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Zusammenfassung 

I 

I. Zusammenfassung 

Pharmakologische Präkonditionierung und ihr Einfluss auf die Mikrozirkulation - Der 
Effekt von Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O), Morphin und Isofluran auf die TNFα-
induzierte Expression von ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin in humanen 
Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) 
Vorgelegt von: Jennis Kandler 
 
Ein Ansatz zur Reduktion des myokardialen Ischämie-Reperfusionsschadens (I/R) ist die 
pharmakologische bzw. Anästhetika-induzierte Präkonditionierung (APC). Im Rahmen des 
I/R wird die endotheliale Integrität gestört und es kommt zur Leukozytenaggregation in der 
Mikrozirkulation mit anschließender transvaskulärer Diapedese und konsekutivem 
Myokardschaden. Vermittelt wird dieser Vorgang der Leukozytenrekrutierung insbesondere 
durch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie TNFα. TNFα induziert über die 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB die Expression zellulärer Adhäsionsmoleküle 
(CAM) wie ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin. Hierdurch steigen die adhäsiven Eigenschaften 
des Endothels, was die Transmigration der Leukozyten ermöglicht. Es konnte bereits durch 
volatile Anästhetika und Opiate eine Reduktion der Leukozytenrekrutierung und somit ein 
protektiver Einfluss auf diesen Schritt des I/R gezeigt werden. Aufgrund dieser Kenntnis, 
kombiniert mit den Erfahrungen aus der APC des Myokards, war es Ziel der vorliegenden 
Arbeit den Effekt von Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O, „Lachgas“), Morphin und Isofluran 
auf die endotheliale Expression der CAM in einem an die myokardiale Präkonditionierung 
angelehnten Versuchsaufbau in einem in vitro Zellkulturmodell an HUVEC zu untersuchen. 
Erhoben wurden hierbei mit der Untersuchung der Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-
1, VCAM-1 und E-Selektin Surrogatparameter der Präkonditionierung. Deren 
Expressionsverhalten wurde als Ausdruck einer proinflammatorischen endothelialen 
Aktivierung gewertet, wie sie im Rahmen des I/R zu finden ist. Es wurden HUVEC 
standardisiert kultiviert und in folgende Gruppen eingeteilt: Kontrolle (unbehandelte Zellen), 
TNFα (Zellen mit alleiniger TNFα-Stimulation), Anästhetikum (Zellen mit alleiniger 
Behandlung mit Xenon, N2O, Morphin, Isofluran), Anästhetikum+TNFα (Zellen mit 
Behandlung mit Xenon, N2O, Morphin, Isofluran und anschließender TNFα-Stimulation). Um 
die Wirkung der Pharmaka auf die CAM-Expression nachvollziehen zu können, wurden die 
genannten CAM sowohl auf transkriptioneller Ebene (Infrarot elektrophoretischer Mobilitäts-
Shift-Assay, Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion), als auch auf Ebene der 
Proteinexpression (Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung) untersucht. Die Ergebnisse wurden 
statistisch ausgewertet und als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt. Die 
statistische Auswertung sollte zeigen, ob zwischen den Mittelwerten der TNFα-Gruppe und 
den Mittelwerten der Kontrollgruppe bzw. zwischen den Mittelwerten der 
Anästhetikum+TNFα-Gruppe und den Mittelwerten der TNFα-Gruppe signifikante 
Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 bestanden. Hierfür wurden 
Gruppenvergleiche mittels Einweg Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt vom Bonferroni Post 
Hoc Test für paarweise Vergleiche durchgeführt. Ergebnisse mit p<0,05 wurden als 
statistisch signifikant betrachtet. Für alle hier verwendeten Substanzen konnte eine 
signifikante Reduktion der NFκB-Aktivität nachgewiesen werden. Ebenso reduzierten alle 
Pharmaka signifikant die mRNA- und Proteinexpression von ICAM-1. Dies galt, mit 
Ausnahme für Morphin, auch für die Expression von VCAM-1. E-Selektin blieb nahezu 
unbeeinflusst. Weder die TNFα-induzierte mRNA-, noch die Proteinexpression auf der 
Zelloberfläche konnte signifikant beeinflusst werden. Unsere Arbeit zeigt damit eine 
protektive Wirkung der genannten Substanzen vor dem TNFα-vermittelten Zellschaden. Die 
vorliegenden Daten tragen zum Verständnis der zum Teil endothelial vermittelten und 
vielschichtig regulierten pharmakologischen Präkonditionierung bei. 
 
Düsseldorf, November 2012 
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II. Abkürzungsverzeichnis 

A 
APC Anästhetika induzierte Präkonditionierung 
APS Ammoniumpersulfat 
ATP Adenosintriphosphat 
AVI Average light intensity 
B 
BNP Brain natriuretic peptide 
BSA Bovines Serumalbumin 
C 
CABG Coronary artery bypass graft 
CAM Cellular adhesion molecule 
CD Cluster of differentiation 
CI Cardiac index 
CR Consensus repeat 
CRD Carbohydrate recognition domain 
D 
Da Dalton 
DAG Diacylglycerol 
DD Death domain 
DEPC Diethyldicarbonat 
(ds/c)DNA (Doppelstrang/copy)Desoxyribonukleinsäure 
DTT Dithiothreitol 
E 
ECGM Endothelial cell growth medium 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EGF Epidermal growth factor 
ESL-1 E-Selektin Ligand 1 
F 
FACS Fluorecence activated cell sorting 
FBS Fetal bovine serum 
FITC Fluorescein-5-Isothiocyanat 
FMLP N-Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin 
FSC Forward scatter 
G 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
GlyCAM-1 Glycosylation-dependent cell adhesion molecule-1 
G-Protein Guaninnukleotid-bindendes Protein 
GTP Guanosintriphosphat 
H 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HSP Hitzeschockprotein 
HUVEC Human umbilical vein endothelial cells 
I 
ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1 
IFNγ Interferon gamma 
IgG Immunglobulin G 
IκB NFκB-Inhibitor 
IKK IκB-Kinase-Komplex 
IL Interleukin 
IP3 Inositoltrisphosphat 
I/R Ischämie-Reperfusionsschaden 
IRDye Infrared dye 
IR-EMSA Infrarot elektrophoretischer Mobilitäts-Shift-Assay 
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K 
(m)KATP (mitochondrialer) ATP-abhängiger Kaliumkanal 
(m)KCa (mitochondrialer) Calcium-abhängiger Kaliumkanal 
kDa Kilodalton 
L 
LFA Lymphocyte function antigen 
LPS Lipopolysaccharid 
M 
MAC Minimale alveoläre Konzentration 
Mac-1 (=CR3) Macrophage-1 antigen 
MACCE Major adverse cardiovascular and cerebrovascular 

events 
MadCAM-1 Mucosal addressin cell adhesion molecule-1 
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
MCP-1 Monocytes chemoattractant protein-1 
MODS Multi organ dysfunction syndrome 
3-MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure 
N 
NEP Neutrophilen Endopeptidase 
NFκB Nuclear factor kappa B 
NO Stickstoffmonoxid 
(e/i)NOS (endotheliale/induzierbare) Stickstoffmonoxid Synthase 
N2O Distickstoffmonoxid („Lachgas“) 
NP40 Nonidet P40 (Octoxinol 9) 
NT-proBNP N-terminales pro brain natriuretic peptide 
O 
OD Optische Dichte 
P 
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung 
PCR Polymerase Kettenreaktion 
PECAM Platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 
PFA Paraformaldehyd 
PIP2 Phosphatidylinositolbisphosphat 
PI3K Phophatidylinositol-3-Kinase 
PKC Proteinkinase C 
PLC Phospholipase C 
PS Phosphatidylserin 
PSGL-1 P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 
PTCA Perkutane transluminale Koronarangioplastie 
p38 MAPK p38 mitogen-aktivierte Proteinkinase 
R 
RIP Receptor interacting protein 
(ss/ds, r/m)RNA (Einzelstrang/Doppelstrang, ribosomale/messenger) 

Ribonukleinsäure 
ROS Reactive oxygen species 
RPM Rounds per minute 
RT-PCR Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion 
S 
SIRS Systemic inflammatory response syndrome 
SD Standardabweichung 
SSC Sideward scatter 
SWOP Second window of protection 
T 
TAE Tris-Acetat-EDTA 
TEMED Tetramethylethylendiamin 
TIVA Total intravenöse Anästhesie 
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TNFα Tumor Nekrose Faktor alpha 
TNFR Tumor Nekrose Faktor alpha-Rezeptor 
TRADD TNFR-associated death domain 
TRAF TNFR-associated factor 
V 
VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1 
VLA-4 Very late antigen 
vWF Von-Willebrand-Faktor 
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 1 

1 Einleitung 

1.1 Hintergrund und Ziel der Arbeit 
Kardiovaskuläre Ereignisse wie der Myokardinfarkt zählen in der westlichen Welt weiterhin 

zu den Haupttodesursachen1. Auch peri- und postoperativ sind sie ein häufiger Grund für 

Morbidität und Letalität2,3. Ein Hauptziel bei Patienten, die sich einem operativen Eingriff 

unterziehen müssen, ist es daher, kardiovaskuläre Komplikationen zu vermeiden. Die 

vorliegende Arbeit beschäftigt sich in diesem Zusammenhang mit der sogenannten 

pharmakologischen bzw. Anästhetika-induzierten Präkonditionierung. Hierbei handelt es sich 

um eine Methode, mit der durch ein bestimmtes Applikationsschema verschiedener in der 

Anästhesiologie verwendeter Pharmaka ein kardioprotektiver Effekt erzielt werden kann. Es 

handelt sich also um eine Art „schützende Vorbehandlung“ des durch Ischämie, aber auch 

durch die sich anschließende Reperfusion (=Ischämie-Reperfusionsschaden)6 gefährdeten 

Myokards. Die pharmakologische Präkonditionierung des Myokards wird seit der 

Erstbeschreibung 19974,72 intensiv untersucht. Als wichtige Zielstrukturen der Anästhetika 

konnten hierbei einerseits die Kardiomyozyten103,104 selbst, aber auch die Mikrozirkulation 

und dabei insbesondere die Endothelzellen111,112 identifiziert werden. Im Rahmen des 

Ischämie-Reperfusionsschadens wird die endotheliale Integrität gestört und es kommt zur 

Leukozytenaggregation in der Mikrozirkulation. Im nächsten Schritt können die Leukozyten 

die Gefäßwand durchwandern (=Diapedese) und verursachen durch Freisetzung 

zytotoxischer Substanzen eine Parenchymschädigung. Dieser Vorgang wird über zwei 

wichtige Mechanismen vermittelt. Einerseits kommt es zur Änderung der zytoskelettalen 

Struktur der Endothelzellen, die somit „durchlässiger“ werden, andererseits bewirken 

proinflammatorische Zytokine, wie insbesondere Tumor Nekrose Faktor α (TNFα), eine 

Hochregulation der Expression zellulärer Adhäsionsmoleküle (cell adhesion molecules, 

CAM) wie interzelluläres Adhäsionsmolekül 1 (intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1), 

vaskuläres Adhäsionsmolekül 1 (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) und E-

Selektin. Durch die Überexpression der CAM steigen die adhäsiven Eigenschaften des sonst 

nahezu nicht-adhäsiven Endothels, was die Adhäsion und anschließende Diapedese der 

Leukozyten erst ermöglicht. Es ist bekannt, dass durch diverse Anästhetika und Opiate 

dieser Vorgang der Leukozytenrekrutierung vermindert und somit ein protektiver Einfluss auf 

den Ischämie-Reperfusionsschaden generiert werden kann107-112,144. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Effekt von Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O, 

„Lachgas“), Morphin und Isofluran auf die endotheliale, TNFα-induzierte Expression der CAM 

in einem an die myokardiale Präkonditionierung angelehnten Versuchsaufbau in einem in 

vitro Zellkulturmodell an humanen Nabelschnurendothelzellen (human umbilical vein 

endothelial cells, HUVEC) zu untersuchen. Mit der Untersuchung der Expression der 
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Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin wurden sowohl auf Ebene der 

Transkription (IR-EMSA, RT-PCR) als auch auf Ebene der Proteinexpression (FACS) 

Surrogatparameter der Präkonditionierung erhoben. Deren Expressionsverhalten wurde als 

Ausdruck einer proinflammatorischen endothelialen Aktivierung gewertet, wie sie im Rahmen 

des Ischämie-Reperfusionsschadens zu finden ist. 

 

 

1.2 Ischämie-Reperfusionsschaden 
1.2.1 Bedeutung 

Der Ischämie-Reperfusionsschaden ist definiert als ein metabolischer, struktureller und 

funktioneller Gewebeschaden, hervorgerufen durch die Ischämie selbst oder durch die 

Reperfusion zuvor nicht-letal ischämischen Gewebes6. Die Situationen, in denen der 

Anästhesist mit Organischämien gefolgt von Reperfusionsphasen und deren Folgen 

konfrontiert werden kann, sind vielfältig und betreffen neben rein prozeduralen Risiken 

kardiochirurgischer (koronararterielle Bypass-Operationen) und nicht-kardiochirurgischer 

Eingriffe (Organ-Transplantationen, gefässchirurgische Eingriffe) auch peri- und 

postoperative sowie posttraumatische Komplikationen (Myokardinfarkt, Blutungen, 

hämorrhagischer Schock). Hierbei treten neben den direkten ischämiebedingten 

Schädigungen nach der für das Überleben des betroffenen Gewebes essentiellen 

Wiederherstellung der Perfusion weitere indirekte Schäden auf, die somit den initialen 

Schaden verstärken. Klinisch kann es je nach Lokalisation des Ischämie-

Reperfusionsschadens neben lokalen inflammatorischen Reaktionen (no reflow-Phänomen, 

myokardiales stunning, Reperfusions-Arrhythmien) auch zu systemischen Reaktionen 

kommen, so dass entferntere, primär nicht ischämische Organe in die Schädigung mit 

einbezogen werden können. Je nach Ausprägung kann dies bis hin zum „systemischen 

inflammatorischen Response-Syndrom“ (systemic inflammatory response syndrome, SIRS) 

oder zum Multiorganversagen (multiple organ dysfunction syndrome, MODS) führen6. 

 

1.2.2 Pathophysiologie 

Nach einer prolongierten Ischämie kommt es neben den direkten pathologischen 

Veränderungen der Parenchymzellen zu inflammatorischen Veränderungen in der 

Mikrozirkulation (mikrovaskuläre Dysfunktion)6. Diese mikrovaskuläre Dysfunktion ist durch 

eine verminderte Dilatation der Arteriolen und eine Zunahme der leukozytären Adhärenz an 

den Gefäßwänden des Kapillarbetts gekennzeichnet. Beides gipfelt in einer Verstärkung der 

Organ-Minderperfusion und somit in einer Zunahme des Parenchymschadens. 
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Das Endothel spielt als innerste Gefäßschicht eine entscheidende Rolle in der Entstehung 

und Unterhaltung der mikrovaskulären Dysfunktion. Einerseits kommt es ischämiebedingt zur 

intrazellulären Verarmung an energiereichen Phosphaten (insbesondere Adenosin-

Triphosphat, ATP), wodurch die Funktionalität der ATP-abhängigen Ionenpumpen 

herabgesetzt ist. Folge dessen ist ein Anstieg des intrazellulären Kalziums und Natriums mit 

konsekutivem Zellödem. Andererseits wird ATP vermehrt zu Hypoxanthin abgebaut. Dieser 

Prozess begünstigt in der Phase der Reperfusion die Bildung von Sauerstoffradikalen 

(reactive oxygen species, ROS)8. 

Die Gewebehypoxie führt zudem zu einer Änderung der endothelialen Genexpression, wobei 

als Folge proinflammatorische Proteine vermehrt und „protektive“ Proteine vermindert 

synthetisiert werden. Endogene, kardiomyozytäre Zellbstandteile, wie zum Beispiel 

Cardiolipin, können - ischämiebedingt freigesetzt - zur Komplementaktivierung führen5. 

Dadurch steigt der Gehalt chemotaktischer Komplementkomponenten (C5a, C3a, iC3b, C5b-

9) und der Gehalt proinflammatorischer Zytokine wie Tumor Nekrose Faktor α (TNFα), 

monocytes chemoattractant protein-1 (MCP-1), Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-6 (IL-6). 

Diese Mediatorfreisetzung führt einerseits über endotheliale, transmembranäre Zytokin-

Rezeptoren zur intrazellulären Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB (nuclear factor 

kappa B) und zur konsekutiv gesteigerten Expression endothelialer Adhäsionsmoleküle 

(ICAM-1, VCAM-1, E-Selektin)7 (Abb. 1.2), andererseits werden Leukozyten rekrutiert und 

aktiviert. „Protektive“ Genprodukte wie die endotheliale Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO) 

Synthase (endothelial nitric oxide synthase, eNOS) werden hingegen vermindert 

synthetisiert. Die reduzierte NO-Produktion führt zur Erhöhung des arteriolären Gefäßtonus 

und begünstigt somit die Ischämie. 

Während der Reperfusion wird intrazellulär akkumuliertes Hypoxanthin durch die Xanthin-

Oxidase mit dem nun wieder vorliegenden Sauerstoff zu Xanthin oxidiert. Dabei fallen ROS 

an. Diese Sauerstoffradikale unterstützen die inflammatorische Reaktion sowohl durch eine 

direkte Zellmembranschädigung durch Lipidperoxidation, als auch durch einen 

chemotaktischen Effekt, der die Zytokin- und CAM-Expression fördert und zur 

Leukozytenaktivierung führt8. 

Die Leukozyten nähern sich über die Interaktion mit den CAM dem ansonsten als Barriere 

fungierenden Endothel an (Abb. 1.1). Erster Schritt hierbei sind wiederholte, kurze 

Bindungen niedriger Affinität zwischen endothelialem E-Selektin und P-Selektin und ihren 

leukozytären Liganden, wie z. B. dem P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1). Die 

hierdurch entstehende rollende Bewegung (rolling) führt zu einer Verlangsamung des 

Leukozytenstroms. Eine feste Adhärenz (sticking) wird durch die Interaktion der leukozytären 

β2-Integrine CD11a/CD18 (leukocyte function antigen 1, LFA-1) und CD11b/CD18 

(macrophage-1 antigen, Mac-1 bzw. Komplementrezeptor Typ 3, CR3) mit den endothelialen 
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Adhäsionsmolekülen ICAM-19 und VCAM-1 geschaffen. Die feste Bindung der Leukozyten 

an das Endothel ist die Voraussetzung für die Transmigration (diapedesis)10,11. Diese 

Transmigration wird über die leukozytäre Bindung an das entlang der interendothelialen 

Zellverbindungen expremierte Adhäsionsmolekül PECAM-1 (platelet-endothelial cell 

adhesion molecule-1) vermittelt. Begünstigend auf die Migration wirkt hierbei ein von 

Kardiomyozyten gebildeter chemotaktischer Gradient12, der zudem zu einer Steigerung der 

adhäsiven Eigenschaften des Endothels führt und vom Ausmaß des oxidativen Stresses der 

Endothelzellen abzuhängen scheint. Auch die Expression von ICAM-1 auf ischämischen 

Kardiomyozyten trägt wesentlich zur Generierung des durch die Leukozyten hervorgerufenen 

myokardialen Schadens bei13. 

 

 
Abb. 1.1: Schematische Darstellung der leukozytären transendothelialen Diapedese 
Erläuterungen siehe Text. PSGL-1: P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1, LFA-1: lymphocyte function 
antigen 1, Mac-1: macrophage-1 antigen, ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1, VCAM-1: 
vascular cell adhesion molecule-1, PECAM-1: platelet-endothelial cell adhesion molecule-1. 
Modifiziert nach Collard CD, Gelman S16. 
 

Die transmigrierten Leukozyten setzen im aktivierten Zustand ROS, Proteasen und 

Elastasen frei, was zu einer gesteigerten mikrovaskulären Permeabilität, einer interstitiellen 

Ödembildung, zur Thrombosierung und zum Zelltod mit entsprechenden organbezogenen 

klinischen Erscheinungen führt. 
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Die teils durch aktivierte Thrombozyten verstärkte Aggregation der Leukozyten in der 

Mikrozirkulation in Verbindung mit oxidativem Stress und einer interstitiellen Ödembildung 

scheint hierbei der maßgebliche, zur kapillären Malperfusion führende Faktor zu sein. 

Hinweise darauf liefern verschiedene Tierstudien. So konnte gezeigt werden, dass bei 

genetisch veränderten, leukozyten- und CAM-defizienten Mäusen nach Ischämie und 

Reperfusion eine Verbesserung der kapillären Perfusion erzielt werden kann6,14. Zudem 

vermindert eine Behandlung mit monoklonalen Antikörpern gegen endotheliale 

Adhäsionsmoleküle (anti-ICAM-1 mAb) den oxidativen Stress in postischämischen 

Venolen15. Eine Reduktion des oxidativen Stresses durch die Superoxid-Dismutase und die 

Verwendung ICAM-1-spezifischer Antikörper setzt die pathologisch gesteigerte 

mikrovaskuläre Permeabilität herab8. 

 

1.2.3 Tumor Nekrose Faktor α  (TNFα) 

1.2.3.1 Grundlagen 

Das proinflammatorische Zytokin TNFα moduliert die zellulären Adhäsionsmoleküle sowie 

weitere Zytokine und Chemokine6,16 und trägt somit entscheidend zur Entstehung der 

mikrovaskulären Dysfunktion bei. Im Rahmen des myokardialen Ischämie-

Reperfusionsschadens kommt es zu einer Freisetzung von TNFα, zur Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NFκB und zur Hochregulation der zellulären Adhäsionsmoleküle17. Die 

Freisetzung von TNFα korreliert im Rattenmodell mit der myokardialen Nekrose, der 

Kreatinkinase- und Myeloperoxidase-Aktivität sowie der Überlebensrate18, weshalb es in dem 

Zellkulturmodell der vorliegenden Arbeit zur Induktion des Zellschadens verwendet wurde. 

 

TNFα ist ein (vornehmlich) von Makrophagen, Monozyten und Lymphozyten produziertes 

proinflammatorisches Zytokin, das gemeinsam mit zahlreichen verwandten Liganden und 

verschiedenen interagierenden Rezeptoren zur „TNF/TNF-Rezeptor-Superfamilie“ gezählt 

wird. Hierbei kann TNFα an zwei unterschiedliche Rezeptoren binden, nämlich den TNF-

Rezeptor-1 (TNFR-1, 55 kDa Molekulargewicht) oder den TNF-Rezeptor-2 (TNFR-2, 75 kDa 

Molekulargewicht). Das als Ligand fungierende Glykoprotein führt über die Rezeptorbindung 

in seinen Effektorzellen (Endothelzellen, Monozyten, Lymphozyten) zu unterschiedlichen 

aktivitätsregulierenden Veränderungen. Einerseits werden hierbei für den Organismus 

positive Effekte wie eine suffiziente inflammatorische Immunantwort auf Infektionen und die 

Organogenese vermittelt. Andererseits ist die Liganden-Rezeptorinteraktion ebenfalls an der 

Generierung pathologischer Veränderungen beteiligt. Hierzu zählen autoimmune 

Erkrankungen (rheumatoide Arthritis, chronisch entzündliche Darmerkrankungen), Sepsis 

sowie Fiebersyndrome19. Und auch nicht-infektiöse inflammatorische Reaktionen, wie im 
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Rahmen des Ischämie-Reperfusionsschadens, werden über TNFα und den TNFR-1 

vermittelt. 

 

1.2.3.2 Effekte von TNFα  auf Endothelzellen 

Durch die Freisetzung von TNFα kommt es neben der gesteigerten vaskulären Permeabilität, 

die durch die Actin-vermittelte Kontraktion der Zellen mit einer interzellulären Lückenbildung 

vergesellschaftet ist20, zur gesteigerten Expression zellulärer Adhäsionsmoleküle. Zudem 

werden Chemokine vermehrt produziert21 und Leukozyten aktiviert. 

Da die Induktion der endothelialen ICAM-1-, VCAM-1- und E-Selektin-Bildung fast vollständig 

über die Interaktion zwischen TNFα und dem TNFR-1 vermittelt wird22, soll an dieser Stelle 

lediglich auf die über diesen Rezeptor vermittelte Signalkaskade eingegangen werden. 

Die Ligandenbindung am TNFR-1 (Abb. 1.2) führt bei intakter, nicht-blockierter zellulärer 

Proteinbiosynthese über intrazellulär gelegene Rezeptorabschnitte, die sogenannten death 

domains (DD), zur Bindung des zytoplasmatischen DD-Adapterproteins TNFR-associated 

death domain (TRADD). TRADD aktiviert im Komplex mit TNFR-associated factor 1 und 2 

(TRAF 1 und 2) sowie receptor interacting protein (RIP) verschiedene intrazelluläre Kinasen. 

Durch diese Kinasen wird der IκB-Kinase-Komplex (IKK, bestehend aus IKKα, IKKβ und 

IKKγ)19 wiederum in seine aktive Form überführt. Bei blockierter zellulärer Proteinbiosynthese 

wird hingegen die Apoptose über Caspasen induziert. 

IKK phosphoryliert den aus α-, β- und ε-Untereinheiten bestehenden, an den 

Transkriptionsfaktor NFκB gebundenen NFκB-Inhibitor (IκB), was zu dessen Abspaltung und 

somit zur Disinhibition, also zur Aktivierung von NFκB führt. Dieser als Heterodimer (meist 

p50/NFκB1- und p65/RelA-Untereinheit) vorliegende Transkriptionsfaktor kann dann vom 

Zytosol in den Zellkern translozieren und - vermittelt durch Wasserstoffperoxid - an die 

entsprechenden Promotorregionen der jeweiligen Gene binden. Nach Phosphorylierung der 

p65-Untereinheit23 wird die Transkription entsprechender Gene, wie die für ICAM-1, VCAM-1 

und E-Selektin eingeleitet24,25,26. 
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung des TNFα-Signalweges über den TNFα-Rezeptor 1 
Erläuterungen siehe Text. TNFα: Tumor Nekrose Faktor α, TNFR-1: Tumor Nekrose Faktor Rezeptor 
1, DD: death domains, TRADD: tumor necrosis factor receptor-associated death domain, TRAFs: 
tumor necrosis factor receptor-associated factors, RIP: receptor interacting protein, IKK (bestehend 
aus IKKα, IKKβ und IKKγ): IκB-Kinase-Komplex, IκB: NFκB-Inhibitor, p50/p65 (Heterodimer): NFκB, 
P: Phosphat-Rest, ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1, VCAM-1: vascular cell adhesion 
molecule-1. Modifiziert nach Hehlgans T, Pfeffer K19. 
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1.2.4 Zelluläre Adhäsionsmoleküle (CAM) 

1.2.4.1 Grundlagen 

Zelluläre Adhäsionsmoleküle vermitteln die Kommunikation der Zellen mit ihrer Umgebung27. 

Ihre Expression findet auf Endothelzellen und auf Zellen des Immunsystems (Granulozyten, 

Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen) statt. Unter physiologischen Bedingungen ist ihre 

endotheliale und leukozytäre Expression neben der Zytokin-vermittelten Zell-Zell-

Kommunikation ein entscheidender Faktor zur erfolgreichen Abwehr von Pathogenen. Im 

Rahmen des Ischämie-Reperfusionsschadens hingegen trägt die TNFα-induzierte 

Hochregulation der CAM-Expression entscheidend zur Entstehung der 

Parenchymschädigung bei (siehe Abschnitt 1.2.2). 

 

1.2.4.2 Klassifikation 

Nach ihrer biochemischen Beschaffenheit können die CAM in vier Gruppen eingeteilt 

werden: die Immunglobulin-Superfamilie, die Selektine, die Integrine und die Cadherine. Da 

die leukozytäre Rekrutierung vornehmlich über Vertreter der Immunglobulin-Superfamilie, 

nämlich ICAM-1 und VCAM-1 sowie das Selektin E-Selektin vermittelt wird28, wurden diese 

Adhäsionsmoleküle in dieser Arbeit untersucht und sollen daher an dieser Stelle genauer 

betrachtet werden. 

 

1.2.4.2.1 Immunglobulin-Superfamilie: 

Hierbei handelt es sich um eine große Gruppe verschiedener transmembranärer 

Glykoproteine (Abb. 1.3), deren gemeinsames Merkmal die Ausbildung extrazellulärer, von 

der Beschaffenheit der Polypeptidketten immunglobulin-ähnlicher Abschnitte mit Cystein-

Sequenzen ist, die über Disulfidbrücken eine β-Faltblattstruktur stabilisieren. Je nach Molekül 

variiert dabei die Anzahl dieser Immunglobulindomänen. Es sind über 70 verschiedene 

Glykoproteine dieser Gruppe mit unterschiedlichen Funktionen bekannt, von denen 5 auf 

Endothelzellen expremiert werden und an der Leukozytenrekrutierung beteiligt sind: 

intercellular adhesion molecule-1 und -2 (ICAM-1, -2), vascular cell adhesion molecule-1 

(VCAM-1), platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) und mucosal adressin 

(MAdCAM-1)28. 

 

ICAM-1: 

Dieses Adhäsionsmolekül besteht aus 5 Immunglobulindomänen und wird bereits auf 

unstimulierten Endothelzellen29, aber auch auf Leukozyten expremiert. Unter Stimulation mit 

proinflammatorischen Zytokinen wie TNFα, IL-1 und IFN-γ (Interferon-γ) steigt die Anzahl der 

Oberflächenmoleküle durch die induzierte Gentranskription und die daraus folgende de-novo 

Proteinbiosynthese deutlich an. ICAM-1 fungiert als Rezeptor für die leukozytären β2-
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Integrine CD11a/CD18 (LFA-1) und CD11b/CD18 (Mac-1) und vermittelt über deren Bindung 

die feste Adhärenz der Leukozyten am Endothel (siehe Abschnitt 1.2.2). 

VCAM-1: 

Von VCAM-1 existieren zwei Formen: die erstbeschriebene besitzt 6 Immunglobulindomänen 

(6D VCAM-1) und entsteht neben der endothelial prädominant expremierten Form mit 7 

Immunglobulindomänen (7D VCAM-1) durch alternatives Spleißen30,31. Die Bildung von 

VCAM-1 wird ebenfalls durch die proinflammatorischen Zytokine TNFα, IL-1 und IFN-γ 

induziert und fungiert vornehmlich als Rezeptor für das auf Lymphozyten und Monozyten 

expremierte Integrin VLA-4 (very late antigen-4) und verstärkt damit deren Adhäsion. 

PECAM-1: 

Platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 (=CD31) besitzt ebenfalls 6 

Immunglobulindomänen und wird vornehmlich im Interzellularraum benachbarter 

Endothelzellen, aber auch auf Thrombozyten und Leukozyten expremiert. Hierbei ist die 

Ausprägung der Expression zytokin-unabhängig28. Mittels PECAM-PECAM-Interaktionen 

können die Leukozyten schließlich interzellulär die Transmigration vollziehen. Hierbei wird 

die Rate und die Richtung der Migration durch PECAM-1 reguliert32. 

 

 
Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Immunglobulin-Superfamilie 
Graue Kreise: Immunglobulindomänen, graue Stäbe: Polypeptidketten, NH2: aminoterminales Ende 
der Polypeptidketten, COOH: Carboxylgruppe der Polypeptidketten. Modifiziert nach Aplin AE et al.27 
und Carlos TM et al.28. 
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1.2.4.2.2 Selektine: 

Zu den Selektinen (Abb. 1.4) zählen drei Rezeptormoleküle: E- (endothelial), P- (platelet) 

und L- (leukocyte) Selektin. Diese Glykoproteine bestehen aus einem extrazellulären, einem 

transmembranären und einem intrazellulären Abschnitt. Das extrazelluläre Kompartiment 

setzt sich wiederum aus drei Domänen zusammen. Am N-terminalen Ende befindet sich die 

sogenannte Lektin-Domäne, die in der Lage ist, kalziumabhängig Kohlenhydratabschnitte 

verschiedener Glykoproteine zu erkennen, über welche die Ligandenbindung vermittelt wird. 

Daher wird dieser Abschnitt auch als carbohydrate recognition domain (CRD) bezeichnet. 

Der Lektin-Domäne schließt sich die EGF-ähnliche (epidermal growth factor-like) Domäne 

an, gefolgt von einer je nach Molekül unterschiedlich langen Domäne, die aus sogenannten 

consensus repeats (CR) besteht, die Sequenzhomologien zu Proteinen des 

Komplementsystems aufweisen33,34. Den zytoplasmatischen Teil bildet ein kurzer C-

terminaler Abschnitt. 

 

E-Selektin: 

E-Selektin zeichnet sich durch 6 CR aus und wird auf aktivierten Endothelzellen durch die 

Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen wie TNFα und IL-1 nach 4 bis 6h maximal 

expremiert35. IFNγ scheint diesen Effekt ohne eigene expressionsinduzierende Wirkung zu 

unterstützen36. Die kurzen, niedrig-affinen Bindungen mit dem am besten bekannten 

Liganden E-Selektin-Ligand-1 (ESL-1)37 führen zum Rollen der Leukozyten und somit zur 

Verlangsamung ihrer Fließgeschwindigkeit. 

P-Selektin: 

P-Selektin weist 9 der beschriebenen CR auf und ist damit das größte Molekül der Selektin-

Familie. Es wird auf Thrombozyten und in geringen Mengen konstitutionell auf 

Endothelzellen expremiert und präformiert in sogenannter thrombozytärer „α-Granula“ bzw. 

endothelial in „Weibel-Palade-Körpern“ zytoplasmatisch gespeichert. Durch inflammatorische 

Stimuli (proinflammatorische Zytokine, Thrombin, Histamin, Wasserstoffperoxid) kann die 

Anzahl der Oberflächenmoleküle rasch innerhalb von Minuten erhöht werden27,33. Ligand des 

P-Selektins ist der auf Leukozyten expremierte P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1), 

dessen Bindung ebenfalls das Leukozytenrollen vermittelt. 

L-Selektin: 

Das aus 2 CR bestehende kleinste Selektin wird im Gegensatz zu E- und P-Selektin 

ausschließlich auf Leukozyten expremiert. Zu den Liganden von L-Selektin gehören das 

Adressin MAdCAM-1, GlyCAM-1 und CD3427,28. L-Selektin ist ebenfalls an der Vermittlung 

des Leukozytenrollens beteiligt. 
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Selektine 
Graue Stäbe: Polypeptidketten mit einem intrazellulären, transmembranären und extrazellulären 
Kompartiment. NH2: aminoterminales Ende der Polypeptidketten, COOH: Carboxylgruppe der 
Polypeptidketten. Abschnitte des extrazellulären Kompartiments: L: Lektin-Domäne, EGF: EGF-
ähnliche (epidermal growth factor-like) Domäne, CR: consensus repeats. Modifiziert nach Aplin AE et 
al.27 und Carlos TM et al.28. 
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1.2.5 Klinische Manifestationen 

Die klinischen Folgen des Ischämie-Reperfusionsschadens sind vielfältig und führen im 

Myokard im Falle einer zuvor nicht-letalen Ischämie vornehmlich zu einer verminderten 

myokardialen Kontraktilität (myokardiales stunning) sowie zum Auftreten von Arrhythmien 

(Reperfusions-Arrhythmien). Das sogenannte no-reflow-Phänomen scheint hierbei zur 

Persistenz bzw. Progression dieser Dysfunktion des Myokards beizutragen. Durch die 

leukozytäre Adhärenz am Endothel, eine interstitielle Ödembildung sowie eine in dieser 

Situation verminderte endothelial vermittelte Vasodilatation kommt es zu einer mechanischen 

Obstruktion der mikrovaskulären Strombahn. Dies hat trotz einer makroskopisch 

wiederhergestellten Perfusion eine klinisch beobachtbare persistierende Minderperfusion des 

betroffenen Organs zur Folge16. 

Myokardiales stunning: 

Das myokardiale stunning beschreibt eine temporäre kontraktile Dysfunktion des Myokards, 

die nach einer postischämischen Reperfusion trotz vollständiger Wiederherstellung des 

koronaren Blutflusses und fehlender irreversibler Parenchymschädigung Stunden bis Tage 

persistiert38. Eine definitive Klärung der zu diesem Phänomen führenden Pathomechanismen 

gibt es bislang nicht. Verschiedene Mechanismen werden postuliert, unter anderem geht 

man von einer verminderten ATP-Synthese, einer ROS-vermittelten Schädigung von 

Enzymen und Zellorganellen und einem veränderten zellulären Kalziumstoffwechsel mit 

zudem verminderter Ansprechbarkeit der Myofilamente auf Kalzium aus. Zu den klinischen 

Situationen, in denen ein stunning auftreten kann, zählen die koronararterielle Bypass-

Operation, koronare Vasospasmen oder auch eine spontane (spontane Thrombolyse) oder 

interventionelle (PTCA) Koronarreperfusion. Stunning zu erkennen und von potentiell 

revaskulariserbaren Zuständen abzugrenzen ist von zentraler Bedeutung. 

Unterschieden werden muss stunning vom hibernating myocardium. Dabei handelt es sich 

um ein 1981 von Flameng et al.39 bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit 

erstbeschriebenes Phänomen. Hierbei zeigt sich eine auf die Phase der chronischen 

Hypoperfusion beschränkte kontraktile Dysfunktion des Myokards, die mit der 

Wiederherstellung der Koronarperfusion endet. Man nimmt an, dass der Grund für die 

verminderte Kontraktilität eine Senkung des Energieverbrauchs im Sinne einer 

Anpassungsreaktion ist40. Klinisch ist es von großer Bedeutung das hibernating Myokard 

durch die Stressechokardiographie, Myokardszintigraphie oder Kernspintomographie zu 

erkennen, da Reperfusionsmaßnahmen eine Verbesserung der Pumpfunktion erzielen 

können. 
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1.3 Kardioprotektion 
Kardioprotektive Anästhetika können das Myokard vor den Folgen des Ischämie-

Reperfusionsschadens schützen. Hierbei kann der protektive Stimulus vor 

(Präkonditionierung), während oder nach der Ischämie und somit während der Reperfusion 

(Postkonditionierung) appliziert werden. 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit den Aspekten der Präkonditionierung, weshalb im 

folgenden Abschnitt dieser Bereich behandelt werden soll. 

 

1.3.1 Ischämische Präkonditionierung 

1986 konnten Murry et al.41 erstmals an Hunden zeigen, dass kurze subletale myokardiale 

Ischämiephasen, hervorgerufen durch Koronarokklusionen, gefolgt von kurzen 

Reperfusionsphasen vor den Folgen einer anschließenden längeren Ischämiephase 

schützen können. Zahlreiche Studien folgten, die diesen Effekt an einzelnen 

Kardiomyozyten, an Myokardpräparaten, perfundierten Herzen sowie verschiedenen 

Organen, Tierspezies und auch an Patienten mit kardiovaskulären Erkrankungen 

reproduzieren konnten und sich mit den hierzu führenden pathophysiologischen und 

molekularen Mechanismen befassten42-52,57,63,70,71,85-87,89-91. 

Auch konnte gezeigt werden, dass die durch eine prolongierte Ischämie hervorgerufenen 

pathologischen Veränderungen in der Mikrozirkulation (Ischämie-Reperfusionsschaden im 

Sinne der mikrovaskulären Dysfunktion) durch die ischämische Präkonditionierung verringert 

werden können. 

 

Bezüglich des zeitlichen Auftretens der protektiven Effekte unterscheidet man zwischen der 

1. akuten / frühen („klassischen“) und der 2. späten / verzögerten Präkonditionierung bzw. 

„ischämischen Toleranz“, was auch als second window of protection (SWOP) bezeichnet 

wird. Die protektiven Veränderungen treten hierbei etwa innerhalb der ersten 2 bzw. 24h 

nach den präkonditionierenden Stimuli auf und sind im ersten Fall unabhängig53, im zweiten 

Fall hingegen abhängig54 von einer veränderten Proteinbiosynthese. 

Initialer molekularer Mechanismus ist in beiden Fällen die Aktivierung von Adenosin- und / 

oder α1-adrenergen (G-Protein-gekoppelten) Rezeptoren. Die durch die Ligandenbindung 

vermittelte Konformationsänderung des Rezeptors hat die intrazelluläre, 

Guanosintriphosphat (GTP)-abhängige Freisetzung der αs-Untereinheit des Rezeptors zur 

Folge, die zu einer Aktivierung der Phospholipasen C und / oder D führt. Die Phospholipase 

C hydrolysiert membranständiges Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu den 

second-messenger Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3). Je nach 

Isoform wird entweder mit oder ohne Kalzium bzw. DAG und Phosphatidylserin (PS) die 

Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) vermittelt, was eine Translokation bestimmter 



Einleitung 

 14 

Isoformen dieses Enzyms vom Zytosol zur Zellmembran zur Folge hat55. Die PKC 

phosphoryliert und aktiviert ATP-abhängige Kaliumkanäle (KATP) in der sarkolemmalen und 

mitochondrialen Membran56 und vermittelt die Translokation der 5’-Nukleotidase zur 

Zelloberfläche. Folge hiervon ist einerseits eine gesteigerte zelluläre ATP-Produktion, 

andererseits eine Hemmung der Leukozytenadhärenz. Diese Mechanismen scheinen 

wichtige Schritte bei der Generierung der frühen Protektion durch Präkonditionierung zu 

sein57,58. 

Die späten Effekte der ischämischen Präkonditionierung werden über die gleichen Stimuli 

ausgelöst. Entscheidender Unterschied ist hierbei aber die Veränderung der zellulären 

Genexpression und Proteinbiosynthese, was die zeitliche Latenz bis zum Auftreten der 

Protektion erklärt. Die oben beschriebene Aktivierung bestimmter PKC-Isoformen und 

anderer Proteinkinasen beeinflusst die über den Transkriptionsfaktor NFκB regulierte 

Proteinexpression und führt letztlich zu einer gesteigerten Synthese antioxidativer Enzyme 

(Superoxid-Dismutase, Katalase, Glutathion-Peroxidase)44,59,60, zu einer Induktion 

zytoprotektiver, das Zytoskelett stabilisierender Hitzeschockproteine (HSP)61,62 und zur 

verminderten leukozytären Adhärenz in der Reperfusionsphase63. 

Die ischämische Präkonditionierung reduziert in der Reperfusionsphase die Akkumulation 

neutrophiler Granulozyten sowie die myokardiale Apoptoserate und verbessert die 

ventrikuläre Funktion63. Der durch die ischämische Präkonditionierung generierte protektive 

Effekt ist nicht nur an Kardiomyozyten, sondern auch koronaren Endothelzellen nachweisbar, 

es wird also die endotheliale Dysfunktion verringert64-67. 

Beauchamp et al.68 fanden heraus, dass dieser Effekt am Endothel durch die Verringerung 

der ICAM-1-Expression mit einer konsekutiv verminderten Leukozytenadhärenz bedingt ist. 

Sie konnten an Endothelzellen aus der Rattenaorta zeigen, dass die ischämische 

Präkonditionierung zu einer Verringerung der ICAM-1-Expression führte, was unter anderem 

über die Proteinkinase C vermittelt wurde. Auch Zahler et al.69 belegten, dass die 

ischämische Präkonditionierung einen Effekt auf das Endothel und dort insbesondere auf die 

Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und E-Selektin hat. Sie konnten in einem 

Zellkulturmodell mit menschlichen Nabelschnurendothelzellen zeigen, dass die den 

präkonditionierenden Stimulus imitierende, transiente Behandlung mit Wasserstoffperoxid 

die durch den Ischämie-Reperfusionsschaden entstehende, TNFα-induzierte Expression der 

endothelialen Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und E-Selektin verringern kann. Alle diese 

Arbeiten belegen somit den protektiven Effekt der ischämischen Präkonditionierung auf die 

Mikrozirkulation. 



Einleitung 

 15 

1.3.2 Pharmakologische Präkonditionierung 

1.3.2.1 Hintergrund 

Auch durch die Applikation verschiedener pharmakologischer Substanzen wie die 

halogenierten Fluorkohlenstoffe (Halothan, Isofluran, Sevofluran und Desfluran), aber auch 

durch das Edelgas Xenon und das Opiat Morphin können die präkonditionierenden Effekte in 

vitro und in verschiedenen Tierspezies in vivo ausgelöst werden70-83. Dieses Phänomen wird 

als pharmakologische bzw. Anästhetika-induzierte Präkonditionierung bezeichnet. Dieses 

Verfahren der perioperativen Kardioprotektion ist praktikabler und scheint im Gegensatz zur 

ischämischen Präkonditionierung eine besser vorhersagbare und somit besser steuerbare 

Änderung der Genexpression mit entsprechenden morphologischen und funktionellen 

Effekten hervorzubringen84. 

 

1.3.2.2 Klinische Studien 

Kardioprotektion durch pharmakologische Präkonditionierung ist auch auf den Menschen 

übertragbar, wie verschiedene klinische Studien an Patienten während koronararterieller 

Bypass-Operationen zeigen konnten85-90. Hierbei handelt es sich allerdings um Studien mit 

relativ kleinen Fallzahlen, bei denen zudem größtenteils Surrogatparameter der 

Organprotektion erhoben wurden. 2006 zeigte eine Metaanalyse von Symons und Kollegen91 

den Nutzen durch kardioprotektive Anästhetika. Die Arbeitsgruppe untersuchte die bis zu 

diesem Zeitpunkt publizierten randomisierten kontrollierten Studien auf die 

Surrogatparameter einer Kardioprotektion und die harten Endpunkte Myokardinfarkt und 

Tod. Eingeschlossen wurden 27 Studien, bei denen 2979 Patienten unter on- und off-pump-

CABG (coronary artery bypass graft surgery) randomisiert einer kardioprotektiven Narkose 

mit volatilen Anästhetika oder einer total intravenösen Anästhesie (TIVA) unterzogen 

wurden. Es konnten in der Gruppe der volatilen Anästhetika deutliche Hinweise auf eine 

Kardioprotektion erhoben werden, nämlich ein 20% höherer cardiac index 

(=Herzminutenvolumen pro Körperoberfläche), niedrigere Troponin-I-Konzentrationen, ein 

geringerer postoperativer Bedarf inotroper Substanzen sowie eine kürzere Beatmungs- und 

Krankenhausverweildauer. Harte Endpunkte wie Myokardinfarkt, myokardiale Ischämie, 

intensivmedizinische Behandlungsdauer und Tod blieben unbeeinflusst. Weitere Studien 

zeigten eine Verkürzung der Verweildauer auf Intensivstationen und im Krankenhaus durch 

kardioprotektive Anästhetika-Protokolle92,93 und retrospektiv konnte eine Verbesserung des 

Outcomes im Vergleich zu totaler intravenöser Anästhesie gezeigt werden94. 

Erstmals wurde 2004 prospektiv von Garcia et al.95 der Einfluss der Präkonditionierung auf 

späte kardiale Ereignisse untersucht. Sie konnten bei 72 Patienten, die sich einer elektiven 

koronararteriellen Bypass Operation unterzogen, unter einer präkonditionierenden 

Anästhetika-Behandlung mit Sevofluran eine signifikante Reduktion perioperativ bestimmter 
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Marker des myokardialen Stresses bzw. Schadens (NT-proBNP, Troponin) und eine damit 

einhergehende Reduktion der Inzidenz kardialer Ereignisse (Herzinsuffizienz, 

koronararterielle Reokklusion) nach 6 und 12 Monaten dokumentieren. Zudem konnte in den 

nach der Präkonditionierung entnommenen Biopsien aus dem Atrium eine Verringerung der 

transkriptionellen Aktivität für PECAM-1 nachgewiesen werden. PECAM-1 gehört wie ICAM-

1 und VCAM-1 zur Gruppe der Immunglobulin-Superfamilie und vermittelt die 

transendotheliale Leukozytenmigration (siehe Abschnitte 1.2.2 und 1.2.4.2.1) und wurde als 

prognostischer Faktor angesehen, da dessen gesteigerte Expression den Übergang von 

einem stabilen zu einem instabilen koronararteriellen Plaque zu begünstigen scheint96-98. 

 

1.3.2.3 Molekularbiologie – Kardiomyozyten versus Endothelzellen 

Zunehmend werden die molekularen Zusammenhänge verstanden, die die 

pharmakologische Präkonditionierung auf zellulärer Ebene vermitteln99-101. Bislang 

konzentriere man sich hierbei primär auf die Parenchymzellen des Myokards und konnte 

Ähnlichkeiten, aber auch wichtige Unterschiede102 zu den Mechanismen der ischämischen 

Präkonditionierung feststellen. So konnte gezeigt werden, dass die pharmakologische 

Präkonditionierung von Kardiomyozyten über die Aktivierung von Adenosin- und ATP-

abhängigen Kaliumkanälen (KATP), die Phosphorylierung und Translokation der PKC-ε vom 

Zytosol zur Zellmembran, die Aktivierung der p38 mitogen-activated protein kinase (p38 

MAPK) und über die Aktivierung des Hitzeschockproteins 27 (HSP 27) sowie die damit 

verbundene Stabilisierung des Zytoskeletts vermittelt wird103,104. Morphin vermittelt seinen 

präkonditionierenden Effekt über die Aktivierung von ATP- (mKATP)105,106 und 

kalziumabhängigen, mitochondrialen Kaliumkanälen (mKCa)82. 

Über die Effekte der pharmakologischen Präkonditionierung auf die Mikrozirkulation, als 

wichtige am Ischämie-Reperfusionsschaden beteiligte Struktur, ist bislang verhältnismäßig 

wenig bekannt. Die in diesem Kontext relevanten untersuchten Zielstrukturen sind das 

Endothel und die Leukozyten bzw. deren Interaktion, da sie für die Generierung der 

mikrovaskulären Dysfunktion entscheidend sind. Verschiedene Arbeiten konnten bereits 

einen Einfluss volatiler Anästhetika auf diesen Prozess, der zur Leukozytenrekrutierung führt, 

aufzeigen. Kowalski et al.107 hatten 1997 in einem Langendorff-Modell erstmals eine 

Reduktion der postischämischen Adhärenz neutrophiler Granulozyten in den Koronarien von 

Meerschweinchenherzen durch die kontinuierliche Behandlung mit den volatilen Anästhetika 

Halothan, Isofluran und Sevofluran nachgewiesen. Möbert et al.108 beschäftigten sich 1999 

mit dem Einfluss der volatilen Anästhetika Halothan, Isofluran und Sevofluran auf die 

Adhärenz neutrophiler Granulozyten an isolierten Endothelzellen und konnten eine 

Reduktion der Leukozytenadhäsion durch alle Substanzen belegen. Dabei legten sie 

besonderes Augenmerk darauf, ob der beobachtete antiadhäsive Effekt über die 
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Beeinflussung der Leukozyten oder der Endothelzellen vermittelt wird. Sie konnten zeigen, 

dass es durch die Behandlung der neutrophilen Granulozyten mit den genannten volatilen 

Anästhetika zur Reduktion der Hochregulation des leukozytären Adhäsionsmoleküls 

CD11b/CD18 (Mac-1) kommt. Diese verminderte Mac-1-Expression wurde als Mechanismus 

gewertet, der die Reduktion der leukozytären Adhärenz am Endothel vermittelt. Eine weitere 

Arbeit109 an isolierten Meerschweinchenherzen konnte für Sevofluran und Isofluran zeigen, 

dass deren Applikation die postischämische Adhäsion neutrophiler Granulozyten verringern 

und damit die Pumpfunktion des Myokards schützen kann. Diese Effekte waren ebenfalls mit 

einer Reduktion der CD11b/CD18-Expression assoziiert. Auch das chemisch inerte Edelgas 

Xenon scheint in die im Rahmen des Ischämie-Reperfusionsschadens gesteigerte 

Interaktion zwischen Leukozyten und Endothel einzugreifen. De Rossi et al.110 zeigten, dass 

Xenon die Oberflächenexpression von P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) und L-

Selektin in isolierten neutrophilen Granulozyten reduziert, ohne jedoch die β2-Integrine zu 

beeinflussen. 

Doch auch am Endothel sind Effekte durch Anästhetika nachweisbar, die in diese 

Leukozyten-Endothel-Interaktion eingreifen. Verschiedene Arbeiten hatten bereits gezeigt, 

dass die ischämische Präkonditionierung einen Effekt auf das Endothel und dort 

insbesondere auf die Expression der Adhäsionsmoleküle hat (siehe Abschnitt 1.3.1) und 

dass die Proteinkinase C an dieser Signalkaskade beteiligt ist68. Auch konnte in Zellkulturen 

gezeigt werden, dass volatile Anästhetika sowohl durch die Reduktion der endothelialen 

Adhäsionsmolekülexpression111 als auch hiervon unabhängig112 eine Minderung der 

leukozytären Adhärenz zur Folge haben. 

Diese Daten legen es nahe, dass Anästhetika verschiedener Substanzgruppen imstande 

sind unter anderem über eine Beeinflussung der Zytokin-induzierten Expression 

endothelialer Adhäsionsmoleküle den Ischämie-Reperfusionsschaden zu mindern. 
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1.4 Fragestellung 
Dass diverse Pharmaka verschiedener Substanzklassen einen kardioprotektiven Effekt im 

Sinne einer Präkonditionierung vermitteln können, ist gut belegt. Insbesondere gilt dies für 

die Effekte auf Kardiomyozyten. Auch gibt es experimentelle Hinweise darauf, dass diese 

pharmakologische Präkonditionierung über die Reduktion der leukozytären Adhärenz am 

Endothel vermittelt wird. Es kann vermutet werden, dass dieser Schutz durch die Reduktion 

der Zytokin-induzierten CAM-Expression generiert wird. 

Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt verschiedener, im Kontext der pharmakologischen 

Präkonditionierung des Myokard bereits untersuchter Pharmaka, auf die TNFα-induzierte 

Expression der an diesem pathophysiologischen Schritt beteiligten Adhäsionsmoleküle 

darzustellen. Dabei sollte auf verschiedenen Ebenen der Proteinexpression geklärt werden, 

ob die Substanzen in diesem Versuchsaufbau letztlich die Oberflächenexpression der CAM 

reduzieren können. 

Es ergaben sich folgende Fragestellungen: 

 

1. Wie beeinflussen Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O, „Lachgas“), Morphin und Isofluran 

die TNFα-induzierte Transkriptionsaktivität des für die CAM-Expression primär 

verantwortlichen Transkriptionsfaktors NFκB? 

 

2. Wie beeinflussen Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O, „Lachgas“), Morphin und Isofluran 

die TNFα-induzierte mRNA-Expression der zellulären Adhäsionsmoleküle? 

 

3. Wie beeinflussen Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O, „Lachgas“), Morphin und Isofluran 

die TNFα-induzierte Proteinexpression der zellulären Adhäsionsmoleküle? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 
2.1.1 Standardmaterialien 

Anästhetika 
Isofluran (Forene®) Abbott (Wiesbaden, Deutschland) 
Xenon und Distickstoffmonoxid („Lachgas“, N2O) Linde Gas AG (Pullach, Deutschland) 
 

Zellkulturmaterialien (HUVEC) 
Collagenase A Roche (Mannheim, Deutschland) 
25cm2-, 75cm2-Zellkulturflaschen TPP (Trasadingen, Schweiz) 
6-, 12-, 24-Well-Platten Peske (Aindling-Pichl, Deutschland) 
Endothelial Cell Growth Medium (ECGM) Promocell (Heidelberg, Deutschland) 
M199 PAN (Aidenbach, Deutschland) 
Fetal Bovine Serum (FBS) Biochrom AG (Berlin, Deutschland) 
Trypsin/EDTA Biochrom AG (Berlin, Deutschland) 
L-Glutamin PAA (Pasching, Österreich) 
 

Infrarot elektrophoretischer Mobilitäts-Shift-Assay (IR-EMSA) 
22-mer Doppelstrang-Oligonucleotid-Sonde, NFκB-
bindend, IRDye 700 markiert Licor Biosciences GmbH (Bad Homburg, Deutschland) 

 

Reverse-Transkription-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) 
Oligo sense/antisense (ICAM-1, VCAM-1, E-Selectin) MWG-Biotech AG (Ebersberg, Deutschland) 
 

Alle weiteren Materialien wurden, sofern nicht anders aufgeführt, von Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH (Taufkirchen, Deutschland), Merck-Eurolab GmbH (München, Deutschland) oder der 

Apotheke des Universitätsklinikums Düsseldorf bezogen. 

 

2.1.2 Antikörper 

von-Willebrand-Faktor (vWF)-Färbung 
Sheep anti-human-vWF polyklonales IgG 
(Fluorescein-5-Isothiocyanat [FITC]-markiert) Serotec LTD (Wiesbaden, Deutschland) 

 

Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS) 

Mouse (monoclonal) anti-human CD54 (ICAM-1) 
(Fluorescein-5-Isothiocyanat [FITC]-markiert) Biosource (Nivelles, Belgien) 

Mouse (monoclonal) anti-human CD106 (VCAM-1) 
(Fluorescein-5-Isothiocyanat [FITC]-markiert) Calbiochem®, Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Mouse (monoclonal) anti-human CD62E (E-Selectin) 
(Fluorescein-5-Isothiocyanat [FITC]-markiert) Biosource (Nivelles, Belgien) 
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2.2 Methoden 
Zur Bearbeitung unserer Fragestellungen wählten wir ein in-vitro Zellkulturmodell. Es wurden 

humane Nabelschnurendothelzellen (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC), 

basierend auf der Methode von Jaffe et al.113 standardisiert isoliert und bis in die zweite oder 

dritte Generation (Passage 2 bzw. 3) kultiviert (Abschnitt 2.2.1). Darauf folgten Färbungen 

zur Verifizierung der Isolierungs- und Kultivierungsmethode (Abschnitt 2.2.2) und das 

experimentelle Protokoll der Anästhetikabehandlung (Abschnitt 2.2.3). Um die vermutete 

präkonditionierende Wirkung der Anästhetika auf das Endothel im Sinne einer Beeinflussung 

der zellulären Adhäsionsmolekülexpression nachvollziehen zu können, wurden die 

Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin sowohl auf transkriptioneller Ebene 

(IR-EMSA, RT-PCR), als auch auf Ebene der Proteinexpression (FACS) untersucht 

(Abschnitt 2.2.4). 

 

2.2.1 Isolierung und Kultivierung humaner Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) 

Lösungen: 

1. PBS- 
NaCl 8,00 g 
KCl 0,20 g 
Na2HPO4 1,15 g 
KH2PO4 0,20 g 
+ Aqua dest. ad 1000 ml 
 

2. PBS+ 
NaCl 8,00 g 
KCl 0,20 g 
Na2HPO4 1,15 g 
KH2PO4 0,20 g 
+ Aqua dest. ad 1000 ml 
Autoklavieren der Lösung 
Zugabe von: 
MgCl2 0,10 g 
CaCl2 0,10 g 
Sterile Filtration in ein autoklaviertes Behältnis 
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3. Abstopp-Medium 
M199 (PAN, Aidenbach, Deutschland) 500 ml 
Entnahme von 65 ml 
Zugabe von: 
Fetal Bovine Serum 
(FBS, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) 50 ml 

Penicillin 100 U/ml, Streptomycin 100 ng/ml 5 ml 
Amphotericin B  5 ml 
L-Glutamin (PAA, Pasching, Österreich)  5 ml 
 

4. Endothelial Cell Growth Medium (ECGM) 
ECGM (Promocell, Heidelberg, Deutschland) 500 ml 
Penicillin 100 U/ml, Streptomycin 100 ng/ml 5 ml 
 

5. Collagenase A 0,1 g/l 
Collagenase A, 1 g/l 
(Roche, Mannheim, Deutschland)   

+ PBS- ad 5 ml 
Einfrieren bei -20°C 
Zum Gebrauch: Auftauen und Zugabe von PBS+ ad 50 ml 
 

6. Trypsin/EDTA: 

Trypsin/EDTA Lösung (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) 

 

Durchführung: 

Isolierung: 

Die Durchführung der Versuche wurde von der Ethikkomission der Medizinischen Fakultät 

der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf genehmigt (Studiennummer 3862). Die für die 

Isolierung der Nabelschnurendothelzellen benötigten Nabelschnüre wurden von der 

Frauenklinik des Universitätsklinikums Düsseldorf zur Verfügung gestellt. 

Um die Wahrscheinlichkeit einer Kontamination so gering wie möglich zu halten wurden die 

Nabelschnüre bei 4°C in PBS+ mit Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 ng/ml) 

aufbewahrt und innerhalb von max. 48h verwendet. 

Die nun im Folgenden aufgeführten Tätigkeiten wurden unter möglichst sterilen Bedingungen 

an der Zellkulturbank unter Beachtung der Hygienevorschriften durchgeführt. 

Die Nabelschnüre wurden aus ihren Transportgefäßen entnommen und die 

Nabelschnurvene an einer Seite mit einer gefäßchirurgischen Knopfkanüle kanüliert. Diese 

wurde mittels zirkulärer Kompression der Nabelschnur durch einen autoklavierten 

Kabelbinder in der Nabelschnur fixiert. Über die eingebrachte Kanüle wurde die 
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Nabelschnurvene mit (je nach Größe der Schnur) ca. 20 ml PBS+ vorsichtig gespült. 

Daraufhin wurde die Nabelschnurvene an der anderen Seite kanüliert und in entgegen 

gesetzter Richtung gespült. An den Enden der Kanülen wurde nun jeweils ein Dreiwegehahn 

(Discofix®) befestigt, über den von einer Seite Collagenase A 0,1 g/l zugespritzt wurde, bis 

der Vorlauf von PBS+ verworfen war. Daraufhin wurde der andere Dreiwegehahn 

geschlossen und weiter Collagenase A in die Vene der Nabelschnur eingebracht, bis diese 

prall gefüllt war. Dann wurde der Hahn auf der Seite der Spritze ebenfalls geschlossen, so 

dass die Collagenase A nicht entweichen konnte. In einem autoklavierten Metallbehälter 

wurden die Nabelschnüre in diesem Zustand 30 Minuten bei 37°C inkubiert. 

Nach Ablauf der Zeit wurde ein Ende der Nabelschnur mit dem Dreiwegehahn über einem 50 

ml Falkon fixiert, beide Hähne geöffnet und so die Collagenase A mit den gelösten 

Endothelzellen zum Ablaufen in das Falkon gebracht. Weiterhin wurde über den zweiten 

Dreiwegehahn zum Beenden des enzymatischen Verdaus Abstopp-Medium durch die 

Nabelschurvene gespritzt, bis das Falkon gefüllt war. 

Dieses wurde anschließend bei 4°C und 1100 rpm 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand 

wurde dekantiert, zum Pellet jeweils 2,5 ml ECGM hinzu gegeben, dieses kurz gevortext und 

schließlich der Inhalt zweier Falkons in eine 25 cm2 Zellkulturflasche (TPP, Trasadingen, 

Schweiz) gegeben, so dass die Zellisolate zweier Nabelschnurvenen gepoolt eine 

Primärkultur ergaben. Diese wurde im Brutschrank bei 37°C aufbewahrt. 

Die Primärkulturen entstanden immer aus mindestens zwei gepoolten Zellisolaten, um 

interindividuelle Unterschiede als Ursache möglicher Ergebnisabweichungen 

auszuschließen. Alle folgenden Versuche wurden wiederum jeweils mit den aus drei 

verschiedenen Primärkulturen stammenden Passagen 2 oder 3 durchgeführt. 

Kultivierung: 

Voraussetzung für die Überführung in die nächst höhere Passage war ein konfluenter 

Zellrasen. Die Überführung erfolgte dann immer im Verhältnis 1:3. Die Primärkultur wurde in 

einer 25 cm2 Flasche gezüchtet und somit in eine 75 cm2 Flasche (Passage 1) überführt. Die 

Zellen der Passage 2 konnten insgesamt auf der maximal dreifachen Fläche, also auf 225 

cm2 wachsen. Je nach durchzuführendem Versuch wurden dann für Passage 2 passend 75 

cm2 Flaschen, 6-, 12-, oder 24-Well Platten (je 50 cm2) zusammengestellt. Sofern in Passage 

2 75 cm2 Flaschen benutzt wurden konnten diese wiederum wie beschrieben auf je 225 cm2 

aufgeteilt werden (Passage 3). 
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Der Wachstumszustand der Zellen wurde täglich kontrolliert und das ECGM erneuert, bis die 

Zellen zur Konfluenz gewachsen waren.  

Bei mikroskopisch feststellbarem konfluenten Zellrasen wurde das Nährmedium verworfen, 

mit PBS+ gespült, 2 Minuten trypsiniert und die resultierenden suspendierten Zellen in 

Abstopp-Medium aufgefangen. Danach wurden die Zellen im Verhältnis 1:3 in Falkons 

aufgeteilt, zentrifugiert und anschließend in ECGM in die jeweiligen Behältnisse (Flaschen, 

Platten, je nach Experiment) ausgesät. 

 

Eine Identifizierung der HUVEC erfolgte fluoreszenzmikroskopisch mittels von-Willebrand-

Faktor (vWF)-Färbung (Abschnitt 2.2.2) und durch fluorescence-activated cell sorting (FACS) 

von mit vWF gefärbten Zellen. Die FACS Analyse ergab ein zu 92% reines HUVEC-

Wachstum in den Passagen 2 und 3. 

 

2.2.2 Von-Willebrand-Faktor-Färbung 

Lösungen/Chemikalien: 

1. PBS+ 

2. Paraformaldehyd (3,7 Vol%) 

3. Triton-X-100 (0,01%) 

4. Schafserum 

 

Antikörper: 

Sheep anti-human-vWF polyklonales IgG 
(Fluorescein-5-Isothiocyanat [FITC]-markiert) Serotec LTD (Wiesbaden, Deutschland) 

 

Durchführung: 

Für die Identifizierung der Zellen als Endothelzellen erfolgte deren Anfärbung mit 

polyklonalen Schafs-Antikörpern (IgG), deren Fab-Regionen menschlichen von-Willebrand-

Faktor binden und mit Fluorescein-5-Isothiocyanat markiert sind. 

Hierfür wurden die Zellen in 24-Well Platten, in deren Wells vorher Deckgläschen gelegt 

wurden, ausgesät. Waren die Zellen auf den Deckgläschen zur Konfluenz gewachsen, so 

wurde das Nährmedium abgesaugt und die Wells vorsichtig drei Mal mit PBS+ gewaschen. 

Dann wurden pro Well 200 µl Paraformaldehyd hinzu gegeben und die Zellen für 10 Minuten 

bei Raumtemperatur auf diese Weise fixiert. Danach wurden sie wiederum drei Mal mit PBS+ 

gewaschen und es wurden pro Well für 3 bis 5 Minuten 200 µl Triton-X-100 hinzugefügt, um 

die Zellen zu permeabilisieren. Dann erfolgte ein weiteres dreimaliges Waschen mit PBS+ 

und anschließend die Zugabe von 200 µl Schafserum, um unspezifische Bindungsstellen der 

Schafs-Antikörper zu belegen. Pro Well wurden nun 50 µl des Antikörpers gegen den vWF 

hinzu gegeben und die Zellen für 30 Minuten im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Darauf folgte ein 
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weiteres Spülen mit PBS+. Dann wurden die Deckgläschen 

aus den Wells entnommen und mit der Wachstumsseite auf 

einem Objektträger fixiert. 

Die Darstellung der Zellen (Abb. 2.1) erfolgte mittels 

Fluoreszenzmikroskopie (Fluoreszenzmikroskop der Firma 

Leica-DML, Wetzlar). Wellenlängen: Anregung: 490 nm, 

Emission: 520 nm. Vergrößerung: 100-fach. 

 

 

 

 

2.2.3 Experimentelles Protokoll 

Jede Versuchsreihe (IR-EMSA, RT-PCR und FACS für ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin) 

wurde drei Mal mit Zellen aus unterschiedlichen Präparationen durchgeführt. 

 

Nachdem die Zellen in 6-Well Platten zur Konfluenz gewachsen waren, wurden sie den 

jeweiligen Versuchsgruppen zugeführt. 

 

Alle Versuche wurden in einer 

speziellen Begasungskammer 

durchgeführt (Abb. 2.2). Diese bot in 

der Mitte Platz für eine 6-Well Platte 

oder 8 einzelne Petrischalen, die auf 

einer Halterung platziert werden 

konnten. Die jeweiligen 

Inhalationsanästhetika- bzw. Gas-

Gemische wurden von unten über 

mehrere Öffnungen der Kammer 

zugeführt und über einen an der 

Unterseite des luftdicht schließenden 

Deckels befindlichen Ventilator gleichmäßig verteilt. Die jeweiligen Konzentrationen und 

Zusammensetzungen wurden mittels eines Gas-Analysators (Capnomatic Ultima; Datex, 

Helsinki, Finnland) am Auslass der Kammer gemessen. Um immer gleiche 

Versuchstemperaturen (37°C) gewährleisten zu können, wurde am Boden der Kammer eine 

Wärmeplatte angebracht, die mit einem Thermometer und einer Temperaturkontrolleinheit 

verbunden war. 

Abb. 2.2: HUVEC-Begasungskammer 

Abb. 2.1: HUVEC von-
Willebrand-Faktor-Färbung, 
Vergrößerung 100-fach 
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Es wurden vier Versuchsgruppen (Abb. 2.3) gebildet: 

1. Kontrolle 

2. TNFα 

3. Anästhetikum 

4. Anästhetikum + TNFα 

 
Abb. 2.3: Experimentelles Protokoll. Die Zellen der Kontrollgruppe (Kontrolle) blieben unbehandelt. 
Die Zellen der Tumor Nekrose faktor α (TNFα)-Gruppe (TNFα) wurden für 0,5, 1, bzw. 5h mit 10ng/ml 
TNFα behandelt. Die Zellen der Anästhetikum-Gruppe (Anästhetikum) wurden intermittierend für drei 
Mal 5 Minuten mit den Anästhetika Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O), Isofluran bzw. mit dem Opiat 
Morphin behandelt. Die Zellen der Anästhetikum+TNFα-Gruppe (Anästhetikum+TNFα) wurden nach 
selbiger pharmakologischer Behandlung für 0,5, 1, bzw. 5h mit 10ng/ml TNFα stimuliert. Am Ende 
erfolgte die molekularbiologische Aufarbeitung aller Gruppen mittels IR-EMSA (Infrarot 
elektrophoretischer Mobilitäts-Shift-Assay), RT-PCR (Reverse-Transkription-Polymerase-Ketten-
Reaktion bzw. FACS (Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung). Alle Versuche wurden mit den aus drei 
verschiedenen Primärkulturen stammenden Zellen durchgeführt. Modifiziert nach Weber NC, Kandler 
J et al.122. 
 

Zu 1. Kontrolle: 

Die Zellen blieben unbehandelt. 

 

Zu 2. TNFα: 

Nach 45 Minuten wurden die Zellen mit 10 ng/ml TNFα behandelt. Dabei richtete sich die 

Dauer der Behandlung nach dem zu detektierenden target, also Transkriptionsfaktor, RNA 

oder Protein, da diese zu unterschiedlichen Zeiten expremiert werden: 

IR-EMSA: 0,5h TNFα-Inkubation 

RT-PCR: 1,0h TNFα-Inkubation 

FACS: 5,0h TNFα-Inkubation 
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Zu 3. Anästhetikum: 

Die Zellen wurden nach einer 10 minütigen Vorlaufzeit in der Kammer unter Raumluft 

intermittierend für drei Mal 5 Minuten mit den jeweiligen Anästhetika bzw. mit dem Opiat 

Morphin behandelt: 

Xenon: 70% Xenon, 25% O2, 5% N2 

N2O: 70% N2O, 25% O2, 5% CO2 

Morphin: 100 ng/ml Morphin 

Isofluran: 0,6% Isofluran, 75% O2, 24,4% N2 

Um eine tatsächlich intermittierende Behandlung sicherstellen zu können, wurde am Ende 

der 5 minütigen Behandlungsphasen das Medium jeweils gewechselt. 

 

Zu 4. Anästhetikum + TNFα: 

Nach selbiger Vorbehandlung der Zellen wie in der Gruppe „Anästhetikum“, wurde nach 

einer letzten 10 minütigen Auswaschphase TNFα (10 ng/ml) zugefügt. Hierbei richtete sich 

die Dauer der Inkubation wiederum nach dem zu detektierenden target: 

IR-EMSA: 0,5h TNFα-Inkubation 

RT-PCR: 1,0h TNFα-Inkubation 

FACS: 5,0h TNFα-Inkubation 

 

Um ausschließen zu können, dass weder der Mediumwechsel, noch die unterschiedlichen 

Sauerstoff-Konzentrationen in den verschiedenen Anästhetika-Gas-Gemischen einen 

Einfluss auf das Ausmaß der ICAM-1-, VCAM-1- bzw. E-Selektin-Expression hatten, wurden 

Kontroll-FACS-Messungen durchgeführt. Bei diesen wurden die Zellen drei Mal 5 Minuten 

mit 25% bzw. 80% Sauerstoff behandelt, während den Auswaschphasen herrschten 

Raumluftbedingungen. Die weiteren Behandlungsschritte glichen denen der oben erwähnten 

Versuchsgruppen. Hierbei zeigte sich, dass weder der Mediumwechsel noch die 

unterschiedlichen Sauerstoff-Konzentrationen einen Einfluss auf die Expression der 

Adhäsionsmoleküle hatte. 
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2.2.4 Molekularbiologie 

2.2.4.1 Infrarot elektrophoretischer Mobilitäts-Shift-Assay (IR-EMSA) 

Diese Methode dient der Untersuchung von Wechselwirkungen von Proteinen mit DNA bzw. 

Oligonucleotiden114. In diesem Fall soll das Verhalten des Transkriptionsfaktors und somit 

sequenzspezifischen DNA-bindenden Proteins NFκB (nuclear factor kappa B) als Teil der 

proinflammatorischen Signalkaskade im Rahmen des oben dargestellten 

Präkonditionierungsprotokolls untersucht werden. 

 

Beim EMSA wird initial die Kernfaktion isoliert. Durch Zugabe einer mit einem 

Infrarotfarbstoff markierten Oligonucleotid-Sonde wird NFκB gebunden, sofern der 

Transkriptionsfaktor, je nach Inflammationszustand der Zelle, im Zellkern vorliegt. Dann folgt 

die elektrophoretische Auftrennung der Proben. Die Methode macht sich die Tatsache zu 

Nutze, dass Protein-DNA-Komplexe im Vergleich zu nicht-proteingebundener DNA in einem 

nicht denaturierenden Polyacrylamid- (oder Agarose-) Gel eine geringere Mobilität während 

der elektrophoretischen Auftrennung besitzen. Die Protein-DNA-Komplexe bezeichnet man 

als geshiftet gegenüber ungebundener DNA. 

 

A. Kern-Extraktion 

Lösungen/Chemikalien: 

1. PBS+ 
NaCl 8,00 g 
KCl 0,20 g 
Na2HPO4 1,15 g 
KH2PO4 0,20 g 
+ Aqua dest. ad 1000 ml 
Autoklavieren der Lösung 
Zugabe von: 
MgCl2 0,10 g 
CaCl2 0,10 g 
Sterile Filtration in ein autoklaviertes Behältnis 
 

2. BUFFER I (Membran-Lyse) 
HEPES 1M, pH 8,0 1,00 ml 
MgCl2 1M 0,15 ml 
KCl 1M 1,00 ml 
DTT 1M 0,10 ml 
+ Aqua dest. ad 100 ml 
Sterile Filtration in ein autoklaviertes Behältnis 
Zugabe von Protease Inhibitor (1000:1) 
Lagerung bei 4°C 
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3. BUFFER II (Kernhüllen-Lyse) 
HEPES 1M, pH 8;0 2,00 ml 
MgCl2 1M 0,15 ml 
Glycerol 25,00 ml 
NaCl 1M 42,00 ml 
EDTA 0,5M 0,04 ml 
DTT 1M 0,10 ml 
+ Aqua dest. Ad 100 ml 
Sterile Filtration in ein autoklaviertes Behältnis 
Zugabe von Protease Inhibitor (1000:1) 
Lagerung bei 4°C 
 

4. NP 40 (10%) Sigma-Aldrich 
 

Durchführung: 

In Anlehnung an die Methode von Schreiber et al.115 wurde die Kernfraktion, wie im 

Folgenden beschrieben, gewonnen. 

Alle Schritte wurden auf Eis, mit gekühlten Lösungen und Materialien durchgeführt, um die 

Proteasen-Aktivität so gering wie möglich zu halten. 

Als erstes wurde das Nährmedium aus den 6-Well Platten abgesaugt und die Zellen drei Mal 

mit kaltem PBS+ gewaschen. Dann wurden pro Well jeweils 1 ml PBS+ hinzugefügt, die 

Zellen mit einem Schaber vorsichtig vom Boden gelöst und in 1,5 ml Röhrchen gefüllt. Diese 

wurden 5 Minuten bei 4°C mit 500 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und für 

15 Minuten mit 1 ml BUFFER I auf Eis inkubiert, um die Zellen anschwellen zu lassen. Dann 

wurden 100 µl NP40 zugefügt, die Zellen 10 Sekunden gevortext und daraufhin bei 12.000g 

2-3 Minuten zentrifugiert. Der Überstand (die zytoplasmatische Fraktion) wurde vorsichtig 

dekantiert und es wurden 175 µl kalter BUFFER II zum Pellet zugefügt. Es folgten 30 

Sekunden Vortexen und 30 Minuten starkes Schütteln bei 4°C. Dann wurde 15 Minuten bei 

4°C und 12.000g zentrifugiert, der Überstand in gekühlte Röhrchen überführt und die Proben 

entweder sofort verwendet, oder bei -80°C gelagert. Es folgte die Proteinbestimmung nach 

Lowry. 
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B. Proteinbestimmung nach Lowry 

In Anlehnung an die Methode nach Lowry116 wurde eine Bestimmung der in den 

verschiedenen Proben enthaltenen Proteinmenge durchgeführt. Basierend auf diesen 

Ergebnissen konnten dann die einzelnen Proben in Bezug auf ihre Proteinmenge durch 

Verdünnung aneinander angeglichen werden. 

 

Lösungen/Chemikalien: 

1. Reagenz A 
Aqua dest. 500 ml 
NaOH 2,00 g 
Na2CO3  10,00 g 
 

2. Reagenz B 
KNa-Tartrat 2,00 g 
+ Aqua dest. ad 100 ml 
 

3. Reagenz C 
CuSO4 x 5H2O 1,00 g 
+ Aqua dest. ad 100 ml 
 

4. Lowry Reagenz 
Vor der Bestimmung frisch herzustellen. Für jede Probe und jeden der sieben Standards (Eichreihe) werden 500 
µl Lowry Reagenz benötigt. Die dann hergestellte Menge setzt sich aus Reagenz A, B und C zusammen, und 
zwar im Verhältnis 100:1:1. 
 

5. BSA 
Bovines Serum Albumin 100 µg/ml 
 

Durchführung: 

3 µl der Probenlösung wurden mit 197 µl destilliertem Wasser verdünnt (1:67). Von dieser 

verdünnten Probe wurden 100 µl mit 500 µl Lowry-Reagenz versetzt und dann für 10 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden jeweils 50 µl Folin-Chiocalteus-

Phenolreagenz (Sigma, Taufkirchen) zugegeben, das zuvor frisch 1:1 mit destilliertem 

Wasser verdünnt wurde. Das Gemisch wurde gut gevortext und dann für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

Durch eine Reaktion der Proteine mit der alkalischen Kupferlösung und die folgende 

Reduktion des Folin-Chiocalteus-Phenolreagenz durch den Protein-Kupfer-Komplex kommt 

es zu einer Farbkomplexbildung. Diese ist proportional zu der enthaltenen Proteinmenge und 

lässt sich durch die Extinktionsmessung bei 740 nm mit einem Plate Reader (µQuant, BioTek 

Instruments, Winooski, Vermont, USA) quantifizieren. Die Berechnung der Konzentration 
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wurde mit der KC4 Software durch Bezugnahme auf eine jeweils parallel vermessene 

Eichreihe (0-100 µg/ml BSA) durchgeführt. Jede Proteinbestimmung wurde als 

Doppelbestimmung angesetzt. Nach der Proteinmengenbestimmung wurden die Proben mit 

destilliertem Wasser auf eine einheitliche Proteinkonzentration eingestellt. 

 

C. Gel-Präparation  

Lösungen/Chemikalien: 

Nicht denaturierendes Polyacrylamid-Gel 6% (Mengenangaben für 2 Gele) 
Polyacrylamid 40% 3,75 ml 
Sigma 1M, pH 7,5 1,00 ml 
Glycin 1M 3,80 ml 
EDTA 0,5M 80,00 µl 
Wasser  11,75 ml 
APS 10% 0,10 ml 
TEMED 15,00 µl 
 

Durchführung: 

Alle Substanzen wurden gemischt und in den Gelkammern (Dicke der Glasplatten 1 mm, 

Abstand zwischen den Glasplatten und somit Gel-Dicke 0,75 mm) 1 bis 2 Stunden zur 

Polymerisation aufbewahrt. 

 

D. Bindungs-Reaktion 

Lösungen/Chemikalien: 

1. Binding Buffer 10x 
Tris-HCl 100 mM 1,576 g 
KCl 500 mM 3,727 g 
Dithiothreitol (DTT) 10 mM 0,154 g 
+ Aqua dest. ad 100 ml 
Lagerung bei 8°C 
 

2. RNase-freies Wasser 
 

3. DTT (25 mM)/Tween-20 (2,5%) 
Dithiothreitol (DTT) 100 mM 10,00 µl 
Autoklaviertes Wasser  30,00 µl 
Tween-20 2,5%  1,00 µl 
 

4. NFκB Oligo IR dye 
22-mer Doppelstrang-Oligonucleotid-Sonde, NFκB-
bindend, IRDye 700 markiert Licor Biosciences GmbH (Bad Homburg, Deutschland) 

 



Material und Methoden 

 31 

Durchführung: 

Alle Proben wurden ausschließlich auf Eis gelagert. Es wurden 1 µl Binding Buffer 10x, 4 µl 

RNase-freies Wasser, 1 µl DTT/Tween und 2 µl der nach der Lowry-

Proteinmengenbestimmung eingestellten Probe des Kernextrakts (5 µg) gemischt. 

Anschließend wurde jeder Probe 1 µl der 22-mer Doppelstrang-Oligonucleotid-Sonde (Licor 

Biosciences, Bad Homburg, Germany) zugefügt, die eine übereinstimmende 

Bindungssequenz für NFκB (5’-AGT-TGA-GGG-GAC-TTT-CCC-AGG-C-3’) besitzt und die 

am 5’-Ende mit einem Infrarotfarbstoff (IRDye 700) markiert ist. Das Gemisch inkubierte für 

20 Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur. 

Es folgte die elektrophoretische Auftrennung der Oligonucleotid-NFκB-Komplexe. 

 

E. Elektrophorese 

Lösungen/Chemikalien: 

1. 1x TBE Puffer (=10x TBE Puffer, 1:10 verdünnt mit autoklaviertem Aqua dest.) 
10x TBE Puffer (s.u.) 100 ml 
Autoklaviertes Aqua dest. 900 ml 
 

2. 10x TBE Puffer 
Sigma 7-9 107,80 g 
Na-EDTA 7,44 g 
Borsäure, pH 8,3 55,00 g 
+ autoklaviertes Aqua dest. ad 1000 ml 
 

3. 10x Orange G loading dye  (LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg) 
 

Durchführung: 

Nach der 20 minütigen Inkubation mit der NFκB Oligo IR dye wurde den Proben je 1 µl 10x 

Orange G loading dye zugefügt. Nach Beladen der Gelkammern lief die Elektrophorese für 

45 Minuten bei 80V in 1x TBE Buffer. Es folgten die Visualisierung und Quantifizierung des 

Shifts. 

 

F. Odyssey® Imaging 

Die Gele wurden in den Gel-Kammern auf den Odyssey IR Imager® (LI-COR Biosciences 

GmbH, Bad Homburg, Deutschland) aufgebracht. Die Einstellungen des Scanvorgangs 

wurden so gewählt, dass der Fokus in der Mitte des Geles lag (focus offset: 0,9 mm, 

intensitiy setting: 6 or 7 for channel 700, preset: protein gel, resolution: 84, quality: medium). 

Die Quantifizierung erfolgte durch Messung der mittleren Lichtintensität (average light 

intensity [AVI]) der geshifteten NFκB-Banden. 
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2.2.4.2 Reverse-Transkription-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) 

Um das Ausmaß der Gen-Expression der zellulären Adhäsionsmoleküle (CAMs) im Rahmen 

unseres Versuchsprotokolles auf transkriptioneller Ebene in Form von gebildeter messenger-

RNA (mRNA) darstellen zu können, wählten wir die semiquantitative one-step Reverse-

Transkription-Polymerase-Ketten-Reaktion. Hierbei untersuchten wir die Expression der 

jeweiligen CAM-spezifischen Gene bezogen auf die Expression des housekeeping-Genes 

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), das somit als Referenzgen und 

interner Standard fungierte. 

 

Jede RT-PCR teilt sich in folgende Einzelschritte: 

- Isolierung der RNA aus HUVEC 

- Bestimmung des RNA-Gehaltes 

- Beurteilung der RNA-Qualität mittels Elektrophorese 

- One-step RT-PCR 

- Elektrophorese der PCR-Produkte und semiquantitative Auswertung 

 

Allgemeines zur PCR, RT-PCR und One-step RT-PCR: 

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es möglich, definierte DNA-Abschnitte  

sequenzspezifisch zu vervielfachen und zu analysieren117. Dabei besteht jeder PCR-Zyklus 

aus drei Schritten: 

1. Denaturierung / melting: 

Durch eine Temperaturerhöhung auf ca. 95°C wird der DNA-Doppelstrang getrennt, das 

heißt die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den komplementären Basenpaaren 

werden gelöst, so dass die DNA in zwei Einzelsträngen vorliegt. 

2. Primerhybridisierung / annealing: 

Bei einer niedrigeren Temperatur (ca. 50-65°C) erfolgt das Anlagern von 

Oligonukleotidprimern (sense und antisense). Diese sequenzspezifischen 

Oligonukleotide begrenzen den gewünschten DNA-Abschnitt, indem sie sich gegenläufig 

an jeweils komplementäre DNA-Abschnitte anlagern. 

3. Elongation / extension: 

Bei ca. 72-75°C erfolgt durch eine DNA-abhängige DNA-Polymerase in 5’-3’-Richtung 

die Synthese bzw. Verlängerung der jeweiligen Gegenstränge. Wir verwendeten das 

one-step RT-PCR kit der Firma QIAGEN®, bei dem die HotStarTaq DNA Polymerase die 

DNA-Synthese durchführt. Es handelt sich um eine modifizierte Form der rekombinanten 

94-kDa-DNA- Polymerase (Desoxynukleosid-Triphosphat: DNA-

Desoxynukleotidyltransferase, EC 2.7.7.7), die ursprünglich aus Thermus aquaticus 

isoliert wurde und in E. coli expremiert wird. 
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Viele Protokolle durchlaufen ca. 30 Zyklen. Ziel ist es hierbei durch eine Verdopplung der 

vorhandenen DNA-Moleküle pro Zyklus eine hohe Anzahl an Ziel-Molekülen zu erzeugen. 

Diese werden anschließend mittels Agarosegelelektrophorese oder weiteren Techniken 

analysiert und ausgewertet. 

 

Liegt als Ausgangsmaterial für die PCR nicht DNA, sondern wie in unserem Fall RNA, 

genauer mRNA vor, so ist, da RNA nicht amplifiziert werden kann, als Schritt vor der PCR 

eine Umsetzung der RNA in DNA (=reverse Transkription) erforderlich. Dies geschieht durch 

eine virale reverse Transkriptase (=RNA-abhängige DNA-Polymerase). Wir verwendeten das 

one-step RT-PCR kit der Firma QIAGEN®, bei dem die omniscript reverse transcriptase und 

sensiscript reverse transcriptase eingesetzt werden. Dabei handelt es sich um rekombinante, 

heterodimere Enzyme, die in E. coli expremiert werden (QIAGEN® one-step RT-PCR 

Handbuch). Die reversen Transkriptasen synthetisieren zur vorliegenden RNA einen 

komplementären DNA-Einzelstrang (=copy-DNA / cDNA). Dieser dient dann als template / 

Matrize für die anschließende Amplifikation. 

Zur Bindung am Poly-A-Schwanz am 3’-Ende der mRNA benötigen die reversen 

Transkriptasen Primer. Hier werden häufig Oligo-dT(Desoxythymidin)-Nukleotide verwendet. 

Sofern diese eingesetzt werden, schließt sich ein zweiter Schritt an, in dem der Gen-

spezifische Primer zugefügt wird und somit gewährleistet werden soll, dass nur der 

gewünschte DNA-Abschnitt amplifiziert wird. Um dabei eventuell auftretende 

Kontaminationen zu minimieren, gibt es die Möglichkeit der one-step RT-PCR. Dabei wird 

direkt ein Gen-spezifischer Primer verwendet, so dass beide Reaktionen im selben Gefäß 

durchgeführt werden können. 

 

 

A. Isolierung der RNA aus HUVEC 

Zur RNA-Isolierung verwendeten wir das RNeasy® fibrous tissue mini kit (QIAGEN®) und 

orientierten uns am RNeasy® mini Protokoll für die Isolierung von Gesamt-RNA aus 

tierischen Zellen, spin-Protokoll (RNeasy® Mini Handbuch, QIAGEN®, April 2002). Alle 

Arbeitsschritte wurden in einer RNase-freien Arbeitskammer mit RNase-freien Materialien 

durchgeführt. Die so erhaltene RNA wurde entweder direkt weiter verarbeitet oder bei -80°C 

eingefroren. 
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B. Bestimmung des RNA-Gehaltes und der RNA-Reinheit 

Bevor die isolierte RNA zur eigentlichen RT-PCR verwendet werden kann, musste der RNA-

Gehalt der verschiedenen Proben bestimmt werden, so dass standardisiert immer eine 

Menge von 1 µg RNA zur RT-PCR verwendet werden konnte. 

 

Physikalische Grundlagen 

Die RNA-Konzentration bzw. der gesamte RNA-Gehalt einer Probe lässt sich, basierend auf 

dem Lambert-Beer’schen Gesetz (Abb. 2.4), photometrisch bestimmen. 

Wird ein Lichtstrahl in eine Probelösung eingestrahlt, so wird er dabei von der in der Probe 

enthaltenen Substanz mindestens teilweise absorbiert. Das Lambert-Beer’schen Gesetz 

besagt, dass die Extinktion (E) bei einer 

bestimmten Wellenlänge (λ) dem 

Logarithmus aus dem Verhältnis von 

Intensität des eingestrahlten Lichtes (I0) und 

Intensität des abgeschwächten Lichtstrahls 

(I) entspricht, was wiederum dem Produkt 

aus der Schichtdicke des Behältnisses (d), der Stoffkonzentration (c) und dem molaren 

Extinktionskoeffizient (ε) entspricht, der für die physikalischen Eigenschaften des jeweiligen 

Stoffes eingeführt wurde, da ein Stoff je nach Molekülstruktur mehr oder weniger Licht einer 

bestimmten Wellenlänge absorbiert. 

Kennt man ε und hält man die Schichtdicke konstant, so kann man aus der Absorption die 

Konzentration errechnen. Ist das Volumen bekannt, so ergibt sich daraus die absolute 

Stoffmenge. 

 

Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration 

Wird die Extinktion einer Probe von Nukleinsäuren bei 260 nm Wellenlänge und einer 

Schichtdicke von 1 cm gemessen, so kann man unter Kenntnis der unten aufgeführten 

Äquivalenzwerte die Konzentration der Nukleinsäuren errechnen. Dieses Verhältnis ist nur 

bei neutralem pH gültig. 

Der eigentlich physikalische Begriff der „optischen Dichte“ (OD) wird in diesem Fall als 

Stoffmengeneinheit für Nukleinsäuren gebraucht. 

 

1 OD260 
ds-DNA ≈ 50 µg/ml 
ss-DNA ≈ 33 µg/ml 
ss-RNA ≈ 40 µg/ml 
Oligonukleotide 20-30 µg/ml 
Tabelle 2.1: Optische Dichte der verschiedenen Nukleinsäuren 

Abb. 2.4: Lambert-Beer’sches Gesetz 
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Lese-Beispiel: Eine Lösung, die einzelsträngige RNA enthält und bei einer Wellenlänge von 

260 nm einen Absorptionswert (optische Dichte, OD) von 1,0 zeigt, hat eine ss-RNA-

Konzentration von ≈ 40 µg pro ml. 

 

Üblicherweise wird die Extinktion von einer verdünnten Probe RNA bei 260 nm und in 

RNase-freien Quartz-Küvetten gemessen. Um Signifikanz gewährleisten zu können sollte 

der gemessene Wert zwischen 0,15 und 1,0 liegen. Dieser Wert (OD260) wird mit dem 

Verdünnungsfaktor und bei ss-RNA mit 40 µg/ml multipliziert, wodurch man die RNA-

Konzentration erhält: 

 

RNA-Konzentration [µg/ml]  =  OD260  x  40 [µg/ml]  x  Verdünnungsfaktor 

 

Durch Bezugnahme auf das Messvolumen erhält man die absolute Menge RNA. 

 

Photometrische Bestimmung der RNA-Reinheit: 

Um den Reinheitsgrad der RNA zu bestimmen, wird von der Probe die Extinktion bei 260 

und 280 nm gemessen und die Ergebnisse zueinander ins Verhältnis gesetzt (A260/A280). Bei 

260 nm haben die Basen der Nukleinsäuren, bei 280 nm die aromatischen Seitenketten der 

Aminosäuren von Proteinen ihre Absorptionsmaxima. Bei einer sauberen RNA-Präparation 

sollte dieser Quotient bei etwa 1,8 bis 2,0 liegen118. Sollten Kontaminationen mit Proteinen 

oder Phenolen vorliegen, so findet man deutlich niedrigere Werte. 

 

 

C. Beurteilung der RNA-Qualität mittels Elektrophorese 

Um sicherzustellen, dass im Rahmen der RNA-Isolierung intakte RNA gewonnen wurde, 

führten wir die übliche Qualitäts-Kontrolle mittels gelelektrophoretischer Auftrennung der 

RNA-Moleküle nach ihrer Größe in einem denaturierenden Formaldehyd-Gel und 

anschließender Detektion der hierbei entstandenen Banden mittels Ethidiumbromidfärbung 

durch. 

 

Allgemeines zur Elektrophorese von Nukleinsäuren 

Die Elektrophorese ist ein etabliertes biochemisches Trennverfahren, bei dem die Tatsache 

genutzt wird, dass geladene Moleküle in einem elektrischen Feld wandern. Als Matrix, in der 

die Moleküle aufgetrennt werden, dienen üblicherweise Agarose- oder Polyacrylamid-Gele, 

die elektrisch neutral sind. 

Zur Auftrennung von Nukleinsäuren (DNA, RNA) werden üblicherweise Agarosegele 

verwendet. Diese besitzen je nach Agarosekonzentration unterschiedlich große Poren, wobei 
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die Porengröße mit steigender Agarosekonzentration abnimmt. Diese Porenstruktur bewirkt 

eine größenabhängige Verzögerung der Molekülwanderung im elektrischen Feld. 

 

Wanderungsverhalten der Moleküle 

Laufrichtung: 

Die Laufrichtung wird durch die Ladung der Moleküle bestimmt, die bei dem pH-Wert des 

verwendeten Puffers vorliegt. Nukleinsäuren sind aufgrund ihres Phosphat-Desoxyribose-

Rückgrats innerhalb eines breiten pH-Bereichs negativ geladen. Daher wandern sie bei der 

Elektrophorese zur Anode. 

Wanderungsgeschwindigkeit: 

Die Wanderungsgeschwindigkeit hängt bei den negativ geladenen Molekülen bei konstanter 

elektrischer Spannung, Temperatur und Konzentration des verwendeten Geles von 2 

Faktoren ab: 

1. Größe: 

- Wanderungsgeschwindigkeit umgekehrt proportional zur Größe 

2. Konformation: 

- Lineare DNA-Moleküle: Konformation hat keinen Einfluss auf die 

Wanderungsgeschwindigkeit, Wanderungsgeschwindigkeit entsprechend der Größe 

- Zirkuläre DNA-Moleküle: 1. Relaxiert: langsamer wandernde Form. 2. Superspiralisiert: 

schneller wandernde Form. 

- RNA-Moleküle: Neigen zur Sekundärstrukturbildung, was Einfluss auf das 

Wanderungsverhalten der Moleküle hat. Um die Ausbildung von Sekundärstrukturen zu 

verhindern, wird der Elektrophorese Formaldehyd zugefügt. 

 

Detektion 

Zur Größenbestimmung der aufgetrennten Proben wird eine Größenreferenz benötigt. Hierzu 

dient ein Marker, der definierte Fragmentlängen besitzt und der mit den Proben gemeinsam 

aufgetragen und aufgetrennt wird. 

Die Detektion erfolgt durch Zugabe von Ethidiumbromid. Die in den Nukleinsäuren 

interkalierten Ethidiumbromidmoleküle werden durch ultraviolettes Licht zur Fluoreszenz 

anregt und so nachgewiesen. Ethidiumbromid-RNA-Komplexe zeigen im UV-Licht (254-366 

nm Wellenlänge) eine erhöhte Fluoreszenz gegenüber dem unkomplexierten Farbstoff, so 

dass die der Größe nach aufgetrennten RNA-Banden sichtbar werden. Bei intakter RNA 

kommen die rRNA-Banden scharf zur Darstellung und die 28S rRNA-Bande weist eine etwa 

doppelt so hohe Intensität auf wie die 18S rRNA. Zeigen die rRNA-Banden einer Bahn 

Unschärfe und Schlieren in Richtung kleinerer rRNA-Banden, so ist von einer Schädigung 

der RNA während der Isolierung auszugehen. Da die 28S rRNA labiler ist als die 18S rRNA, 
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sprechen gleiche Intensitäten der beiden Banden ebenfalls für eine Schädigung (RNA-Info, 

QIAGEN®). 

 

Lösungen/Chemikalien: 

1. 10x FA Gel-Puffer (pH 7) 
200 mM 3-MOPS (free acid) 41,85 g 
50 mM Sodium Acetat 4,102 g 
10 mM EDTA 2,92 g 
RNase-freies Wasser 1000 ml 
 

2. Formaldehydhaltiges Agarose-Gel (1,2%) 
Agarose 1,2 g 
10x FA Gel-Puffer 10 ml 
DEPC Wasser 90 ml 
Ethidiumbromid (5 mg/ml) 2 µl 
Formaldehyd (37%) 1,8 ml 
 

3. Loading Buffer 
Hinf loading dye (Promega) 1 ml 
Formaldehyd (37%) 72 µl 
 

4. 1x FA Gel running Buffer 
10x FA Gel-Puffer 100 ml 
Formaldehyd (37%) 20 ml 
RNase-freies Wasser 880 ml 
 

Durchführung: 

Als erster Schritt wurde das Agarose-Gel gegossen. Hierfür wurden 1,2 g Agarose mit 10 ml 

10x FA Gel-Puffer und 90 ml DEPC-Wasser gemischt und für 2 Minuten bei 600 Watt in die 

Mikrowelle gegeben. Nachdem dieses Gemisch abgekühlt war (optimalerweise auf circa 65-

70°C um ein Verdunsten des Formaldehyds zu verhindern), wurden 1,8 ml Formaldehyd 

(37%) und 2 µl Ethidiumbromid hinzugefügt. Daraufhin wurde das Gemisch in die 

vorbereiteten Gelkammern gefüllt, eventuell vorhandene Luftblasen entfernt und das Gel für 

circa eine Stunde zum Härten ruhen gelassen. 

Es folgte die Vorbereitung der zu verwendenden Proben und des RNA-Größen-Markers. Für 

die folgende Elektrophorese wurden die RNA-Proben, basiernd auf der OD-Bestimmung, so 

eingestellt, dass 5 µg RNA gelöst in 10 µl RNase-freiem Wasser enthalten waren. Diese 

Proben wurden mit 2,5 µl Loading Buffer gemischt. Von dem RNA-Marker wurden 2 µl mit 19 

µl Loading Buffer gemischt. Alle Proben wurden anschließend 5 Minuten bei 65°C im 

Heizblock erhitzt. 
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Zur Elektrophorese wurde das gehärtete Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt und 

bis zur Bedeckung des Gels 1x FA Gel running Buffer hinzugegeben, der Marker und die 

Proben in die Geltaschen eingefüllt und für 2 Sunden 60 Volt Spannung angelegt. 

Abschließend erfolgte mit einer Kodak Image Station® (Eastman Kodak Comp., Rochester, 

NY, USA) die Visualisierung durch UV-Licht.  

 

D. One-step RT-PCR 

Zur One-step RT-PCR verwendeten wir das one-step reverse-transcription polymerase chain 

reaction kit der Firma QIAGEN® (Hilden, Deutschland) und genspezifische Primer der Firma 

MWG-Biotech AG. Bei der Durchführung orientierten wir uns an dem one-step RT-PCR kit 

Handbuch (QIAGEN®) und in der Literatur vorbeschriebenen Rahmenbedingungen119. Alle 

Arbeitsschritte wurden in einer RNase-freien Arbeitskammer mit RNase-freien Materialien 

durchgeführt. 

 

Lösungen/Chemikalien: 

PCR-Mastermix (pro Probe mit je 1 µg RNA/10 µl) 

Substanz Menge Endkonzentration in der 
Reaktion 

RNase-freies Wasser 20 µl - 
dNTP Mix (10 mM) 
Jeweils 10 mM an dATP, dCTP, dGTP und dTTP 2 µl 400 µM 

5x QIAGEN® One-step RT-PCR Puffer 
5x konzentriert; enthält Tris-Cl, KCl, (NH4)2SO4, 12,5 mM MgCl2, DTT; pH 
8,7 (20°C) 

10 µl 1x 

QIAGEN® One-step RT-PCR Enzym Mix 
Omniscript Reverse Transcriptase, Sensiscript Reverse Transcriptase und 
HotStarTaq DNA Polymerase, in Lagerungspuffer: 20 mM Tris-Cl, 100 mM 
KCl, 1 mM Dithiothreitol (DTT), 0,1 mM EDTA, 0,5 % (v/v) Nonidet® P-40, 
0,5 % (v/v) Tween® 20, 50 % (v/v) Glycerol, Stabilisator; pH 9,0 (20°C) 

2 µl - 

Primer A (Oligo sense) 3 µl 0,6 µM 
Primer B (Oligo antisense) 3 µl 0,6 µM 
Summe 40 µl - 
 

Primer: 

ICAM-1 (MWG-Biotech AG) 
Sense 5’-TAT-GGC-AAC-GAC-TCC-TTC-T-3’ 
Antisense 5’-CAT-TCA-GCG-TCA-CCT-TGG-3’ 
Konditionen: 30 Min., 50°C (1 Min. 94°C, 1 Min. 55°C, 1 Min. 72°C), 30 Zyklen 
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VCAM-1 (MWG-Biotech AG) 
Sense 5’-ATG-ACA-TGC-TTG-AGC-CAG-G-3’ 
Antisense 5’-GTG-TCT-CCT-TCT-TTG-ACA-CT-3’ 
Konditionen: 30 Min., 50°C (1 Min. 94°C, 1 Min. 55°C, 1 Min. 72°C), 30 Zyklen 
 

E-Selectin (MWG-Biotech AG) 
Sense 5’-CTC-TGA-CAG-AAG-AAG-CCA-A-3’ 
Antisense 5’-ACT-TGA-GTC-CAG-TGA-AGC-CA-3’ 
Konditionen: 30 Min., 50°C (1 Min. 94°C, 1 Min. 55°C, 1 Min. 72°C), 30 Zyklen 
 

GAPDH (MWG-Biotech AG) 
Sense 5’-TCA-CTC-AAG-ATT-GTC-AGC-AA-3’ 
Antisense 5’-AGA-TCC-ACG-ACG-GAC-ACA-TT-3’ 
Konditionen: 30 Min., 50°C (24 Sek. 93°C, 30 Sek. 55°C, 1 Min. 73°C), 30 Zyklen 
 

Durchführung: 

Für die folgende RT-PCR wurden die RNA-Proben, basierend auf der OD-Bestimmung, so 

eingestellt, dass 1 µg RNA gelöst in 10 µl RNase-freiem Wasser enthalten war. Die Proben 

mit der Template-RNA wurden auf Eis gelagert und jeweils mit den 40 µl des PCR-Mastermix 

versetzt. Der Thermocycler wurde auf 50°C vorgeheizt. 

Es folgte das PCR-Programm am Thermocycler. Folgende Programmeinstellungen wurden 

verwendet: 

 

Vorgang Dauer Temperatur 
Reverse Transkription 30 Min. 50°C 

Initiale Aktivierung der HotStarTaq DNA Polymerase 
Inaktivierung der reversen Transkriptasen 15 Min. 95°C 

Denaturierung 1 Min. 94°C 
Annealing 1 Min. 55°C 
Extension 

ICAM-1 
VCAM-1 
E-Selektin 

30 Zyklen  
1 Min. 72°C 

Denaturierung 24 Sek. 93°C 
Annealing 30 Sek. 55°C 
Extension 

GAPDH 30 Zyklen  
1 Min. 73°C 

Tabelle 2.2: Programmeinstellungen der one-step RT-PCR 
 

Am Programmende erfolgte die Kühlung auf 4°C. Die Proben wurden daraufhin direkt weiter 

verarbeitet oder bei -20°C eingefroren. 
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E. Elektrophorese und semiquantitative Auswertung 

Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem 2,5 prozentigen 

Agarosegel, gefolgt von der Ethidiumbromidfärbung und der densitometrischen Analyse. 

Um anschließend quantitative Aussagen über die Expression der CAM im Rahmen der 

Versuchsreihen treffen zu können, ist es notwendig, dass die Zielsequenzen der 

untersuchten Proben mit einer bekannten RNA-Menge, die als standardisierter Referenzwert 

dient, abgeglichen wird. Hierfür kann ein konstant vorhandener genetischer Faktor, z. B. die 

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet werden. In diesem Fall 

spricht man von einer differentiellen RT-PCR, welche wir verwendeten. 

 

Lösungen/Chemikalien: 

1. 10x TAE Puffer 
Sigma 7-9 (0,04 M) 48,4 g 
EDTA Na-Salz (0,001 M) 4,16 g 
Eisessig 11,42 ml 
Wasser ad 1000 ml 
Autoklavieren 
 

2. 1x TAE Puffer 
10x TAE Puffer 200 ml 
DEPC Wasser 1800 ml 
 

3. Agarosegel (2,5%) 
Agarose 5 g 
1x TAE Puffer 200 ml 
Ethidiumbromid 10 µl 
 

4. Blue/orange loading dye, 6x Promega 
 

5. 174 DNA/Hinf I Marker 
Typical Number of Lanes: 50, Range (bp): 24–726, Number of Bands: 20 

Promega 

 

Durchführung: 

Für die Herstellung des Gels wurden 5 g Agarose und 200 ml 1x TAE Puffer gemischt, für 3 

Minuten bei 600 Watt in die Mikrowelle gegeben und anschließend mit 10 µl Ethidiumbromid 

versetzt. Dieses Gemisch wurde in die Gelkammer gefüllt, eventuell vorhandene Luftblasen 

wurden entfernt und das Gel zum Aushärten ruhen gelassen. 

Von den PCR-Produkten wurden 15 µl mit 5 µl blue/orange loading dye, von dem 174 

DNA/Hinf I Marker 1 µl mit 19 µl blue/orange loading dye gemischt. 
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Zur Elektrophorese wurde das gehärtete Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt, bis 

zur Bedeckung des Gels 1x TAE Puffer hinzugegeben, der Marker und die Proben in die 

Geltaschen eingefüllt und für 3 Sunden 80 Volt Spannung angelegt. 

Die mit Ethidiumbromid gefärbten Banden wurden mit einer Kodak Image Station® (Eastman 

Kodak Comp., Rochester, NY, USA) durch UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert. Die 

Länge der DNA-Fragmente wurde mit Hilfe des parallel aufgetrennten DNA-

Längenstandards (174 DNA/Hinf I Marker, typical number of lanes: 50, range [bp]: 24–726, 

number of bands: 20, Promega, Mannheim, Deutschland) bestimmt. Zur Berechnung der 

relativen mRNA-Menge wurde die Fluoreszenz- bzw. mittlere Lichtintensität (average light 

intensity [AVI]) der jeweiligen CAM-Bande ins Verhältnis zur Fluoreszenz- bzw. mittleren 

Lichtintensität (average light intensity [AVI]) der GAPDH-Bande gesetzt. Dieser Vorgang 

erfolgte durch densitometrische Auswertung der Banden mit der Software der Kodak Image 

Station®. 

 

 

2.2.4.3 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS) 

Zur Darstellung der zellulären Oberflächenexpression der Adhäsionsmoleküle im Rahmen 

unseres Präkonditionierungsprotokolls wählten wir die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung 

(fluorescence activated cell sorting, FACS) als durchflusszytometrisches Verfahren. 

 

Allgemeines zum FACS 

Beim FACS handelt es sich um eine durchflusszytometrische Methode mit der die 

gleichzeitige Bestimmung verschiedener Parameter (Größe, Granularität und Präsenz von 

Zellmarkern) bei jeder einzelnen Zelle in einer Zellpopulation möglich ist120,121 (Abb. 2.5). Die 

Zellen werden dafür in einem laminaren Probenstrom durch die sogenannte 

hydrodynamische Fokussierung einzeln an einem Laser vorbeigeleitet und aufgrund ihrer 

Lichtstreuung sowie, sofern mit Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorochromen) markiert, ihrer 

Fluoreszenz analysiert. Das Licht, das bei dem Durchtritt der Zellen durch den Laserstrahl in 

einem Winkel von 3 bis 10 Grad abgelenkt wird, bezeichnet man als Vorwärtsstreulicht 

(forward scatter, FSC). FSC gilt als Maß für die Zellgröße. Das Licht, das bei dem Durchtritt 

der Zellen durch den Laserstrahl rechtwinklig reflektiert wird, nennt man Seitwärtsstreulicht 

(sideward scatter, SSC). SSC lässt Rückschlüsse über das Ausmaß der Granularität der 

Zellen zu. Zur Analyse an der Zelloberfläche oder auch im Zytosol befindlicher Strukturen 

bedient man sich der Anwendung von Fluorochromen. Je nach verwendetem Fluorochrom 

kann entweder das gesamte Zytosol oder der Zellkern angefärbt werden, auch ist die 

Erfassung spezifischer Molekülstrukturen möglich. Hierfür verwendet man gegen diese 

Strukturen gerichtete monoklonale Antikörper, die mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt 
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sind. Diese Fluorochrome werden im FACS-Gerät durch monochromatisches Licht einer 

bestimmten Wellenlänge angeregt und emittieren daraufhin Licht, das durch 

hochempfindliche Lichtsensoren (Photomultiplier) vom optischen zunächst in ein elektrisches 

und dann in ein digitales Signal umgewandelt wird. 

 

 
Abb. 2.5: Vereinfachte Darstellung der Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierung (FACS) 
Modifiziert nach Bonner et al.120. 
 

 

Im Rahmen unseres Versuchsprotokolles ging es um die Darstellung und die Quantifizierung 

der Oberflächenexpression der CAMs. Die Zellen wurden dafür mit monoklonalen, gegen 

menschliches ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin gerichteten Antikörpern inkubiert, die direkt 

mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt waren (Fluorescein-5-Isothiocyanat [FITC]-

markiert). Die Messung erfolgte am FACS CaliburTM der Firma Becton Dickinson (Franklin 

Lakes, USA). Die Auswertung erfolgte computergestützt mit Hilfe der Cell Quest-Software. 

 

Lösungen/Chemikalien: 

1. PBS+ 

2. M199 

3. FBS 10% 

4. Trypsin/EDTA 

5. Mausserum 

6. BSA 1% 

7. PFA 3,7% 
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Antikörper: 

Mouse (monoclonal) anti-human CD54 (ICAM-1) 
(Fluorescein-5-Isothiocyanat [FITC]-markiert) Biosource (Nivelles, Belgien) 

Mouse (monoclonal) anti-human CD106 (VCAM-1) 
(Fluorescein-5-Isothiocyanat [FITC]-markiert) Calbiochem®, Merck (Darmstadt, Deutschland) 

Mouse (monoclonal) anti-human CD62E (E-Selectin) 
(Fluorescein-5-Isothiocyanat [FITC]-markiert) Biosource (Nivelles, Belgien) 

 

Durchführung: 

Nachdem die Zellen in den 24-Well Platten zur Konfluenz gewachsen waren wurden sie 

nach dem oben dargestellten Präkonditionierungsprotokoll behandelt. Anschließend wurde 

das Medium abgesaugt und die Wells je drei Mal mit PBS+ gewaschen. Schrittweise wurden 

die Zellen nun durch Zugabe von je 200 µl Trypsin/EDTA pro Well bei 37°C gelöst. Der 

Verdauvorgang wurde durch Zugabe von Abstopp-Medium nach 2 Minuten unterbrochen 

und je 2 Wells gepoolt in einem FACS-Röhrchen aufgefangen. Die Zellsuspensionen wurden 

für 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert und das Medium abdekantiert. Das Pellet wurde in 300 µl 

PBS+ resuspendiert, gevortext und anschließend erneut ca. 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. 

Der Überstand wurde entfernt, die Zellen erneut in 300 µl PBS+ gewaschen und die 

Zellsuspension 5 Minuten zentrifugiert, der Überstand wieder abdekantiert und das Pellet in 

50 µl Mausserum resuspendiert, gevortext und ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur 

vorinkubiert, um evtl. unspezifische Bindungen des Antikörpers zu besetzen. Daraufhin 

wurden 10 µl (mouse anti-human E-Selectin) bzw. 4 µl (mouse anti-human ICAM-1 bzw. 

VCAM-1) des Fluorochrom-markierten Antikörpers hinzugegeben und ca. 30 Minuten bei 4°C 

im Dunkeln inkubiert. Danach erfolgte entweder die direkte Weiterbearbeitung oder die 

Fixierung des Pellets mit 500 µl 3.7% PFA Lösung in PBS+. 

Zur Weiterverarbeitung wurde 1 ml PBS+ zugegeben, kurz gevortext, 5 Minuten zentrifugiert 

und das Pellet zur Messung in 500 µl PBS+ gelöst. 

Die Messung erfolgte am FACS CaliburTM. Einstellungen: FL-1 (488 nm, 

Fluoreszenzmaxiumum von FITC 515 nm). 
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2.3 Statistische Auswertung: 
Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung 

(mean±SD) dargestellt. Die statistische Auswertung sollte zeigen, ob 1.) zwischen den 

Mittelwerten der TNFα-Gruppe und den Mittelwerten der Kontrollgruppe, 2.) zwischen den 

Mittelwerten der Anästhetikum+TNFα-Gruppe und den Mittelwerten der TNFα-Gruppe bzw. 

3.) zwischen den Mittelwerten der Anästhetikum-Gruppe und den Mittelwerten der 

Kontrollgruppe signifikante Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 

bestanden. Hierfür wurden die Gruppenvergleiche mittels Einweg Varianzanalyse (ANOVA) 

(Graph Pad Prism version 4.00; GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) gefolgt vom 

Bonferroni Post Hoc Test für paarweise Vergleiche durchgeführt. Ergebnisse mit p<0,05 

wurden als statistisch signifikant betrachtet. 
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3 Ergebnisse 

Die Analyse der erhobenen Daten zeigte für TNFα-stimulierte Zellen für alle applizierten 

Substanzen eine signifikante Reduktion der NFκB-Aktivität. Ebenso reduzierten alle 

Pharmaka signifikant die mRNA- und Proteinexpression von ICAM-1. Dies galt, mit 

Ausnahme für Morphin, auch für die Expression von VCAM-1. E-Selektin blieb hingegen 

sowohl auf mRNA-Ebene, als auch auf Protein-Ebene durch die vier applizierten Pharmaka 

völlig unbeeinflusst. An Zellen, die nicht mit TNFα behandelt wurden, zeigten die Pharmaka 

keinen signifikanten Einfluss auf das Expressionsverhalten der CAM. 

 

Die Tabelle 3.1 gibt eine Übersicht der erhobenen Befunde. Auf den nächsten Seiten werden 

die Ergebnisse im Detail präsentiert. 

Effekte Xenon 
Distickstoff

monoxid 
(N2O) 

Morphin Isofluran 

Reduktion der TNFα-induzierten 
NFκB-Aktivität + + + + 

ICAM-1 + + + + 

VCAM-1 + + - + 
Reduktion der 
TNFα-induzierten 
mRNA-Expression 

E-Selektin - - - - 

ICAM-1 + + + + 

VCAM-1 + + - + 
Reduktion der 
TNFα-induzierten 
Proteinexpression 

E-Selektin - - - - 

Tabelle 3.1: Übersicht der Effekte von Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O), Morphin und Isofluran 
auf die TNFα-induzierte Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin in 
HUVEC. Effekt nachweisbar: grün/+, Effekt nicht nachweisbar: rot/-. TNFα: Tumor Nekrose Faktor α, 
NFκB: nuclear factor kappa B, mRNA: messenger-RNA, ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1, 
VCAM-1: vascular cell adhesion molecule-1, HUVEC: human umbilical vein endothelial cells. 
 

3.1 Einfluss von Xenon, Distickstoffmonoxid, Morphin und Isofluran auf die 
TNFα-induzierte Transkriptionsaktivität von NFκB 

Wir untersuchten den Effekt der Anästhetika Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O) und Isofluran 

und des Opiats Morphin auf den für die CAM-Expression primär verantwortlichen 

Transkriptionsfaktor NFκB mittels IR-EMSA. Hierbei konnte für alle Substanzen gezeigt 

werden, dass sie imstande sind die TNFα-induzierte Transkriptionsaktivität von NFκB 

signifikant zu reduzieren (Abb. 3.1): Xenon [A]: 2.0 ± 1.6, N2O [B]: 3.5 ± 2.2, Morphin [C]: 2.5 

± 1.5, Isofluran [D]: 2.8 ± 0.7 vs. TNFα: 6.6 ± 2.7 [A], 6.7 ± 1.4 [B], 5.7 ± 2.5 [C], 4.8 ± 0.9 [D] 

AVI; P<0.05). 
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Abb. 3.1: Einfluss einer intermittierenden Applikation von Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O), 
Morphin und Isofluran auf die TNFα-induzierte Transkriptionsaktivität des für die ICAM-1-, 
VCAM-1- und E-Selektin-Expression primär verantwortlichen Transkriptionsfaktors NFκB in 
HUVEC. Erläuterungen siehe S. 47. Modifiziert nach Weber NC, Kandler J et al.122. 
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Zu Abbildung 3.1: 

Humane Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) blieben entweder unbehandelt 

(Kontrollgruppe, Kon), oder wurden mit 10ng/ml TNFα (Tumor Nekrose Faktor α, TNF) bzw. 

mit den jeweiligen Pharmaka Xenon (A. Xe), Distickstoffmonoxid (B. N2O), Morphin (C. Mo) 

oder Isofluran (D. Iso) alleine (Xe, N2O, Mo, Iso) oder zusätzlich nachfolgend mit TNFα 

behandelt (Xe+TNF, N2O+TNF, Mo+TNF, Iso+TNF). Die Bindungsaktivität von NFκB 

(nuclear factor kappa B) wurde mittels Infrarot (IR) EMSA ermittelt. 

Alle Versuche wurden mit aus drei verschiedenen Primärkulturen stammenden Zellen 

durchgeführt. Die Abbildung 3.1 zeigt hieraus representative Daten einer Messung (oberer 

Bereich der Grafik). Bei den Werten handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung 

(mittlere Lichtintensität [AVI]). Die Werte in den Klammern hinter den Gruppen geben die 

Anzahl der Messungen an. * P<0.05 statistisch signifikant vs. Kontrollgruppe, $ P<0.05 

statistisch signifikant vs. TNFα-Gruppe. 

 

 

3.2 Einfluss von Xenon, Distickstoffmonoxid, Morphin und Isofluran auf die 
TNFα-induzierte mRNA-Expression von ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin 

ICAM-1: 

Sowohl die drei inhalativen Anästhetika, als auch Morphin verringerten die TNFα-induzierte 

mRNA-Expression von ICAM-1 signifikant (Abb. 3.2): Xenon [A]: 0.7 ± 0.3, N2O [B]: 0.6 ± 0.3, 

Morphin [C]: 1.1 ± 0.4, Isofluran [D]: 0.8 ± 0.3 vs. TNFα: 1.3 ± 0.7 [A], 1.1 ± 0.5 [B], 3.4 ± 1.8 

[C], 2.1 ± 1.1 [D], mittlere Lichtintensität (average light intensity [AVI]); P<0.05. 

VCAM-1: 

Alle inhalativen Anästhetika reduzierten die TNFα-induzierte mRNA-Expression von VCAM-1 

signifikant (Abb. 3.3, E, F, H): Xenon [E]: 4.7 ± 4.6, N2O [F]: 3.5 ± 2.2, Isofluran [H]: 3.3 ± 2.4 

vs. TNFα: 10.8 ± 4.3 [E], 9.9 ± 1.7 [F], 9.6 ± 3.9 [H] AVI; P<0.05). Dieser Effekt war geringer 

ausgeprägt im Vergleich zum Effekt auf die ICAM-1-Expression. Morphin hingegen hatte 

keinen Effekt auf die mRNA-Expression von VCAM-1 (Abb. 3.3, G): Morphin [G]: 10.5 ± 4.7 

vs. TNFα: 9.7 ± 3.6 [G], mittlere Lichtintensität (average light intensity [AVI]); P<0.05. 

E-Selektin:  

Die TNFα-induzierte mRNA-Expression von E-Selektin blieb sowohl durch die 

Inhalationsanästhetika, als auch durch Morphin gänzlich unbeeinflusst (Abb. 3.4, I-L). 

Lediglich Xenon und N2O zeigten nicht-signifikante Tendenzen zur Reduktion der mRNA-

Expression von E-Selektin (Abb. 3.4, I und J). 
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Abb. 3.2: Einfluss einer intermittierenden Applikation von Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O), 
Morphin und Isofluran auf die Tumor Nekrose Faktor α  (TNFα)-induzierte messenger-RNA 
(mRNA) Expression des zellulären Adhäsionsmoleküls ICAM-1 (intercellular adhesion 
molecule-1) in humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) 
Die Expression wurde jeweils im Verhältnis zur Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH) mittels Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und anschließender 
Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfärbung erhoben. HUVEC blieben entweder unbehandelt 
(Kontrollgruppe, Kon), oder wurden mit 10ng/ml TNFα (TNF) bzw. mit den jeweiligen Pharmaka 
Xenon (A.), Distickstoffmonoxid (N2O, B.), Morphin (C.) oder Isofluran (D.) alleine (Xe, N2O, Mo, Iso) 
oder zusätzlich nachfolgend mit TNFα behandelt (Xe+TNF, N2O+TNF, Mo+TNF, Iso+TNF). Alle 
Versuche wurden mit aus drei verschiedenen Primärkulturen stammenden Zellen durchgeführt. Die 
Abbildung zeigt hieraus representative Daten einer Messung (oberer Teil der Grafik). Bei den Werten 
handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung (mittlere Lichtintensität [AVI]) bezogen auf das 
Expressionsausmaß der GAPDH. Die Werte in den Klammern hinter den Gruppen geben die Anzahl 
der Messungen an. * P<0.05 statistisch signifikant vs. Kontrollgruppe, $ P<0.05 statistisch signifikant 
vs. TNFα-Gruppe. Modifiziert nach Weber NC, Kandler J et al.122. 
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Abb. 3.3: Einfluss einer intermittierenden Applikation von Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O), 
Morphin und Isofluran auf die Tumor Nekrose Faktor α  (TNFα)-induzierte messenger-RNA 
(mRNA) Expression des zellulären Adhäsionsmoleküls VCAM-1 (vascular cell adhesion 
molecule-1) in humanen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) 
Die Expression wurde jeweils im Verhältnis zur Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH) mittels Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und anschließender 
Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfärbung erhoben. HUVEC blieben entweder unbehandelt 
(Kontrollgruppe, Kon), oder wurden mit 10ng/ml TNFα (TNF) bzw. mit den jeweiligen Pharmaka 
Xenon (E.), Distickstoffmonoxid (N2O, F.), Morphin (G.) oder Isofluran (H.) alleine (Xe, N2O, Mo, Iso) 
oder zusätzlich nachfolgend mit TNFα behandelt (Xe+TNF, N2O+TNF, Mo+TNF, Iso+TNF). Alle 
Versuche wurden mit aus drei verschiedenen Primärkulturen stammenden Zellen durchgeführt. Die 
Abbildung zeigt hieraus representative Daten einer Messung (oberer Teil der Grafik). Bei den Werten 
handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung (mittlere Lichtintensität [AVI]) bezogen auf das 
Expressionsausmaß der GAPDH. Die Werte in den Klammern hinter den Gruppen geben die Anzahl 
der Messungen an. * P<0.05 statistisch signifikant vs. Kontrollgruppe, $ P<0.05 statistisch signifikant 
vs. TNFα-Gruppe. Modifiziert nach Weber NC, Kandler J et al.122. 
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Abb. 3.4: Einfluss einer intermittierenden Applikation von Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O), 
Morphin und Isofluran auf die Tumor Nekrose Faktor α  (TNFα)-induzierte messenger-RNA 
(mRNA) Expression des zellulären Adhäsionsmoleküls E-Selektin in humanen 
Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) 
Die Expression wurde jeweils im Verhältnis zur Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH) mittels Reverse-Transkription-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) und anschließender 
Gelelektrophorese und Ethidiumbromidfärbung erhoben. HUVEC blieben entweder unbehandelt 
(Kontrollgruppe, Kon), oder wurden mit 10ng/ml TNFα (TNF) bzw. mit den jeweiligen Pharmaka 
Xenon (I.), Distickstoffmonoxid (N2O, J.), Morphin (K.) oder Isofluran (L.) alleine (Xe, N2O, Mo, Iso) 
oder zusätzlich nachfolgend mit TNFα behandelt (Xe+TNF, N2O+TNF, Mo+TNF, Iso+TNF). Alle 
Versuche wurden mit aus drei verschiedenen Primärkulturen stammenden Zellen durchgeführt. Die 
Abbildung zeigt hieraus representative Daten einer Messung (oberer Teil der Grafik). Bei den Werten 
handelt es sich um Mittelwerte + Standardabweichung (mittlere Lichtintensität [AVI]) bezogen auf das 
Expressionsausmaß der GAPDH. Die Werte in den Klammern hinter den Gruppen geben die Anzahl 
der Messungen an. * P<0.05 statistisch signifikant vs. Kontrollgruppe, $ P<0.05 statistisch signifikant 
vs. TNFα-Gruppe. Modifiziert nach Weber NC, Kandler J et al.122. 
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3.3 Einfluss von Xenon, Distickstoffmonoxid, Morphin und Isofluran auf die 

TNFα-induzierte Proteinexpression von ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin 

Zur Evaluation der Oberflächenexpression der CAM führten wir für die Adhäsionsmoleküle 

FACS-Messungen durch. Ziel war es, herauszufinden ob die pharmakologisch induzierbare 

Reduktion der NFκB-Aktivität und die oben genannte Beeinflussung der mRNA-Expression 

der CAM mit einer entsprechenden Oberflächenexpression von ICAM-1, VCAM-1 und E-

Selektin korreliert. Hierbei konnte folgendes beobachtet werden: 

ICAM-1: 

Alle vier Substanzen verringerten die TNFα-induzierte Expression von ICAM-1 (Abb. 3.5, A-

D): Xenon [A]: 52.8 ± 2.7, N2O [B]: 35.3 ± 12.0, Morphin [C]: 47.9 ± 22.5, Isofluran [D]: 33.4 ± 

4.5 vs. TNFα: 67.5 ± 1.8 [A], 57.7 ± 19.2 [B], 89.6 ± 62.6 [C], 45.0 ± 18.9 [D], mittlere 

Fluoreszenzintensität; P<0.05. 

VCAM-1: 

Die TNFα-induzierte Expression von VCAM-1 wurde ebenfalls durch die 

Inhalationsanästhetika supprimiert (Abb. 3.6, E, F, H): Xenon [E]: 31.9 ± 5.1, N2O [F]: 40.3 ± 

3.5, Isofluran [H]: 76.4 ± 5.5 vs. TNFα: 60.9 ± 28.0 [E], 60.3 ± 6.6 [F], 92.6 ± 9.2 [H]; P<0.05. 

Morphin hingegen hatte, in Analogie zu den Ergebnissen der PCR, keinen Effekt (Abb. 3.6, 

G): Morphin [G]: 27.8 ± 2.5 vs. TNFα: 30.5 ± 5.9 [G]. 

E-Selektin:  

Die TNFα-induzierte Expression von E-Selektin blieb sowohl durch die 

Inhalationsanästhetika, als auch durch Morphin gänzlich unbeeinflusst (Abb. 3.7, I-L). 

Lediglich Morphin zeigte nicht-signifikante Tendenzen zur Reduktion der Expression von E-

Selektin im Vergleich zu den anderen Substanzen (Abb. 3.7, K). 
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Abb. 3.5: Einfluss einer intermittierenden Applikation von Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O), 
Morphin und Isofluran auf die TNFα-induzierte Oberflächenexpression des zellulären 
Adhäsionsmoleküls ICAM-1 in HUVEC. Erläuterungen siehe S. 55. 
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Abb. 3.6: Einfluss einer intermittierenden Applikation von Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O), 
Morphin und Isofluran auf die TNFα-induzierte Oberflächenexpression des zellulären 
Adhäsionsmoleküls VCAM-1 in HUVEC. Erläuterungen siehe S. 55. 
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Abb. 3.7: Einfluss einer intermittierenden Applikation von Xenon, Distickstoffmonoxid (N2O), 
Morphin und Isofluran auf die TNFα-induzierte Oberflächenexpression des zellulären 
Adhäsionsmoleküls E-Selektin in HUVEC. Erläuterungen siehe S. 55. 
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Zu den Abbildungen 3.5 - 3.7: 

Die Abbildungen zeigen den Einfluss einer intermittierenden Applikation von Xenon, 

Distickstoffmonoxid (N2O), Morphin und Isofluran auf die Tumor Nekrose Faktor α (TNFα)-

induzierte Oberflächenexpression der zellulären Adhäsionsmoleküle (CAM) ICAM-1 

(intercellular adhesion molecule-1, Abb. 3.5, A-D), VCAM-1 (vascular cell adhesion 

molecule-1, Abb. 3.6, E-H) und E-Selektin (Abb. 3.7, I-L). Humane 

Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) blieben entweder unbehandelt (Kontrollgruppe, Kon), 

oder wurden mit 10ng/ml TNFα (TNF) bzw. mit den jeweiligen Pharmaka Xenon (Abb. 3.5-

3.7, A, E, I), Distickstoffmonoxid (N2O, Abb. 3.5-3.7, B, F, J), Morphin (Abb. 3.5-3.7, C, G, K) 

oder Isofluran (Abb. 3.5-3.7, D, H, L) alleine (Xe, N2O, Mo, Iso) oder zusätzlich nachfolgend 

mit TNFα behandelt (Xe+TNF, N2O+TNF, Mo+TNF, Iso+TNF). Die Expression der CAM auf 

der endothelialen Zelloberfläche wurde durchflusszytometrisch mittels Fluoreszenz-aktivierte 

Zellsortierung (FACS) ermittelt. Hierfür erfolgte die Markierung der Zellen mit monoklonalen, 

gegen menschliches ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin gerichteten Antikörpern, die direkt mit 

dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-5-Isothiocyanat (FITC) gekoppelt waren. Die 

Ergebnisse sind in den Histogrammen im unteren Abschnitt der Grafiken dargestellt und 

zeigen die Zellzahl im Verhältnis zur Fluoreszenzaktivität bei 520 nm (rote Linie: Kon, grüne 

Linie: TNF, hellblaue Linie: Anästhetikum bzw. Morphin, dunkelblaue Linie: 

Anästhetikum+TNF bzw. Morphin+TNF). Die über den Histogrammen befindlichen 

Säulendiagramme zeigen die Quantifizierung aus zwei bis drei Experimenten, die 

mindestens dreifach durchgeführt wurden. Bei den Werten handelt es sich um Mittelwerte + 

Standardabweichung (mittlere Fluoreszenzintensität). Die Werte in den Klammern hinter den 

Gruppen geben die Anzahl der Messungen an. * P<0.05 statistisch signifikant vs. 

Kontrollgruppe, $ P<0.05 statistisch signifikant vs. TNFα-Gruppe. Die Abbildungen sind 

modifiziert nach Weber NC, Kandler J et al.122. 
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4 Diskussion 

4.1 Pharmakologische Präkonditionierung – Einfluss auf die Mikrozirkulation 
Die morphologischen und funktionellen Effekte der pharmakologischen Präkonditionierung 

durch Anästhetika, insbesondere durch die halogenierten Fluorkohlenstoffe Halothan, 

Isofluran, Sevofluran und Desfluran, aber auch durch das Edelgas Xenon und das Opiat 

Morphin, auf das Myokard und die diesem Phänomen auf Ebene der Kardiomyozyten 

zugrunde liegenden Mechanismen sind bekannt (siehe Abschnitt 1.3). 

Aber nicht nur die direkte Beeinflussung der Kardiomyozyten, sondern auch die Reduktion 

der leukozytären Adhärenz in der Mikrozirkulation durch die Pharmaka und die dadurch 

verminderte Extravasation der Leukozyten ins Myokard spielt bei der Generierung der 

Kardioprotektion eine Rolle. Hierbei wird die verminderte Leukozytenrekrutierung über die 

Modifikation der endothelialen Adhäsionsmoleküle, der leukozytären Adhäsionsmoleküle und 

der Leukozyten-Endothel-Interaktion vermittelt124-133. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es in einem in vitro Zellkulturmodell den Einfluss 

verschiedener, klinisch häufig in der Vergangenheit (Distickstoffmonoxid) sowie weiterhin 

teilweise heutzutage (Isofluran) und perspektivisch gegebenenfalls zunehmend relevanter 

(Xenon) Inhalationsanästhetika und des Opiats Morphin auf die Zytokin-induzierte 

Expression verschiedener im Rahmen des Ischämie-Reperfusionsschadens essentieller 

endothelialer Adhäsionsmoleküle (ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin) zu untersuchen. 

 

Haupterkenntnisse der vorliegenden Arbeit waren: 

1. Alle vier Substanzen sind in diesem Versuchsaufbau in der Lage, die durch TNFα-

Applikation induzierbare Aktivität des für die CAM-Expression primär verantwortlichen 

Transkriptionsfaktors NFκB in HUVEC aufzuheben. 

2. Alle vier Substanzen verringern die TNFα-induzierte mRNA- und Proteinexpression für 

ICAM-1. 

3. Xenon, Isofluran und Distickstoffmonoxid verringern die TNFα-induzierte mRNA- und 

Proteinexpression für VCAM-1. 

4. Keine der vier Substanzen hatte einen signifikanten Effekt auf die TNFα-induzierte 

mRNA- und Proteinexpression für E-Selektin. 

 

Der Einfluss volatiler Anästhetika auf die vor allem während der postischämischen 

Reperfusionsphase ablaufende Interaktion zwischen Leukozyten und dem Endothel wurde 

bereits 1997 von Kowalski et al.107 untersucht. Diese Arbeitsgruppe beschrieb „Membran-

Effekte“ der lipophilen Anästhetika Halothan, Isofluran und Sevofluran, die die Interaktion von 

Leukozyten und dem Endothel scheinbar beeinflussten. An isolierten 
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Meerschweinchenherzen zeigten sie, dass die kontinuierliche Applikation von 1 und 2 MAC 

(minimal alveolar concentration) der genannten Substanzen die postischämische Adhärenz 

neutrophiler Granulozyten in den Koronarien reduziert. 

Weitere Arbeiten folgten, die den Effekt der Anästhetika auf die postischämische 

Leukozytenrekrutierung und die zugrunde liegenden Mechanismen untersuchten. Potentiell 

möglich ist hierbei eine Beeinflussung der endothelialen und der leukozytären „Anker-

Proteine“, aber auch eine inhibierende Wirkung auf die Rezeptor-Liganden-Interaktion 

erscheint plausibel. 

 

Da sich die Auseinandersetzung mit diesem Thema initial auf die Beeinflussung der 

leukozytären Adhäsionsmoleküle konzentrierte, soll zur besseren Einbettung des Themas 

chronologisch mit diesem Abschnitt begonnen werden. 

 

4.1.1 Stellenwert leukozytärer Adhäsionsmoleküle 

Möbert et al.108 untersuchten in einem Zellkulturmodell mit HUVEC und neutrophilen 

Granulozyten die Interaktion zwischen Leukozyten und dem Endothel. Es wurde die Rate am 

Endothel adhärenter neutrophiler Granulozyten unter dem Einfluss von Halothan, Isofluran 

und Sevofluran nach Stimulation der Leukozyten mit N-Formyl-Methionyl-Leucyl-

Phenylalanin (fMLP) bzw. des Endothels mit Wasserstoffperoxid (H2O2) gemessen. Es 

konnte gezeigt werden, dass es durch die alleinige Vorbehandlung der neutrophilen 

Granulozyten mit den genannten Anästhetika zur Reduktion der am Endothel adhärenten 

Granulozyten und zur Reduktion der fMLP-induzierten Hochregulation des leukozytären 

Adhäsionsmoleküls CD11b/CD18 kommt. Diese Beeinflussung der Granulozyten wurde als 

entscheidender Mechanismus zur Reduktion der Leukozytenadhärenz angesehen. Als 

Marker für einen eventuell über das Endothel vermittelten Effekt wurde exemplarisch die 

unter 1 MAC Halothan nachweisbare Expression des Adhäsionsmoleküls P-Selektin nach 

Wasserstoffperoxidstimulation gemessen, die unbeeinflusst im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe blieb. Diese Beobachtung korrelierte mit dem Ergebnis, dass die alleinige 

Anästhetikabehandlung der HUVEC die leukozytäre Adhärenz nicht reduzieren konnte. 

Ebenso wie die Arbeit von Möbert et al. ließ das Ergebnis der Arbeitsgruppe von Heindl et 

al.109 einen primär über eine Beeinflussung von Leukozyten vermittelten Effekt der 

Anästhetika auf die Reduktion der Leukozytenadhärenz am Endothel vermuten. Sie zeigten 

an Meerschweinchenherzen eine verringerte postischämische koronare Adhäsion 

neutrophiler Granulozyten und eine Reduktion der CD11b/CD18-Expression durch die 

Behandlung mit Sevofluran und Isofluran. Arbeiten, die sich mit dem Ischämie-

Reperfusionsschaden bei adhäsionsmolekül-defizienten knock-out (-/-) Mäusen 

beschäftigen, belegen den Stellenwert des leukozytär vermittelten Parenchymschadens und 
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die Möglichkeit diesen durch die pharmakologische Reduktion der 

Adhäsionsmolekülexpression positiv zu beeinflussen. Vergleicht man nach 30 Minuten 

myokardialer Ischämie und 120 minütiger Reperfusion CD18- bzw. ICAM-1-defiziente knock-

out Mäuse und den Wildtyp bezüglich leukozytärer Infiltration und Zellnekrose, so kann 

sowohl bei den Mäusen mit einer Defizienz des leukozytären (CD18), aber auch bei denen 

mit einer Defizienz des endothelialen Adhäsionsmoleküls (ICAM-1) eine signifikante 

Reduktion der leukozytären Infiltration und des Ausmaßes der Zellnekrose im Vergleich zum 

Wildtyp beobachtet werden. Dieser Effekt ist bei CD18-/- Mäusen etwas ausgeprägter133. 

Daten, die einen Einfluss der kardioprotektiven Anästhetika auf leukozytäre 

Adhäsionsmoleküle zeigen, gibt es auch für das Edelgas Xenon. Es konnte in vitro gezeigt 

werden, dass Xenon in einer Konzentration von 30% und 60% nach einstündiger Applikation 

die fMLP-induzierte Expression von P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-1) und L-

Selektin in isolierten neutrophilen Granulozyten reduziert. Auf die β2-Integrine (LFA-1, Mac-1) 

war hingegen kein Effekt zu beobachten110. PSGL-1 und L-Selektin vermitteln das initiale 

Leukozytenrollen, während die β2-Integrine CD11a/CD18 und CD11b/CD18 über die 

Interaktion mit den Adhäsionsmolekülen ICAM-1 und VCAM-1 für die feste Adhärenz am 

Endothel essentiell sind. Da Xenon, auch wenn es ausschließlich in der Reperfusionsphase 

appliziert wird, die Infarktgröße im Tiermodell signifikant reduzieren kann134, könnte die 

Einflussnahme auf den Mechanismus des Leukozytenrollens ein Grund für diesen dann per 

definitionem postkonditionierenden Effekt sein. Somit kann vermutet werden, dass Xenon 

sowohl durch die oben beschriebene Reduktion von PSGL-1 und L-Selektin und durch die in 

der vorliegenden Arbeit nachgewiesene Reduktion der ICAM-1- und VCAM-1-Expression 

eine präkonditionierende Wirkung vermittelt. Eine Postkonditionierung könnte durch hiervon 

unabhängige Mechanismen, wie zum Beispiel eine Aviditätsverminderung, also eine 

Minderung der Bindungsfähigkeit zwischen den leukozytären und endothelialen 

Adhäsionsmolekülen, vermittelt werden. Widersprüchlich zu diesen Daten sind allerdings die 

Ergebnisse von Bedi et al.135, die in einem isolierten kardiopulmonalen Bypasssystem keinen 

Einfluss von Xenon auf die leukozytäre Expression von L-Selektin, CD11a/CD18 und 

CD11b/CD18 sehen konnten. 

Isofluran hingegen reduziert in vitro sowohl die Expression von L-Selektin als auch die der 

β2-Integrine136, so dass der gut belegte präkonditionierende Effekt dieser Substanz teilweise 

über diesen Mechanismus vermittelt zu werden scheint. 

Distickstoffmonoxid kann in isolierten neutrophilen Granulozyten konzentrationsabhängig die 

fMLP- und C5a-induzierte Generierung von Wasserstoffperoxid reduzieren137. 

Wasserstoffperoxid vermittelt einerseits eine antimikrobielle Wirkung als Teil der 

unspezifischen Immunantwort, andererseits den Parenchymschaden im Rahmen des 

Ischämie-Reperfusionsschadens. Weitere Studien, die einen Effekt auf die Beeinflussung der 
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leukozytären Adhäsionsmoleküle untersuchen, fehlen. Die vorliegende Arbeit konnte für 

Distickstoffmonoxid eine Reduktion der endothelialen ICAM-1- und VCAM-1-Expression auf 

mRNA- und Protein-Ebene nachweisen (Abb. 3.2, B, 3.3, F, 3.5, B, 3.6, F). Und auch die 

Aktivität des für die Transkription der genannten Adhäsionsmoleküle verantwortlichen 

Transkriptionsfaktors NFκB wurde durch Distickstoffmonoxid reduziert (Abb. 3.1, B). Somit 

kann vermutet werden, dass durch die Hemmung der ICAM-1- und VCAM-1-Expression 

sowie die Hemmung der NFκB-Aktivität eine verminderte leukozytäre Gewebemigration, wie 

sie im Rahmen des Ischämie-Reperfusionsschadens vorkommt, generiert werden kann. Da 

allerdings gezeigt werden konnte, dass Distickstoffmonoxid als einziges inhalatives 

Anästhetikum in vivo nicht kardioprotektiv wirkt123, erscheinen sowohl die durch 

Distickstoffmonoxid hervorgerufene Reduktion der granulozytären 

Wasserstoffperoxidproduktion, als auch die Reduktion der CAM-Expression insgesamt wenig 

relevant. 

 

4.1.2 Stellenwert endothelialer Adhäsionsmoleküle 

Dass ein protektiver Effekt der klassischerweise präkonditionierenden Substanzen auf das 

Endothel und dessen Adhäsionsmoleküle besteht, bzw. dass zumindest ein Teil der 

präkonditionierenden Wirkung über eine Beeinflussung der in der Mikrozirkulation 

ablaufenden Vorgänge vermittelt wird, kann aufgrund der vorliegenden Literatur vermutet 

werden. Der genaue Stellenwert dieses Einflusses auf die morphologisch und funktionell 

darstellbare Kardioprotektion ist aber bislang relativ unklar. 

Basierend auf den Daten der in vivo Studien, die die präkonditionierende Wirkung von 

Xenon138, Isofluran104 und Morphin80,82 belegen, wählten wir ein daran anknüpfendes 

Versuchsmodell und verwendeten die zuvor durch uns und andere Arbeitsgruppen139 

applizierten effektiven subanästhetischen Dosierungen (0,43 MAC). Der Versuchsaufbau 

beinhaltete eine intermittierende pharmakologischen Behandlung, gefolgt von kurzen 

Auswaschphasen (siehe Abschnitt 2.2.3). Dieses an die ischämische Präkonditionierung 

angelehnte Applikationsschema hatte sich sowohl experimentell140 als auch im Rahmen 

klinischer Studien90 gegenüber einer nur einmaligen Anwendung der Pharmaka als 

vorteilhaft erwiesen. 

 

4.1.2.1 ICAM-1 

Wir konnten den ausgeprägtesten Effekt auf ICAM-1 nachweisen, und zwar durch alle hier 

verwendeten Substanzen auf allen untersuchten Ebenen der Proteinexpression. Diese 

Ergebnisse lassen sich nur teilweise durch die Literatur bestätigen bzw. damit vergleichen. 

So konnten Wang et al.141 bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt durch eine einmalige 

Applikation von 3 mg Morphin eine signifikante Reduktion der ICAM-1- und L-Selektin-
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Serumkonzentrationen nachweisen, was aufgrund des Studiendesigns lediglich als Hinweis 

auf eine antiinflammatorische Wirkung der Substanz gewertet werden sollte. Allerdings 

führten diese Ergebnisse zu weitergehenden Untersuchungen. Basierend auf Wangs Arbeit, 

bei der die Morphingabe nach dem koronarischämischen Ereignis erfolgte und somit formal 

die Voraussetzung für eine Postkonditionierung erfüllte, untersuchten Min et al.142 die 

Postkonditionierung durch Morphin. Sie konnten in einem in vitro Zellkulturmodell mit 

HUVEC zeigen, dass es nach 6 Stunden Anoxie gefolgt von einer 30 minütigen Morphingabe 

(3 und 30 µg) und anschließender 12 stündiger Reoxygenierung zu einer Reduktion der 

ICAM-1-Expression (mRNA und Oberflächenprotein) kommt, und dass dies mit einer 

ebenfalls verminderten Rate adhärenter neutrophiler Granulozyten einhergeht. Zudem 

konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt über κ- und δ-Opioid-Rezeptoren und die PKC 

vermittelt wird, deren Rolle in der Anästhetika-induzierten Kardioprotektion gut belegt ist. 

Diese Daten legen es nahe, dass dieser in der Mikrozirkulation ablaufende Mechanismus an 

der vorbeschriebenen143 postkonditionierenden Wirkung von Morphin beteiligt ist. 

Unsere Daten zeigen ebenfalls, dass Morphin die ICAM-1-Expression reduziert, allerdings 

unter anderen Versuchsbedingungen. Wir wählten ein intermittierendes Applikationsschema, 

bei dem Morphin vor der den Reperfusionsschaden imitierenden TNFα-Exposition erfolgte, 

wodurch es die Bedingungen der Präkonditionierung erfüllt. Die verminderte ICAM-1-

Expression war mit einer ebenfalls verminderten Aktivität des für die CAM-Expression primär 

verantwortlichen Transkriptionsfaktors NFκB verbunden. Interessanterweise blieb die 

Expression der anderen untersuchten CAMs (VCAM-1 und E-Selektin) unbeeinflusst. 

Tierexperimentell gibt es ebenfalls Hinweise auf einen in der Mikrozirkulation ablaufenden, 

präkonditionierenden Effekt von Morphin. Wang et al.144 konnten bei Ratten den bereits von 

Schultz und Kollegen80 sowie von anderen Arbeitsgruppen81-83,145,146 beschriebenen, 

präkonditionierenden Effekt von Morphin bestätigen. Dieser Effekt war in genannten Arbeiten 

unter anderem auf den Agonismus von Opioid-Rezeptoren, die Aktivierung der 

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), der mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK), der 

Proteinkinase C (PKC) und die Aktivierung von mitochondrialen KATP- und KCa-Kanälen 

zurückgeführt worden. Die Arbeitsgruppe um Wang konnte zusätzlich zeigen, dass die 

präkonditionierende Wirkung auch über eine Hemmung der Aktivierung neutrophiler 

Granulozyten und des Endothels bzw. über eine Reduktion der Neutrophilen-Endothel-

Interaktion vermittelt wird, gemessen an den Serumkonzentrationen von ICAM-1, L-Selektin 

und der Aktivität der NEP (neutrophile Endopeptidase). Unsere Daten erhärten diese 

Vermutung. Die vorliegende Arbeit zeigt nämlich, dass durch Morphin die TNFα-induzierte 

NFκB-Aktivität (Abb. 3.1, C) und die TNFα-induzierte ICAM-1-Expression auf mRNA-Ebene 

(Abb. 3.2, C) und auf Protein-Ebene (Abb. 3.5, C) in HUVEC signifikant reduziert wird. Unklar 

bleiben bislang die genauen Signalwege, die die Präkonditionierung durch Morphin 
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vermitteln. Es scheint sich um einen vielschichtig regulierten Prozess zu handeln, bei dem 

sowohl die oben genannten Proteinkinasen (PI3K, MAPK, PKC) und Kalium-Kanäle (KATP- 

und KCa) sowie periphere, aber auch zentrale Opioid-Rezeptoren147 und die leukozytären (L-

Selektin) und endothelialen (ICAM-1, VCAM-1) Adhäsionsmoleküle eine Rolle spielen. Zum 

genaueren Verständnis der Morphin-induzierten Präkonditionierung, die auch im Menschen 

induzierbar zu sein scheint148, sind folglich weitere Untersuchungen notwendig. 

 

4.1.2.2 VCAM-1 

Auch die TNFα-induzierte mRNA- und Proteinexpression von VCAM-1 war in der 

vorliegenden Arbeit durch Xenon (Abb. 3.3, E, 3.6, E), Distickstoffmonoxid (Abb. 3.3, F, 3.6, 

F) und Isofluran (Abb. 3.3, H, 3.6, H) inhibierbar. Lediglich Morphin hatte keinen Effekt auf 

die Expression dieses Adhäsionsmoleküls (Abb. 3.3, G, 3.6, G). Erstaunlicherweise war in 

der vorliegenden Arbeit auch Distickstoffmonoxid in der Lage, die TNFα-induzierte Zunahme 

der NFκB-Aktivität und der ICAM-1- und VCAM-1-Expression effektiv zu unterdrücken, 

obwohl für dieses Gas in vivo keine kardioprotektive Wirkung nachgewiesen wurde123. 

Aus der Literatur gibt es vereinzelte Hinweise zur pharmakologischen Hemmung der VCAM-

1-Expression. Biao et al.111 zeigten in HUVEC eine Reduktion der mRNA-Expression für 

VCAM-1 nach Desfluran-Präkonditionierung. Min et al.149 beschreiben in HUVEC eine durch 

Morphin nachweisbare Reduktion der ICAM-1-, VCAM-1- und E-Selektin-Expression durch 

den Überstand Lipopolysaccharid- (LPS-) stimulierter kolorektaler Tumorzellen (HCT 116). 

Direkt vergleichbare Arbeiten zu den hier dargestellten Ergebnissen liegen in der Literatur 

aktuell nicht vor. 

 

4.1.2.3 E-Selektin 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass E-Selektin als einziges Adhäsionsmolekül durch alle 

verwendeten Pharmaka sowohl auf Ebene der Transkription als auch auf Ebene der 

Proteinexpression gänzlich unbeeinflusst blieb (Abb. 3.4, I-L, 3.7, I-L). Dies stimmt mit den 

Ergebnissen von Hisano et al.112 überein. Sie konnten zeigen, dass Isofluran und Sevofluran 

zwar konzentrationsabhängig die Adhäsion der granulozytären Zelllinie HL-60 sowohl an mit 

E-Selektin bestückten Platten, als auch an TNFα-aktivierten HUVEC verringern können, aber 

dass hierbei die Expression von E-Selektin nicht verändert wird. Einen signifikanten Effekt 

auf die Reduktion der Adhäsion sowie keinen Effekt auf die E-Selektin-Expression zeigten in 

diesem Fall, anders als bei uns, etwas höhere als klinisch relevante Dosen der Anästhetika, 

nämlich für Isofluran und Sevofluran Werte zwischen 2,5 und 3,0 MAC. Hierbei muss 

erwähnt werden, dass es für Sevofluran Hinweise darauf gibt, dass es bereits bei 

Konzentrationen von 2 MAC zu einer Zunahme der leukozytären Adhäsion in der 

Mikrozirkulation kommen kann153. 
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Ausgehend von den Daten von Hisano et al.112 scheint es also auch andere Mechanismen zu 

geben, die unabhängig von der reinen Änderung der Adhäsionsmolekül-Expression die 

Interaktion zwischen Leukozyten und Endothel beeinflussen. Um diese reversiblen, 

scheinbar konzentrationsabhängigen und gegebenenfalls rein die Avidität zwischen den 

leukozytären und endothelialen Rezeptormolekülen vermindernden Effekte der Anästhetika 

zu untersuchen und um den Stellenwert der verschiedenen nebeneinander expremierten 

Adhäsionsmoleküle hervorzuheben, sind weitere Untersuchungen notwendig. 

Dass eine Reduktion der E-Selektin-Expression durch Anästhetika aber durchaus möglich ist 

konnten Biao et al.111 in einem anderen Versuchsaufbau zeigen. Sie behandelten HUVEC für 

60 Minuten mit 1 MAC Desfluran, bevor eine Stimulation mit TNFα erfolgte und die mRNA-

Expression von ICAM-1 und VCAM-1 bzw. die Proteinexpression von ICAM-1 und E-Selektin 

bestimmt wurde. Auch sie untersuchten die Rate am Endothel adhärenter neutrophiler 

Granulozyten. Dabei konnten sie zeigen, dass sowohl die mRNA-Expression von ICAM-1 

und VCAM-1 als auch die Proteinexpression von ICAM-1 und E-Selektin im Zeitverlauf 

reduziert werden konnte und die neutrophile Adhärenz dazu korrelierend absank. 

 

4.1.2.4 Limitierung einer mikrovaskulären Präkonditionierung 

Die in den Abschnitten 4.1.1 bis 4.1.2.3 erläuterten experimentellen Daten über den Einfuss 

verschiedener inhalativer Anästhetika und des Opiats Morphin auf die leukozytäre und 

endotheliale Adhäsionsmolekülexpression zeigen abermals, dass die Effekte der 

verschiedenen Substanzen stark vom Versuchsaufbau abhängen und legen damit nahe, 

dass Studien zur Schaffung exakter Anästhetika-Protokolle mit dem Ziel eines 

kardioprotektiven Effektes essentiell sind. Zudem ist die Übertragbarkeit der teils 

variierenden Ergebnisse dieser in vitro und in vivo Tier-Studien auf die im lebenden 

menschlichen Organismus ablaufenden pathophysiologischen Vorgänge eingeschränkt. Und 

auch die vorliegenden klinischen Studien (siehe Abschnitt 1.3.2.2) mit relativ kleinen 

Fallzahlen belegen bislang keinen eindeutigen Nutzen. Um letztlich einen Einfluss der 

kardioprotektiv wirkenden Substanzen auf die MACCE (major adverse cardiovascular and 

cerebrovascular events) und somit einen evidenten klinischen Nutzen zu untersuchen, sind 

weitere klinische Studien mit prospektivem Studiendesign, großen Fallzahlen, harten 

Endpunkten und Langzeitdaten notwendig. 

Auch die Bedeutung des die Leukozyten-Adhäsion hemmenden Effektes der Anästhetika auf 

die tatsächliche Organschadenreduktion ist bislang unklar und es gilt herauszufinden, ob 

dieser Effekt tatsächlich klinisch relevant ist. So konnte in ICAM-1- und P-Selektin-

defizienten knock-out Mäusen150 nach einstündiger Ischämie gefolgt von mehrstündiger 

Reperfusion zwar eine bis zu 40 prozentige Reduktion der leukozytären Akkumulation im 

Myokard nachgewiesen werden (Beginn nach 3h, Maximum nach 24h und Abfall nach 72h), 
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ein nicht unerheblicher Teil, nämlich 60% der Leukozyten, konnte aber entsprechend 

rekrutiert werden und die Infarktgröße blieb im Vergleich zum Wildtyp unbeeinflusst. Dies ist 

als Hinweis darauf zu werten, dass die alleinige Reduktion der Adhäsionsmolekülexpression 

keinen suffizienten Schutz vor dem Ischämie-Reperfusionsschaden vermitteln kann. 

Auch scheint es eine breite Variabilität in den molekularen Mechanismen der leukozytären 

Extravasation zu geben, die von dem jeweiligen Gewebe und Stimulus abhängig sind151, was 

unter anderem durch die unterschiedlichen Expressionsmuster der Adhäsionsmoleküle je 

nach betrachteter Mikrozirkulation152 und deren unterschiedliche Expressionskinetik28 bedingt 

sein mag. Diese Hinweise auf eine variabel regulierte leukozytäre Extravasation könnten 

unter anderem auch die konträren Daten von Morisaki et al. erklären153. Sie hatten unter 

hohen Konzentrationen (2 MAC) von Halothan und Sevofluran eine Zunahme der 

leukozytären Adhäsion in der mesenterialen Mikrozirkulation der Ratte darstellen können, die 

durch die Behandlung mit monoklonalen Antikörpern gegen P-Selektin und ICAM-1 

aufhebbar war. 

 

4.1.2.5 Rolle von NFκB in der Präkonditionierung 

TNFα bewirkt in Endothelzellen eine Induktion der transkriptionellen Aktivität von NFκB und 

darüber eine Steigerung der endothelialen Expression von ICAM-1, VCAM-1 und E-

Selektin7,25,26. Führt eine pharmakologische Substanz zu einer Reduktion der Expression 

eines bestimmten Genproduktes, wie zum Beispiel von ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin, so 

muss erst einmal vermutet werden, dass diese pharmakologische Substanz auch eine 

verminderte Aktivität des primär verantwortlichen Transkriptionsfaktors vermittelt. 

Wir konnten zeigen, dass sowohl die gasförmigen Anästhetika Xenon und 

Distickstoffmonoxid, als auch das volatile Anästhetikum Isofluran und das Opiat Morphin eine 

Reduktion der NFκB-Aktivität in humanen Nabelschnurendothelzellen zur Folge hatten (Abb. 

3.1). Dies war allerdings nicht zwangsläufig mit einer verminderten Expression der 

untersuchten Genprodukte vergesellschaftet. So blieb die Expression von VCAM-1 durch 

Morphin (Abb. 3.3, G, 3.6, G) und die von E-Selektin durch alle untersuchten Substanzen 

(Abb. 3.4, 3.7) unbeeinflusst. Von einer einheitlichen Beeinflussung des transkriptionellen 

Verhaltens von NFκB durch die verschiedenen Substanzen ist somit nicht auszugehen, 

vielmehr kann aufgrund der zahlreichen möglichen Rahmenbedingungen und 

Einflussfaktoren eine differentielle Aktivität bzw. Regulierung der Transkription vermutet 

werden. Direkt vergleichbare Arbeiten hierzu liegen allerdings nicht vor. 

Es stellt sich nun die Frage, welche Rolle die Beeinflussung des transkriptionellen Verhaltens 

von NFκB im Kontext der Präkonditionierung einnimmt. 

Dass NFκB im Myokard durch Ischämie und anschließende Reperfusion aktiviert wird154,155 

und dass diese Aktivierung zum Prozess der myokardialen Infarzierung156 und zur 
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leukozytären Adhärenz mit entsprechender Parenchymschädigung157 beiträgt, gilt als sicher, 

so dass eine Reduktion der NFκB-Aktivität als Teil eines kardioprotektiven Wirkprinzips 

gelten sollte. Diesem Verständnis entsprechend konnten Zhong et al.158 durch eine 

Sevofluran-Präkonditionierung an isolierten Rattenherzen in einem Langendorff-Modell eine 

Reduktion der NFκB-Aktivität mit zudem verminderter Expression von ICAM-1, TNFα und 

der induzierbaren Stickstoffmonoxid-Synthase (inducible nitric oxide synthase, iNOS) zeigen. 

Die hierbei nachweisbare verminderte Expression der proinflammatorischen Genprodukte als 

Folge der NFκB-Aktivitätshemmung, wurde als wichtiger Beitrag zur Generierung der 

Infarktgrößenreduktion im Rahmen des Ischämie-Reperfusionsschadens im Sinne einer 

frühen Präkonditionierung angesehen. 

Anders scheint hingegen die Rolle der NFκB-Aktivität in der späten Phase der 

Präkonditionierung zu sein. Im Rattenmyokard lässt sich sowohl für die ischämische159 als 

auch für die Morphin-83 und Isofluran-induzierte160 späte Präkonditionierung eine gesteigerte 

Aktivität des Transkriptionsfaktors nachweisen. Als Grund hierfür sahen Chen et al.160 eine 

Hochregulation der iNOS an, deren Stellenwert in der späten Präkonditionierung belegt ist161. 

Dass vor allem die späte Phase der Präkonditionierung aufgrund der notwendigen zeitlichen 

Latenz bis zur Änderung der Proteinexpression von einer Änderung der Genexpression 

abhängt, ist bekannt54, so dass die oben genannte Steigerung der NFκB-Aktivität mit 

folgender Transkription entsprechender Gene in diesem Kontext gut nachvollziehbar ist. 

Doch scheint es auch Mechanismen zu geben, die durch eine gesteigerte NFκB-Aktivität 

bzw. Proteinsynthese zur Entstehung der frühen Phase der Präkonditionierung 

beitragen162,163, wenn auch eine proteinsyntheseunabhängige Wirkweise bislang vermutet 

wurde53. Inwieweit eine Beeinflussung der endothelialen Adhäsionsmolekülexpression 

hierbei eine Rolle spielt, bleibt offen und auch unsere Daten klären diese Frage nicht 

abschließend. 

Aus der Literatur28 lässt sich belegen, dass in Endothelzellen (in vitro) nach TNFα-

Stimulation die Oberflächenexpression von ICAM-1 nach ca. 12h, die von VCAM-1 nach ca. 

6h und die von E-Selektin nach ca. 4h ihr Maximum erreicht. Entsprechend früher, nämlich 

ca. 1 bis 2h nach Stimulation beginnt der transkriptionelle Prozess zur de-novo 

Proteinsynthese der Adhäsionsmoleküle, da eine zytosolische Speicherung dieser Moleküle, 

wie die von P-Selektin in Weibel-Palade-Körpern, nicht existiert. Da der Stellenwert des 

leukozytär vermittelten myokardialen Parenchymschadens im Rahmen des Ischämie-

Reperfusionsschadens belegt ist, stützen unsere Daten somit die Hinweise darauf, dass 

bereits in der frühen Phase der Präkonditionierung ein Teil des kardioprotektiven Effektes 

durch die Hemmung der Transkription proinflammatorischer Genprodukte vermittelt wird. 

Denn in unserer Arbeit konnte durch alle Pharmaka bereits nach 30 minütiger TNFα-

Stimulation eine Reduktion der durch die Stimulation gesteigerten NFκB-Aktivität, und bereits 
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nach 5h eine Reduktion der Oberflächenexpression der Adhäsionsmoleküle nachgewiesen 

werden. Einschränkend muss abermals erwähnt werden, dass dies nur für die Reduktion der 

ICAM-1- und VCAM-1-Expression durch Xenon, Isofluran und Distickstoffmonoxid der Fall 

war und dass letztlich der Stellenwert dieses Effektes im Gesamtkontext der 

Präkonditionierung nicht geklärt ist. 

Auch in unterschiedlichen Zellarten scheint es unterschiedliche Effekte der 

präkonditionierenden Substanzen auf die NFκB-Aktivität zu geben. So bewirkt Morphin in 

aus menschlichem Blut gewonnenen neutrophilen Granulozyten und Monozyten eine 

Hemmung der LPS-induzierten nukleären Bindung von NFκB164. De Rossi et al.165 hatten 

zeigen können, dass lediglich Isofluran (1 bzw. 2 MAC) die LPS-induzierte NFκB-Aktivität 

und die TNFα- sowie IL-6-Freisetzung von Monozyten inhibieren kann, wohingegen Xenon 

(30 bzw. 60%) zu einer Steigerung der NFκB-Aktivität und der TNFα- sowie IL-6-Freisetzung 

führte. 

Mit der aktuell vorliegenden Literatur sowie unseren Daten lässt sich die Rolle von NFκB im 

Kontext der myokardialen Präkonditionierung nicht abschließend klären. Es wird deutlich, 

dass es sich bei der Regulierung der proinflammatorischen Signalkaskade um einen 

vielschichtigen Prozess handelt, der durch zahlreiche Faktoren beeinflussbar ist. 

 

4.1.2.6 Adhäsionsmolekülunabhängige Effekte 

Trotz dieser teils widersprüchlichen Daten bezüglich des Einflusses der Anästhetika auf das 

Expressionsverhalten der CAM und dessen Regulierung gibt es weitere Effekte der 

Substanzen, die deren protektiven Aspekt im Rahmen des Ischämie-Reperfusionsschadens 

unterstreichen. So konnte experimentell gezeigt werden, dass Halothan und Isofluran 

HUVEC und glatte Gefäßmuskelzellen vor der TNFα- und Wasserstoffperoxid-induzierten 

Apoptose schützen können166, ein Vorgang, der während des Ischämie-

Reperfusionsschadens zur Schädigung der Mikrozirkulation beiträgt. Und auch Morphin 

reduziert in vitro die Apoptoserate pulmonal-arterieller Endothelzellen des Schweins nach 

Anoxie und Reoxygenierung167 und in vivo die des Schweinemyokards168. Allerdings ist auch 

hier nicht von absoluten, sondern von kontextbezogenen Effekten auszugehen, da auch eine 

Apoptoseinduktion experimentell beschrieben wurde169. 

In der vorliegenden Arbeit wurden diese adhäsionsmolekülunabhängigen Effekte im Kontext 

der Präkonditionierung nicht untersucht. Insgesamt sprechen die hier vorliegenden Daten 

unter Berücksichtigung der Literatur für einen Effekt der untersuchten Pharmaka, der das 

Myokard vor den Folgen des Ischämie-Reperfusionsschadens zu schützen scheint. 
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4.2 Methodenkritik 
Ziel dieser Arbeit war es einen möglichen, in dem Kontext der Präkonditionierung bislang 

wenig untersuchten Effektor der Anästhetika Xenon, Distickstoffmonoxid und Isofluran und 

des Opiats Morphin, nämlich das Endothel, zu untersuchen. Mit der Ausnahme von 

Distickstoffmonoxid ist für diese Substanzen in vivo eine präkonditionierende Wirkung 

beschrieben. Hierbei wurde mit der TNFα-induzierten Adhäsionsmolekülexpression lediglich 

ein Teilaspekt der in der Mikrozirkulation ablaufenden pathophysiologischen Vorgänge 

betrachtet. Aufgrund der statischen Bedingungen eines in vitro Modells bleiben natürlich die 

Einflussfaktoren eines lebenden Organismus wie der Blutfluss, Scherkräfte, die Viskosität 

des Blutes, eine variable Hämodynamik und eine humorale Beeinflussung außen vor. Zudem 

verwendeten wir humane Nabelschnurendothelzellen, so dass eine sichere Aussage 

bezüglich des Expressionsverhalten in arteriellen Zellen und in der menschlichen 

Mikrozirkulation nicht möglich ist. Auch die in vitro letztlich effektiven Dosierungen der 

Pharmaka sind auf die Pharmakokinetik in vivo nicht übertragbar. 

Dennoch konnten neue Wirkaspekte der untersuchten Substanzen aufgezeigt werden, was 

somit zum grundlegenden Verständnis des vielschichtig regulierbaren Prozesses der 

Adhäsionsmolekülexpression im Rahmen der pharmakologischen bzw. Anästhetika-

induzierten Präkonditionierung beiträgt. 
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