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Kann Hypothermie die Inflammationsantwort geschadigter primarer Kardiomyozyten aufhalten?

Klinischer Hintergrund und aktueller Stand der Forschung
Ischamische Schadigungen des Herzmuskels im Kindesalter kon-
nen primar durch Koronaranomalien oder sekundar beispielswei-
se nach kardiopulmonaler Reanimation mit Wiederherstellung
eines Spontankreislaufes oder nach Uberleben einer ECMO-The-
rapie entstehen. Die Ischamie/Reperfusionsschadigung fuhrt auf
molekularer Ebene zu einer sterilen Inflammationsreaktion. Hier-
bei fihrt ein nekrotischer Zelltod zur Freisetzung von sogenannten
damage associated molecular patterns (DAMPs), die an Pattern
Recognition Rezeptoren (PRRs) binden und das Immunsystem ak-
tivieren (1). Dadurch werden pro- und anti-inflammatorische Zy-
tokine sezerniert, welche die myokardiale Dysfunktion verstarken
konnen. Tierexperimentelle Studien konnten bereits belegen, dass
Hypothermie das Infarktareal signifikant reduzieren kann (2-4).
Daher diente das Projekt dazu, den Einfluss der Kiihlung auf die
sterile Inflammation primérer Kardiomyozyten zu untersuchen.

Die Effekte von akuter und chronischer Ischamie auf Mechanis-
men des kardialen Zelltodes

Zunachst wurde ein Zeit-Temperatur-Protokoll etabliert, hierfir
wurden primare Kardiomyozyten flr zwei bis sechs Stunden einer
simulierten Ischamie (OGD: oxygen-
glucose-deprivation) und einer an-
schlieRenden Reperfusion ausgesetzt.
Die Zellen wurden fur den Versuch in
zwei Gruppen unterteilt: eine normo-
therme Versuchsgruppe wurde fiir die gesamte Versuchsdauer bei
37 °C inkubiert, wéhrend eine hypotherme Versuchsgruppe eine
Stunde nach Versuchsbeginn auf 33,5 °C gekihlt wurde (Abbil-
dung 1).
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Abbildung 1:

Zeit-Temperatur-Protokoll zur Untersuchung der Zelltodmechanismen Die prima-
ren Kardiomyozyten wurden einer 2- bis 6-stiindigen simulierten Ischdmie und
anschlieBenden Reperfusion ausgesetzt. In der hypothermen Gruppe wurde wah-
rend der simulierten Ischamie die Inkubationstemperatur auf 33,5 °C abgesenkt
und fiir 6 Stunden aufrechterhalten.

Die simulierte Ischamie und Reperfusion verursacht in den prima-
ren Kardiomyozyten einen Zelluntergang. Der nekrotische Zelltod
nahm mit zunehmender Schadigungszeit zu. Der Zelluntergang
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der Kardiomyozyten konnte durch den Einsatz der therapeuti-
schen Hypothermie nach sechs Stunden signifikant vermindert
werden (Abbildung 2A). Die Apoptose ist ein energiegebundener
Prozess, der durch die Aktivierung des zentralen Enzyms Caspase 3
bestimmt werden kann. Eine zunehmende OGD-Schadigung und
Zunahme des nekrotischen Zelltods bewirkte eine verminderte
Caspase 3 Aktivitat. Durch die therapeutische Hypothermie bei
33,5 °Ckonnte der apoptotische Zelltod nach 2 h OGD + 6 h Reper-
fusion signifikant vermindert werden (Abbildung 2B).
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Abbildung 2:

(A) LDH Zytotoxizitat-Analyse von Nekrose und (B) Western Blot-Analyse von
Apoptose induzierenden Proteinen

Effekte von moderater therapeutischer Hypothermie auf die
durch den kardialen Zelltod induzierte Inflammationsreaktion

Im nachsten Schritt untersuchten wir den Einfluss der Hypother-
mie auf die Freisetzung von DAMPs als Mediatoren der sterilen
Inflammation. Dabei analysierten wir neben der Freisetzung
von High Mobility Group Box 1 (HMGB1), Heat Shock Protein 70
(Hsp70) auch das Cold Shock Binding Protein (CIRBP). CIRPB wur-
de als neuer und moglicherweise zentraler Mediator der sterilen
Inflammation beschrieben (6). In den OGD-geschéadigten Kardio-
myozyten sahen wir interessanterweise fur alle drei DAMPs ein
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dhnliches Muster, das mit den Nekrose-Daten korreliert. Somit
stieg die Konzentration der DAMPS mit steigender Schadigungs-
zeit und die Kihlung auf 33,5 °C konnte eine zum Teil reduzierte
Ausschittung (Abbildung 3) bewirken.
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Abbildung 3:

Western Blot-Analyse von DAMPs Proteinen im Medium von OGD-geschadigten
Kardiomyozyten: (A) HMGB1, (B) HSP70 und (C) CIRBP

Schlussfolgerung

In dieser Studie konnten wir erstmals den Verlauf des Zellunter-
gangs primarer Kardiomyozyten durch ischamische Schadigung
beschreiben. Wahrend der Zelluntergang bei akuter Ischamie

apoptotisch verlduft, kommt es durch eine anhaltende und so-
mit chronische Ischdmie zu einem nekrotischen Zelltod. Der Ein-
satz therapeutischer Hypothermie reduzierte den Zelluntergang
sowohl bei akuter, wie auch chronischer Ischamie erfolgreich.
In dem vorliegenden Forschungsprojekt konnten wir zeigen,
dass Kardiomyozyten durch die Ausschiittung von DAMPs als
Vermittler einer initialen Inflammation agieren. Als erste Ar-
beitsgruppe konnten wir primdre Kardiomyozyten als Quelle
der CIRBP-Freisetzung beschreiben. Durch die frithe Kiihlung
konnte eine tendenzielle verringerte Ausschiittung der DAMPs
beobachtet werden.
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden im Rahmen des Euro-
pean Resuscitation Councils im Jahr 2018 in Bologna als Vortrag mit
dem Titel “Targeted Temperature Management protects murine pri-
mary cardiomyocytes from Ischaemia/Reperfusion-induced injury and
prevents the onset of sterile inflammation by attenuating the release of
DAMPs“ vorgestellt.

Des Weiteren wurde im Rahmen der Studie die Publikation ,, The Effects
of Targeted Temperature Management on Oxygen-Glucose Depriva-
tion/Reperfusion-Induced Injury and DAMP release in Murine Prima-
ry Cardiomyocytes” bei Mediators of Inflammation in 2020 veroffent-
licht.
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