konnte gezeigt werden, dass durch PERK Inhibition der zytosolische Kalziumanstieg 

nach H/R deutlich reduziert werden konnte. Diese Abnahme deutet darauf hin, dass 

PERK an der Kalziumhomöostase beziehungsweise dessen Dysregulation bei 

Ischämie-Reperfusion beteiligt ist. Eine Abnahme mitochondrialen Kalziums nach H/R 

und PERK Inhibition konnte nicht gezeigt werden, weshalb hier der SR-Mitochondrien-

Kalziumaustausch entgegen der anfänglichen Hypothese möglicherweise ohne 

großen Einfluss von PERK reguliert wird, beziehungsweise PERK nur eine strukturelle 

Funktion einnimmt. Die in diesen Experimenten gefundene basale Erhöhung des 

mitochondrialen Kalziums unter Normoxie und PERK Inhibition schließt deshalb eine 

PERK-Beteiligung an der mitochondrialen Kalziumhomöostase jedoch nicht völlig aus.  
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4.1. Das H/R Modell simuliert erfolgreich einen I/R Schaden in vitro 
 

Aus den vorliegenden Daten lässt sich eindeutig ableiten, dass das verwendete in-

vitro Hypoxie-Reoxygenierungsmodell zur Studie des Ischämie-Reperfusions-

schadens an isolierten Kardiomyozyten geeignet ist. Während der Ischämiephase 

eines Myokardinfarktes kommt es durch mangelnde Perfusion des betroffenen 

Gewebeabschnittes zu einem Sauerstoffentzug, Nährstoffentzug und einer Azidose. 

Dieser Zustand normalisiert sich jedoch durch die Reperfusion rasch, wodurch 

paradoxerweise ein Reperfusionsschaden entsteht (117).  Diese Charakteristika des 

I/R Schadens in vivo wurden in dem hier verwendeten Modell weitestgehend 

übernommen: Die Hypoxie wurde durch zweistündige Inkubation bei 0,5% O2 

realisiert, die Azidose und der Nährstoffentzug durch einen Mediumwechsel zu Beginn 

der Hypoxie auf eine glukosefreie Tyrode mit pH 6,4. Der Tyrode wurde zusätzlich 20 

mM 2-Deoxyglukose zugesetzt, um die Glykolyse zu reduzieren und durch verminderte 

Nachbildung den freien ATP Verbrauch zu erhöhen, da die Kardiomyozyten in Kultur 

im Gegensatz zur Situation in-vivo nicht stimuliert wurden und zwangsläufig einen 

niedrigeren ATP-Bedarf haben. Ähnliche in-vitro Protokolle um den I/R Schaden zu 

untersuchen sind in der Literatur bereits beschrieben (118, 119). 2-Deoxyglukose wird 

intrazellulär aufgenommen und phosphoryliert, kann jedoch durch die 

Phosphoglukoisomerase nicht weiterverarbeitet werden und inhibiert diese kompetitiv, 

wodurch die Glykolyse gehemmt wird (120). 

Der Ischämie-Reperfusionsschaden geht neben den oben regulierten Parametern 

bekanntermaßen mit einer Kalziumüberladung einher, die bis zur Hyperkontraktilität 

des Kardiomyozyten führen kann. Als anfängliche Orientierung für den 

Reperfusionsschaden dieses Modells diente deshalb eine Untersuchung der Anteile 

hyperkontraktiler Zellen nach H/R. Hier zeigte sich eine signifikante Zunahme des 

Anteils hyperkontraktiler Zellen nach zweistündiger Hypoxie und 30- sowie 60-

minütiger Reoxygenierung. 

In den Messungen am konfokalen Lasermikroskop zeigte sich in den Framescans eine 

signifikante Erhöhung des zytosolischen Kalziums nach H/R, gemessen mit Fluo-4. 

Neben einer Erhöhung des zytosolischen Kalziums ist nach der Reoxygenierung in 

diesem Modell auch das mitochondriale Kalzium, gemessen mit Rhod-2, signifikant 

erhöht. 
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Diese Parallelen zu einem I/R Schaden in vivo bestätigen die Validität dieses zellulären 

Modells zur Studie des Reoxygenierungsschadens.  

 

4.2. Rhod-2 verteilt sich vorwiegend mitochondrial 
 
Rhod-2 wird als mitochondrialer Kalziumfluoreszenzfarbstoff beschrieben, da es sich 

per se bevorzugt in Mitochondrien anreichert. Diese Anreicherung kann jedoch durch 

die kalte Beladungsmethode nach Trollinger et. al. weiter verstärkt werden, welche hier 

abgewandelt verwendet wird. Für eine mitochondriale Anreicherung spricht ein 

streifenförmiges Beladungsmuster, im Gegensatz zu einer diffusen Verteilung bei 

zytosolischer Lokalisation. (109) 

Um die Lokalisation von Rhod-2 zu beurteilen wurden Zellen zusätzlich mit Mitotracker 

Green beladen, welcher ein selektiver Marker für Mitochondrien darstellt. In der 

Überlagerung der Mitotracker Green und Rhod-2 Kanäle zeigte sich bereits eine starke 

Kolokalisation beider Farbstoffe, was für eine mitochondriale Rhod-2 Verteilung 

spricht. Um diese Kolokalisation zu quantifizieren wurde die integrierte 

Kolokalisationsanalyse von Zen Black verwendet. Hierbei wurden die 

Hintergrundpixel, welche nahezu keine Fluoreszenz besitzen, durch Gating nicht 

miteinbezogen. Die Analyse ergab einen mittleren Korrelationskoeffizienten der beiden 

Farbstoffe von R=0.83, was eine starke Korrelation kennzeichnet. Der mittlere 

Korrelationskoeffizient von Rhod-2 vs. Mitotracker Green war signifikant erhöht 

gegenüber Rhod-2 vs. Fluo-4, welcher mit R=0.172 nur eine schwache Korrelation 

kennzeichnet. Somit bestätigte sich objektiv eine hohe Anreicherung von Rhod-2 in 

den Mitochondrien.  

 

4.3. PERK Inhibition reduziert H/R-vermittelte zytosolische und 
mitochondriale  Kalziumüberladung  

 
In myokardialen sowie renalen Ischämie/Reperfusionsmodellen konnte bereits gezeigt 

werden, dass es zu einer vermehrten PERK Aktivierung und Phosphorylierung des 

PERK Substrates eIF2a kommt (121-123). Auch in in-vitro H/R Modellen konnte eine 

vermehrte PERK-Aktivierung und Phosphorylierung von eIF2a festgestellt werden 

(124, 125). Somit ist auch in diesem zellulären H/R Modell davon auszugehen, dass 

PERK vermehrt aktiviert wird.  
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Die vorliegende Arbeit stellt nicht die gut untersuchte Regulation der Proteintranslation 

und Genexpression durch Aktivierung von PERK in den Mittelpunkt, sondern fokussiert 

sich auf die Regulation des zellulären Kalziums während Ischämie/Reperfusion. In den 

Kalziummessungen per Frame Scans zeigte sich eine signifikante Reduktion des 

zytosolischen Kalziums nach Hypoxie/Reoxygenierung durch PERK Inhibition mit 

GSK2656157. Dieses Ergebnis knüpft an bisher publizierte Versuche an, in denen 

gezeigt werden konnte, dass eine Erhöhung des zytosolischen Kalziums unter 

gewissen Bedingungen PERK-abhängig verläuft: In humanen sowie murinen 

pankreatischen β-Zellen fanden Wang et. al., dass sich unter pharmakologischer 

PERK-Inhibition der Anstieg des zytosolischen Kalziums als Reaktion auf 

Glukoseerhöhung reduzierte, welcher für die Insulinsekretion notwendig ist (97).  

Ferner konnten Liu et. al. weitere Zusammenhänge zwischen PERK und zytosolischer 

Kalziumregulation herstellen. Ziel der Arbeit von Liu et. al. war es, die Entstehung von 

Arrhythmien in diabetischer Kardiomyopathie zu Untersuchen. Das hierfür verwendete 

Modell waren Ratten mit diabetischer Kardiomyopathie durch Streptozotocin-

induzierten Diabetes. In der Proteinanalyse per Western Blot ergab sich eine erhöhte 

Phosphorylierung von PERK in den Gruppen mit diabetischer Kardiomyopathie. 

Interessanterweise zeigte sich unter pharmakologischer PERK Inhibition in vivo eine 

signifikante Reduktion ventrikulärer Arrhythmien im EKG. Zusätzlich dazu wurden in 

vitro Untersuchungen an isolierten Kardiomyozyten durchgeführt, um den 

Mechanismus weiter zu charakterisieren. In einem PERK-Knockdown mit small 

interfering RNA kam es zu einer Reduktion des zytosolischen Kalziums durch 

geringere RyR2 Aktivität. (96) 

Somit stellt sich die Frage, wie PERK Aktivierung zu einer Regulation von RyR führen 

kann. Bollo et. al. konnten eine Interaktion von PERK mit Calcineurin in einem Co-

immunopräzipitationsassay nachweisen, die unter ER Stress anstieg und die 

zytosolische Domäne von PERK involvierte (98). Für Calcineurin ist schon länger 

bekannt, dass es eine Protein-Protein Interaktion mit Ryanodinrezeptoren und 

FKPB12 Isoformen eingeht (100). FKPB12 ist ein Protein, das die Aktivität der 

Ryanodinrezeptoren moduliert (126, 127). Die Dissoziation von FKBP12.6 (einer 

FKBP 12 Isoform) führt hierbei zu einer erhöhten Öffnungswahrscheinlichkeit der RyR 

im Herzen und einem erhöhten SR Kalziumleck ins Zytosol (128). 

Zusammengenommen kann somit PERK Aktivierung zu einem Calcineurin und 

FKBP12.6 vermittelten zytosolischen Kalziumanstieg kommen.  
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Während sich in den Frame Scan Messungen eine signifikante Reduktion des 

zytosolischen Kalziums durch PERK Inhibition zeigte, ergab sich durch PERK 

Inhibition kein Unterschied in der Rate an hyperkontraktilen Zellen. Auf den ersten 

Blick womöglich ein Widerspruch, gibt es hierfür jedoch mehrere mögliche Gründe. 

Bleibt über einen längeren Zeitraum das zytosolische Kalzium in Kardiomyozyten stark 

erhöht, führt dies zur Hyperkontraktur (113). Nach H/R kam es zu einem signifikanten 

Anstieg der Hyperkontraktilitäsrate der Kardiomyozyten in Kultur, was für einen starken 

Anstieg des zytosolischen Kalziums durch dieses H/R Modell spricht. Jedoch 

verblieben immer noch einige Zellen am Ende der Reoxygenierung stabförmig, 

manche aber mit sichtbaren Spontankontraktionen im Lichtmikroskop, welche auch 

Indikatoren einer zytosolischen Kalziumüberladung sind (129). Obwohl nach 

zweistündiger Hypoxie und 30-minütiger Reoxygenierung bereits über 60% der noch 

zu Beginn des Versuches stabförmigen Zellen in die Hyperkontraktur gegangen sind, 

ist in 40% der Zellen die Kalziumhomöostase nicht soweit entgleist, dass es 

letztendlich zur Hyperkontraktur kommt. Diese heterogene Reaktion der 

Kardiomyozyten ist bereits in der Literatur beschrieben, wobei die genauen Ursachen 

nicht bekannt sind (130). Mit den stabförmigen Zellen wurden auch die 

Kalziummessungen durchgeführt. Aus der nicht signifikant unterschiedlichen 

Hyperkontraktilitätsrate in den H/R Gruppen ± PERK Inhibition lässt sich somit 

ableiten, dass PERK Inhibition in gewissen stark geschädigten Zellen die 

Kalziumüberladung nicht soweit verhindern konnte, dass es nicht zur Hyperkontraktur 

kommt. Die Zellen, die in Hyperkontraktur verfallen, können durch den mechanischen 

Schaden nekrotisch werden (51). Andererseits kann eine prolongierte 

Kalziumüberladung im Ischämie/Reperfusionsschaden neben Nekrose auch zur 

Apoptose der Zelle führen (75, 131). Sollte die Kalziumüberladung demnach noch nicht 

so stark sein, dass die Herzmuskelzelle irreversibel hyperkontraktil und nekrotisch 

wird, aber dennoch durch erhöhtes zytosolisches und mitochondriales Kalzium dem 

Risiko der Apoptose ausgesetzt ist, kann die PERK Inhibition sich möglicherweise 

protektiv auswirken.  

Durch PERK Inhibition ließ sich zwar das zytosolische Kalzium nach H/R senken, nicht 

aber das mitochondriale Kalzium. Hierfür gibt es jedoch mehrere mögliche Gründe. 

Mitochondrien kommt in Kardiomyozyten eine Pufferfunktion für erhöhte zytosolische 

Kalziumspiegel zu (132). Somit ist generell von einem erhöhten mitochondrialen 

Kalzium nach H/R auszugehen. Aufgrund der engen räumlichen Nähe von 
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Mitochondrien zu dem SR sind sie per se lokal höheren Kalziumkonzentrationen als 

im zytosolischen Zelldurchschnitt ausgesetzt (133). Somit könnte trotz einer globalen 

Reduktion des zytosolischen Calciums, wie sie mit der mittleren zellulären Fluoreszenz 

des Fluo-4 gemessen wurde, weiterhin aufgrund der räumlichen Nähe der 

Mitochondrien zu potenziellen Kalziumfreisetzungen ein erhöhter mitochondrialer 

Kalziumspiegel bestehen. Weitere Gründe ergeben sich aus der Literatur: In 

Kardiomyozyten ist bisher nur eine Wirkung von PERK auf RyR beschrieben (96, 99). 

Somit ist davon auszugehen, dass weiterhin eine Kalziumfreisetzung aus dem ER über 

IP3 Rezeptoren gewährleistet ist, welche eine enge räumliche Nähe zu Mitochondrien 

besitzen (134). In Neuronen führte PERK Inhibition sogar zu einer vermehrten 

Kalziumfreisetzung aus IP3 Rezeptoren (135), wobei unsicher ist, inwiefern dies auch 

in Kardiomyozyten geschieht. Eine starke globale zytosolische Kalziumerhöhung nach 

H/R kann womöglich durch PERK Inhibition in einigen Zellen verhindert werden, nicht 

aber die IP3 vermittelte mitochondriale Kalziumaufnahme. 

Verfaillie et. al. konnten zwar zeigen, dass in PERK -/- embryonalen Fibroblasten aus 

Mäusen die ER/Mitochondrien Kontaktstellen und mitochondriale Kalziumaufnahme 

gestört waren, allerdings war dieser Effekt in Zellen, in denen nur die Kinasefunktion 

von PERK entfernt wurde (PERK ΔC) nicht mehr vorhanden (136), was auf eine rein 

strukturelle Funktion von PERK in der Regulation der mitochondrialen 

Kalziumaufnahme hinweist.  

In den gemessenen Transienten zeigte sich nach H/R mit PERK Inhibition zytosolisch 

eine signifikante Reduktion der basalen Fluoreszenz, welche das diastolische Kalzium 

abbildet (137). Dieses Ergebnis verhält sich konkordant zu der Reduktion der Fluo-4 

Intensität in den Frame Scans. Im Gegensatz zu den Frame Scans ergab sich in den 

Transienten zusätzlich eine signifikante Reduktion der basalen Rhod-2 Fluoreszenz 

nach H/R mit PERK Inhibition, welche für ein reduziertes (diastolisches) 

mitochondriales Kalzium spricht. Diese unterschiedlichen Ergebnisse können dadurch 

bedingt sein, dass die Frame Scans ohne vorherige Stimulation ermittelt wurden, und 

somit ein zytosolisches und mitochondriales Ruhekalziumniveau aufzeigen, welches 

von der Diastole zu unterscheiden ist (21). Durch elektrische Stimulation erfolgt 

zwischen Stimuli die Kalziumwiederaufnahme in das SR, wodurch sich mit der Zeit ein 

neues Gleichgewicht zwischen SR, Zytosol und Mitochondrien ergibt, was so zu einer 

Reduktion des mitochondrialen Kalziums führen könnte.  
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Systolisch (gemessen mit ΔF/F0) ergaben sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Gruppen. 

 

4.4. Physiologische Notwendigkeit von PERK  
 

Obwohl die Fragestellung dieser Arbeit sich damit befasst, ob durch Inhibition von 

PERK möglicherweise ein protektiver Effekt induzierbar ist, sollte berücksichtigt 

werden, dass es diverse Indizien für eine physiologische Notwendigkeit von PERK 

unter normalen Bedingungen gibt. Eine seltene, autosomal rezessiv vererbte 

genetische Erkrankung, das Wollcott Rallison Syndrome (WRS), wird durch 

homozygote loss-of-function Mutationen des PERK-Gens EIF2AK3 verursacht (138). 

Erstmals wurde es 1972 beschrieben (139), und bis 2013 sind weltweit nur 83 Fälle 

bekannt (140). Charakteristisch für das WRS sind permanenter neonataler Diabetes, 

epiphysiale Dysplasie, verzögerte Entwicklung (138, 139) sowie auch eine ZNS-, Herz-

, Leber- und Nierenbeteiligung der Erkrankung (141). Durch einen funktionellen Ausfall 

von PERK sind demnach mehrere Organe in ihrer Funktion und Entwicklung gestört. 

Eine PERK Inhibition zur Therapie des I/R Schadens sollte vor diesem Hintergrund 

möglichst kardioselektiv sein. 
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4.5. Einschränkungen der Messungen und des Modells 
 
An dieser Stelle soll auf die Limitationen der hier verwendeten Techniken eingegangen 

werden. Da sowohl Fluo-4 als auch Rhod-2 keine ratiometrischen 

Kalziumfluoreszenzfarbstoffe sind, lässt sich bezüglich der gefundenen Unterschiede 

der Fluoreszenzintensität nur eine qualitative Aussage treffen. Ein ratiometrischer 

Kalziumfluoreszenzfarbstoff besitzt nicht nur ein Absorptions- und 

Emissionsmaximum, sondern unterschiedliche Absorptions- oder Emissionsmaxima in 

Abhängigkeit davon, ob er an Kalzium gebunden ist oder nicht (116). Durch den 

Quotienten der Fluoreszenzintensität, gemessen an den beiden Maxima, lässt sich 

eine quantitative Aussage über Kalziumkonzentrationen geben, die unempfindlicher 

gegenüber unterschiedlichen Farbstoffkonzentrationen ist (116). Warum wurde in 

dieser Arbeit dennoch auf einen ratiometrischen Farbstoff verzichtet? Zuerst ist das 

verwendete Setup aus Laserkonfokalmikroskop und Detektor nicht für ratiometrische 

Farbstoffe geeignet. Ferner war es durch die Kombination aus einem nicht-

ratiometrischen zytosolischen und mitochondrialen Kalziumfluoreszenzfarbstoff 

möglich, mit dualer Exzitation und Emissionsmessung simultan zytosolisches und 

mitochondriales Kalzium zu messen. Durch ein standardisiertes Beladungsprotokoll, 

striktes einhalten der Beladungszeiten und eine gleichbleibende Zellqualität nach 

Isolation sollte in diesen Versuchen dennoch möglichst eine annährend gleiche 

Anreicherung von Fluo-4 und Rhod-2 gewährleistet werden.  

Wie sich aus den Originalaufnahmen der fluoreszenztechnischen Bestimmung der 

Apoptose per TUNEL bereits ergibt, erwies sich diese Technik nicht als geeignet, um 

in adulten Kardiomyozyten Apoptose nach Hypoxie/Reoxygenierung zu detektieren. 

Obwohl es in der Literatur mehrere Beispiele gibt, die eine erhöhte Apoptoserate in 

Kardiomyozyten nach H/R erfolgreich per TUNEL detektieren konnten (142-144), 

wurden in diesen Studien keine adulten Kardiomyozyten verwendet. Neonatale und 

embryonische Kardiomyozyten weisen jedoch grundlegende Unterschiede zu adulten 

Kardiomyozyten auf, wie z.B. eine noch vorhandene Fähigkeit zur Zellteilung, andere 

elektrophysiologische Eigenschaften sowie unterschiedliche Morphologie, und 

erschweren somit eine Translation der Ergebnisse auf den adulten Organismus (145). 

Da es in-vivo Ergebnisse gibt, in denen in Gewebsschnitten eine erhöhte Apoptoserate 

nachgewiesen werden konnte (146), scheint in dieser Arbeit bezüglich der TUNEL 

Messung eher ein methodisches Problem vorzuliegen. Auffälliger Weise waren keine 



 68 

runden, hyperkontraktilen Kardiomyozyten in der Fluoreszenzmikroskopie zu sehen, 

obwohl diese lichtmikroskopisch gehäuft in den H/R Gruppen zu sehen waren. 

Vermutlich haben sich Zellen infolge einer Kalziumüberladung im Rahmen der 

Apoptose durch Spontankontraktionen gelöst oder irreversibel hyperkontrahiert, und 

hatten anschließend nicht mehr eine ausreichend große Adhäsionsfläche um über das 

Laminin an dem Objektträger zu haften. Aufgrund der Vielzahl zwingend notwendiger 

Wasch- und Färbeschritte der TUNEL Methode lösten sich die apoptotischen Zellen 

ab, und dieser systematische Fehler ließ sich nicht beheben. Alternativ wurde deshalb 

das verblindete Auszählen hyperkontraktiler Zellen als proof-of-principle verwendet. 

Aus diesen Erkenntnissen lässt sich schließen, dass eine Apoptosebestimmung in 

adulten Kardiomyozyten eher in Gewebsschnitten als mit isolierten Zellen angestrebt 

werden sollte. 

Das hier verwendete in-vitro H/R Modell soll den in-vivo I/R Prozess möglichst getreu 

abbilden, jedoch bleiben gewisse Unterschiede bestehen. Die durch den Infarkt 

entstehende Hypoxie, Azidose, Nährstoffentzug und Energiedepletion wurden in 

diesem H/R Modell berücksichtigt. Ferner stellen zwei Stunden eine Praxisnahe 

Ischämiezeit dar. Während in-vivo jedoch zusätzlich noch die mikrovaskuläre 

Obstruktion, Entzündung, Ödembildung, und zirkulierenden Immunzellen einen 

Beitrag zum Reperfusionsschaden leisten, fehlen diese Mediatoren im zellulären H/R 

Modell. Außerdem wird das Myokard in-vivo durchgehend stimuliert, was mit einem 

erheblichen Energieverbrauch einhergeht und den ischämischen Schaden aggraviert.  

Trotz der hohen Spezifität des PERK Inhibitors GSK2656157, belegt durch niedrige 

IC50 Werte für andere exemplarische Kinasen, ist eine gewisse pleiotrope Wirkung des 

Inhibitors nicht auszuschließen. Um die genauen Effekte einer PERK Inhibition 

während I/R noch besser zu beurteilen, sollten Versuche mit einem PERK Knockout 

Modell erfolgen. Einerseits ließe sich in einem (murinen) PERK Knockout die von 

Verfaillie et. al. beschriebene strukturelle Funktion von PERK untersuchen (136), 

sowie durch einen PERK ΔC Knockout die Kinasefunktion noch spezifischer 

Inhibieren. Zu beachten bleibt hierbei jedoch die erschwerte Übertragbarkeit von 

Ergebnissen aus murinen in-vivo I/R Versuchen auf den Menschen. Diese wird 

mitunter bedingt durch die grundsätzlich höhere Herzfrequenz von Mäusen und 

Ratten, die geringere Herzgröße, welche unter Umständen eine subendokardiale 

Sauerstoff- und Nährstoffversorgung durch kürzere Diffusionsstrecken ermöglicht, 

sowie genetisch bedingte unterschiedliche Reaktionen auf I/R zwischen 
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Mäusestämmen (147). Ferner sollte berücksichtigt werden, dass in der klinischen 

Situation die Inhibition von einem einzigen Mechanismus möglicherweise nicht 

ausreichend ist um einen Effekt mit ausreichender Stärke zu erzeugen, da hier viele 

unkontrollierte Kovariablen existieren, die Einfluss auf den Verlauf nehmen (148). 
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5. Zusammenfassung 
 

Die ischämische Herzerkrankung und dessen Folgen stellen global eine zunehmende 

Belastung für Gesundheitssysteme dar. Insbesondere der Reperfusionsschaden, der 

nach einem Myokardinfarkt auftritt, rückt hier zunehmend in den Fokus. Während sich 

in der Therapie des STEMI die Strategien zur Reduktion der Infarktgröße und somit 

späteren Auswirkungen wie Herzinsuffizienz bisher ausschließlich auf das Verkürzen 

der Ischämiephase konzentriert haben, bietet die Therapie des Reperfusionsschadens 

noch viel Potenzial. Eine zeitnahe Reperfusion erweist sich als unerlässlich, da sonst 

das betroffene Myokardareal zwangsläufig verstirbt. In tierischen Modellen konnte 

jedoch gezeigt werden, dass der durch Reperfusion bedingte Infarktschaden einen 

beträchtlichen Anteil am Gesamtinfarktschaden ausmacht. Deshalb sollte ein STEMI 

primär als Ischämie/Reperfusionsereignis betrachtet werden. Trotz zahlreicher 

erfolgreicher (tier-) experimenteller Ansätze, sowie mehreren Patientenstudien zu 

pharmakologischer oder anderweitiger Reduktion des Reperfusionsschadens erweist 

sich die Translation in die Klinik als schleppend und diffizil.  

In dieser Arbeit sollte ein neuer, möglicherweise therapeutischer, Ansatz zur Reduktion 

des Reperfusionsschadens untersucht werden. Hierzu dienten die pharmakologische 

Inhibition der „PKR-like endoplasmic reticulum kinase“ (PERK) in einem 

Hypoxie/Reoxygenierungsmodell an isolierten Kardiomyozyten aus Ratten. PERK wird 

durch Ischämie/Reperfusion aber auch in zellulären Hypoxie/Reoxygenierungs-

modellen aktiviert. Neben einem Einfluss auf die Apoptoseinduktion, welcher eine 

beträchtliche Rolle in der Entstehung des Reperfusionsschadens zukommt, ist eine 

Einflussnahme von PERK auf zytosolisches Kalzium bekannt. Als Endpunkte in dieser 

Arbeit wurden zytosolisches und mitochondriales Kalzium laserkonfokalmikroskopisch 

gemessen sowie die Hyperkontraktilität der Kardiomyozyten betrachtet. Das 

Quantifizieren der Apoptose erwies sich hingegen mit den verwendeten Methoden als 

frustran. 

Durch PERK Inhibition mit GSK2656157 konnte in dieser Arbeit eine Reduktion des 

zytosolischen Kalziums nach Hypoxie/Reoxygenierung nachgewiesen werden. Ferner 

zeigte sich unter Normoxie eine basale Erhöhung des mitochondrialen Kalziums durch 

Anwendung von GSK2656157. Eine Reduktion des mitochondrialen Kalziums nach 

Hypoxie/Reoxygenierung konnte unter PERK Inhibition nicht festgestellt werden. Der 

genaue Mechanismus, über den die Reduktion des zytosolischen Kalziums zustande 
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kommt, ist noch unklar. Möglich und in dieser Arbeit diskutiert wäre eine Wirkung von 

PERK auf Ryanodinrezeptoren. Zur tiefergreifenden Evaluation dieses Effekts und des 

Mechanismus sind weitere Versuche notwendig. Wünschenswert hierfür wäre zudem 

ein genetisches PERK Knockout Modell. Ferner wurden die Versuche in dieser Arbeit 

an isolierten Kardiomyozyten durchgeführt, aussagekräftiger sollte die Analyse in 

einem in-vivo Ischämie/Reperfusionsmodell sein. 
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