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1 EINLEITUNG

1.1 Stellung myokardialer Erkrankungen in der heutigen Medizin

Unter den zehn héufigsten Todesursachen in der Bundesrepublik Deutschland findet
man gleich vier, nach ICD-10 (International Statistical Classification of Diseases and
Related Health Problems) definierte, Krankheiten, die direkt das Herz betreffen. Der
akute Myokardinfarkt belegt, mit einem Anteil von 6,0% an der Gesamt-Sterberate, den
zweiten Platz in der Statistik . Vor allem in Zeiten hoher Privalenz des metabolischen
Syndroms, welches als infarktbegiinstigender Faktor angesehen werden muss, besteht

ein dringender klinischer Handlungsbedarf.

Zwar hat sich in der Behandlung eines ischdmischen Infarkts, also dem Verschluss eines
arteriellen BlutgefdBes mittels eines Blutgerinnsels, innerhalb der letzten Jahre die
moglichst rasche Wiederherstellung des Blutflusses (Reperfusion) als Standard-
Therapie etabliert, allerdings darf hierbei die Gefahr des Reperfusionsschadens (s.
nidchster Abschnitt) nicht unterschitzen werden. Es muss also nach alternativen,
moglichst priventiven statt kurativen, Behandlungsmdglichkeiten gesucht werden.
Einen vielversprechenden Ansatz stellt dabei die pharmakologische Prakonditionierung
dar. Unter Priakonditionierung versteht man die Applikation eines Triggers (im Falle der
pharmakologischen Prikonditionierung z.B. ein volatiles Andsthetikum), in dessen
Folge intrazelluldre Kaskaden ablaufen, die schlieBlich zu einer Protektion der Zelle und
damit des Organs fiihren. Die Pridkonditionierung wirkt dabei einerseits direkt
infarktlimitierend, schiitzt aber ebenso vor einer der gefiirchtetsten Komplikationen des

Herzinfarkts, der Arrhythmie.

Klinisch hochrelevante Einsatzgebiete fiir eine solche préventive MafBnahme sind
beispielsweise grolere Operationen. Die 30-Tage-Mortalitit aufgrund kardialer
Ursachen liegt bei diesen Operationen zwischen 2% (Normalbevolkerung) und 5%
(kardiale Risikopatienten) 2. Da eine Anisthesie ohnehin notwendig ist, ist die

Integration der pharmakologischen Prakonditionierung gut moglich.
Landesberg et al. konnten auBlerdem zeigen, dass viele der postoperativen kardialen
Komplikationen auf eine intraoperative myokardiale Ischimie zuriickzufiihren sind *.

Im Rahmen dieser Einleitung wird auf die Mechanismen, Effekte, sowie klinische
Anwendungen der Pridkonditionierung eingegangen, doch zunichst soll im ndchsten

Abschnitt die Pathophysiologie der Ischdmie-Reperfusion besprochen werden.



1.2 Pathophysiologie der Ischimie-/Reperfusionsschiden

Wihrend einer Ischdmie und paradoxerweise vor allem wéhrend der Reperfusion,
kommt es zu enormen Schidden auf zelluldrer und subzellulirer Ebene. Die
entscheidende Rolle dieses Pathomechanismus kommt, nach heutigem Kenntnisstand,

den Mitochondrien zu.

1.2.1 Einfluss der Ischimie-Reperfusion auf die Energiegewinnung
Als Kraftwerke der Zelle sind die Mitochondrien fiir die Bereitstellung von ATP, dem

wichtigsten zelluldren Energiedquivalent, verantwortlich. Aullerdem spielen sie eine

entscheidende Rolle in der Apoptose-Kaskade.

Um aus denen der Zelle zugefiihrten Energie-Ressourcen (v.a. Fettsduren und Glukose)
ATP zu synthetisieren, wird viel Sauerstoff benétigt. Im Herzen ist der Anteil der
oxidativen Energiegewinnung an der gesamten Energiegewinnung mit iiber 90% sehr

hoch *. Ein Uberblick iiber die verschiedenen Prozesse gibt Abbildung 1.

Glukose Abbildung 1: Dargestellt ist die
Energiegewinnung in der Zelle unter
normoxischen Bedingungen. Im Zitrat-

zyklus  laufen die  verschiedenen
ATP 4’/J % NADH + H* Reaktionswege zusammen, ehe die
Reduktionsequivalente der
Fettsauren Pyruvat «—— |Laktat Atmungskette zugefiihrt werden.
[ Abbildung modifiziert nach Solaini et

al. 5.
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Wichtig fiir das Verstiandnis des Pathomechanismus der Ischdmie ist, dass wiahrend der
oxidativen Phosphorylierung durch die verschiedenen Komplexen der Atmungskette ein
Proton-elektrochemischer Gradient aufgebaut wird. Dieses Potential nutzt anschlieBend

die F,F,-ATP-Synthase, indem sie Protonen kontrolliert zurtickflieBen ldsst, um mit der



dabei frei werdenden Energie aus ADP und anorganischem Phosphat ATP zu

synthetisieren.

Wenn nun zu wenig Sauerstoff zur Verfiigung steht, wie z.B. wihrend einer Ischdmie,
kommt es zu enormen Verdnderungen in der Zelle. Die gegebenenfalls nachfolgende
Reperfusion aggraviert die Gesamtsituation zusétzlich. Dieser Vorgang ist bekannt als
Reperfusionsschaden. Die verschiedenen Aspekte und Pathomechanismen werden im

Folgenden néher erliutert.

Zunidchst einmal kann ohne Sauerstoff keine oxidative Phosphorylierung mehr
stattfinden, da den dafiir zustindigen Atmungskettenenzymen der Sauerstoff als
Elektronenakzeptor nicht mehr zur Verfiigung steht. Daher findet nur noch die anaerobe
Glykolyse statt, deren Endpunkt das Laktat darstellt. Die Akkumulation von Laktat
wiederum fiihrt zu einem Absinken des zytoplasmatischen pH, wodurch schlieBlich
auch die Enzyme der Glykolyse gehemmt werden, sodass keine Energiegewinnung
mehr stattfinden kann. Wenn die Ischdmie dreiig Minuten andauert, féllt der ATP-
Gehalt der Zelle auf 40-50% des normalen Levels®. Bis zu diesem Zeitpunkt sind
andere schnell verfiigbare Energiequellen, wie z.B. das Kreatinphosphat, ebenfalls lange

aufgebraucht.

Dadurch dass die Komplexe der Atmungskette nicht mehr arbeiten konnen, bricht das
Membranpotential {iber der inneren Mitochondrienmembran (IM) zusammen. Das fiihrt

dazu, dass die F,F,-ATP-Synthase nun als ATPase arbeitet, das heiit unter ATP-

Verbrauch H*-Ionen in den Intermembranraum pumpt, um den Ionengradienten
aufrecht zu erhalten. Manche Forscher sehen darin einen zellprotektiven

Mechanismus °.

Die Auswirkungen des O2-Mangels betreffen vor allem die Atmungskettenenzyme,

sodass es sich lohnt die Verdnderungen dieser Enzyme ebenfalls zu betrachten:

Die NADH-Dehydrogenase ist das am besten untersuchte und wahrscheinlich auch das

am meisten durch die Ischimie beeintrichtigste Atmungskettenenzym "'°.

Untersuchungen an Rattenherzen haben ergeben, dass es nach 20 Minuten Ischdmie zu
einer signifikanten Reduktion der Enzymaktivitit kommt'’, welche durch die

einsetzende Reperfusion noch verstirkt wird °. Der Grund dafiir konnte allerdings noch

nicht eindeutig bestimmt werden. Verschiedene Theorien fiihren oxidativen Stress '"*'?

13,14

oder vermehrte NO-Bildung als mogliche Erklarung an.



Die Komplexe II und III der Atmungskette scheinen beide recht resistent gegeniiber
Ischdmie und Reperfusion zu sein. Doch auch hier gehen die Meinungen bzw.
Forschungsergebnisse auseinander, ebenso bei den Untersuchungen zu Cytochrom C.

Einen Uberblick geben Solaini ez al. >"°.

1.2.2 Einfluss der Ischimie-Reperfusion auf die Radikalbildung
Wie in jeder anderen Zelle auch, findet in den Kardiomyozyten Radikalbildung statt.

Erneut kommt den Mitochondrien hierbei die zentrale Rolle zu, da sie einen Grofiteil

des aufgenommenen O, fiir die Funktion ihrer Atmungskettenenzyme benétigen. Ein

Teil des O, wird allerdings von den gleichen Enzymen zu Radikalen umgesetzt '°.
Obwohl wiahrend einer Ischamie die Sauerstoffzufuhr zur Zelle abnimmt, werden mehr
freie Radikale (reactive oxygen species = ROS) gebildet, welche durch eine
nachfolgende Reperfusion nochmals vermehrt werden, einen aktuellen Uberblick geben

Chen et al. °.

Die erhohten ROS-Mengen iibersteigen die Kompensationsmdglichkeiten der Zelle und
es kommt zu ausgeprigten Schiden: Membranschidden durch Lipid-Peroxidation, sowie
irreversiblen Protein- sowie DNA-Modifikationen. Dies fiihrt zu gravierenden Folgen
innerhalb der Zelle. Je nach Hohe der ROS-Konzentration reichen diese von reversiblen
Einschrinkungen der Mitochondrienfunktion bis hin zum Zelltod durch Apoptose oder

17,18
Nekrose 1%,

Eine besondere Rolle unter den Radikalen spielt das Stickstoffmonoxid (£ NO). Es ist

stark konzentrationsabhidngig, ob NO positive oder negative Effekte fiir die Zelle hat.
Zwar konnte nachgewiesen werden, dass der NO-Gehalt der Zelle wéhrend der
Ischimie-Reperfusion steigt >, aber ob diese Konzentrationen protektive oder

19'23, ein ausfihrlicher Review-

schidigende Effekte haben, wird kontrovers diskutiert
Artikel wurde von Ziolo et al.verdffentlicht **. Es sei an dieser Stelle aber bereits darauf
hingewiesen, dass das NO eine essentielle Rolle als Mediator der Prikonditionierung
spielt (vgl. Abschnitt 1.3.2.1, Abbildung 2). Eine gute Ubersicht dariiber geben Jones et

al. , sowie Folino ef al. %

1.2.3 Einfluss der Ischimie-Reperfusion auf die Ionen-Gradienten
Ein weiterer wichtiger pathophysiologischer Gesichtspunkt ist die Verschiebung der

unterschiedlichen Ionen-Gradienten. Wie bereits in Abschnitt 1.2.1 erwihnt, bricht der



Protonen-Gradient wiahrend einer Ischiamie iber der IM zusammen. Unter diesen

Umsténden arbeitet die F,F,-ATP-Synthase als ATPase, das heilit sie transportiert unter

ATP-Verbrauch Protonen in den Intermembranraum, um dem Zusammenbruch

entgegenzuwirken. Damit wird der vorhandene Mangel an ATP noch verstérkt.

Die Verinderung des Ca?"-Gradienten hat nachfolgend beschriebene, zellschidigende
Wirkung: Durch den ATP-Mangel kann das Calcium nicht mehr aus dem
Mitochondrien-Zytosol heraus transportiert werden und als Folge dessen kann es
wihrend der Reperfusion u.a. zu einer, durch Hyperkontraktur ausgelosten, Nekrose
kommen *’. Eine entscheidende Rolle spielt der Calcium-Uberschuss auch als Trigger
fir den Mechanismus der ‘Mitochondrial Permeability Transition’ (MPT). Dieser
erstmals in den 70er Jahren von Hunter und Haworth beschriebene Mechanismus fiihrt
dazu, dass die IM fiir Molekiile mit bis zu 1500 Dalton GréBe permeabel wird **. Es
folgen ein Zusammenbruch des elektrochemischen Gradienten, sowie ein onkotisch
verursachter Wasser-Influx mit Schwellung des Intermembranraumes. Dieser
angeschwollene Intermembranraum wiederum fiihrt zu Funktionseinbuflen der
Atmungskettenenzyme. Die Ausmafle der MPT spielen eine enorme Rolle fiir die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Zelle. Entsprechend gibt es viele Regulations- und
Triggermechanismen, eine ausfiihrliche Ubersicht geben Honda et al. *°, sowie Brenner
et al. *. Zwei besonders erwihnenswerte Trigger sind die ATP-abhingigen K*-Kanile
und die Proteinkinase C-g. Beide fiihren nach ihrer Offnung / Aktivierung dazu, dass
keine MPT stattfindet und schiitzen somit die Zelle. Beide Proteine spielen auch eine

wichtige Rolle bei den Mechanismen der Prikonditionierung.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Schiaden, die durch die Ischdmie
und vor allem durch die Reperfusion entstehen, sehr vielfdltig sind und je nach Ausmaf}
zu verheerenden Folgen fiir die Zelle filhren konnen. Im Folgenden Abschnitt wird
dargestellt wie und an welchen Stellen die Prikonditionierung zu einer Protektion der

Zelle fuhren kann.

1.3 Prikonditionierung

1.3.1 Definition

Die Prikonditionierung ist ein Phidnomen, dass erstmals 1986 von Murry et al
beschrieben wurde *'. Er konnte beobachten, dass seine Versuchstiere (Hunde) nach

einer Okklusion der Herzkranzgefdfle eine deutlich geringere InfarktgroBe aufwiesen,



wenn dem Verschluss eine sublethale ischimische Periode voranging®'. In den
folgenden Jahren konnte diese Beobachtung auf viele weitere Spezies, unter anderem
den Menschen, iibertragen werden, vgl. Przyklenk et al. *. Es etablierte sich der Begriff

der ischdmischen Préakonditionierung.

Unabhéngig von diesen Erkenntnissen wurde 1983 und 1989 von Davis et al.
beobachtet, dass die beiden Anésthetika Halothan und Isofluran infarktlimitierende
Eigenschaften haben **7*. Cason et al., sowie Kersten et al. gelangen 1997 die
Verkniipfung der beiden Beobachtungen, indem sie nachweisen konnten, dass die
prakonditionierenden Eigenschaften der Anisthetika auf eine Nachahmung der
Mechanismen der ischdmischen Prikonditionierung zuriickzufiihren sind *>~*°. Es prigte
sich der Begriff der andsthetischen Pridkonditionierung. Spéter konnte aulerdem gezeigt
werden, dass auch andere Pharmaka, wie z.B. Opioide, eine entsprechende Protektion
auslosen konnen *’, sodass der Uberbegriff der pharmakologischen Prikonditionierung

entstand.

Neben der ischdmischen und der pharmakologischen Prékonditionierung, die
nachfolgend detailliert besprochen werden, gibt es weitere Formen der

Kardioprotektion, wie die Fern-Prikonditionierung ** oder die Postkonditionierung *°.

In den letzten Jahren haben sich viele Forschergruppen der Aufgabe gewidmet die
Mechanismen aufzukldren die auf molekularer Ebene diese Prikonditionierung
begriinden. Der heutige Stand der Dinge wird in den nachfolgenden Abschnitten

erlédutert.

Neben dem infarktlimitierenden Effekt fiihrt die Pridkonditionierung auch zu einer
verbesserten post-ischdmischen Erholung der Herzmuskelzellen und verringert die
Gefahr der Entwicklung einer Arrhythmie. Man fand auflerdem heraus, dass nicht nur
das Herz, sondern auch viele andere Organe prikonditioniert werden konnen, einen

Uberblick dariiber geben Candilio et al. *°.

1.3.2 Mechanismen und Signalwege der Prikonditionierung

1.3.2.1 Allgemeine Mechanismen
Es gibt allgemeine Mechanismen und Signalwege, die bei allen Formen der

Prakonditionierung gleich bzw. &hnlich sind. Aufgrund der Geschichte der
Prakonditionierung wurden diese meist im Zusammenhang mit Forschungsarbeiten an
der ischdmischen Prikonditionierung entdeckt und werden nun bei den anderen Formen

der Prikonditionierung nachvollzogen. Daher wird im Folgenden zunidchst die



ischdmische Prékonditionierung erldutert, um danach die Parallelen zur

pharmakologischen Prikonditionierung zu ziehen.

Jede Priakonditionierung braucht einen entsprechenden Trigger. Im Falle der
ischdmischen Prédkonditionierung ist dies eine kurze, sublethale Okklusion eines der
Herzkranzgefifle. Die daraufhin folgende Schutzwirkung teilt sich in zwei Phasen: Die
frithe und die spite Phase der Protektion. Die friithe Phase beginnt wenige Minuten nach
dem entsprechenden Trigger, verschwindet aber nach zwei bis drei Stunden wieder.
Nach zwolf bis 24 Stunden tritt die zweite Phase der Protektion auf, die circa 72
Stunden anhélt. Zwischen diesen beiden Phasen ist das Herz ebenso anfillig fiir die
Folgen einer Ischimie wie ohne eine Prikonditionierung *'. Mit Ausnahme des Triggers
und der Effektoren (s.u.) sind die Mechanismen, die beiden Phasen der Protektion zu
Grunde liegen, vollig verschieden. Da in der vorliegenden Arbeit die frithe Phase der

Prakonditionierung untersucht wurde, wird hauptsédchlich auf diese eingegangen.

Der prikonditionierende Trigger fiihrt zu einer Ausschiittung einer Vielzahl von
Mediatoren, u.a. Adenosin, Angiotensin, Purine, Endotheline, Opioide, Bradykinin,
Katecholamine oder Acetylcholin. Diese leiten das Signal dann iiber verschiedenste,
sarkolemmal lokalisierte Rezeptoren an die Zelle weiter. In den meisten Féllen handelt
es sich dabei um inhibitorische G-Protein gekoppelte Rezeptoren **. Diese Vielfalt und
Variabilitit der Mediatoren und Rezeptoren =zeigt, dass dieser endogene
Schutzmechanismus eine biologisch so eminente Bedeutung hat, dass es viele
Moglichkeiten gibt ihn auszulosen und ebenso viele Alternativen falls ein Signalweg
ausfillt. Dabei bleibt natiirlich zu beachten, dass je nach Spezies und

Prikonditionierungsart spezielle Mediatoren und Rezeptoren die Hauptrolle spielen **.

Intrazelluldr schldgt das Signal vielfiltige Wege ein. Der Wichtigste ist die Aktivierung
der Phospholipasen C und D, die ihrerseits {iber die Bildung von Inositoltrisphosphat
und Diacylglycerat weitere Schliisselenzyme aktivieren. Das Bedeutendste davon ist die
Proteinkinase C. Je nach Spezies und Trigger werden unterschiedliche Isoformen dieses
Enzyms aktiviert, bzw. vom Zytosol in die Membran transloziert, um dann weitere
Enzyme zu phosphorylieren. Unter diesen Enzymen sind die wichtigen ATP-

abhangigen Kaliumkanile (K, p-Kanile), die sich sowohl sarkolemmal als auch in der
mitochondrialen Membran befinden. Bevor auf die Funktion der K, p-Kanile

eingegangen wird sei erwédhnt, dass es neben dem oben beschriebenen Weg noch viele

weitere gibt, um die PKC oder auch die K, p-Kanile zu aktivieren. Aus Griinden der



Ubersicht kann in diesem Rahmen nicht darauf eingegangen werden, einen Uberblick

gibt Abbildung 2.
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Abbildung 2:  Gezeigt werden Mediatoren und mdégliche Effektoren der ischdmischen
Préikonditionierung. Man kann erkennen, dass es viele parallele Reaktionswege gibt, um die K rp-
Kandle zu aktivieren. PLC = Phospholipase C ; PIP2 = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat ; NOS
= NO-Synthase ; DAG = Diacylglycerin ; IP3 = Inositoltrisphosphat ; PKC = Proteinkinase C ; SR
= Sarkoplasmatisches Retikulum ; Ca = Calcium-Kanal ; K = Kalium-Kanal

Abbildung modifiziert nach Zaugg et al. **.

Wie wichtig die K, rp-Kanile fiir die Prikonditionierung sind lésst sich dadurch zeigen,
dass pharmakologische K ATP-Kanal-Offner eine Prakonditionierung hervorrufen, sowie
K ,pp-Kanal-Blocker diese verhindern kénnen *_ Dabei scheinen die mitochondrialen
K, rp-Kanile gegeniiber den sarkolemmalen die groBere Rolle fiir die ischédmische
Prikonditionierung zu spielen *°.

Unter physiologischen Konditionen sind diese Kanéle im Herzen nicht gedftnet, da sie
durch ATP allosterisch inhibiert werden. Kommt es allerdings zur Ischimie nimmt der
ATP-Gehalt ab und im Gegenzug die ADP-Konzentration zu. Daraus resultiert eine
Offnung der Kanile. Bei der Frage nach den Protektionsmechanismen muss zunichst
zwischen den Wirkungen der sarkolemmalen und den mitochondrialen Katp-Kanélen

unterschieden werden.



Die Offnung der sarkolemmalen K, rp-Kanile fiihrt zu einer Hyperpolarisation der

Zellmembran. Dies wiederum hat eine verkiirzte Aktionspotentialdauer und damit
verminderten Ca?*-Influx zur Folge. Wie in Kapitel 1.2 erwihnt, ist die erhdhte
Calcium-Konzentration wéhrend der Ischidmie ein Hauptgrund fiir die enormen

Zellschiden, welche durch die Offnung der sarkolemmalen Kanile verringert wird.
Uber die Effekte der mitochondrialen K Arp-Kanile gibt es verschiedene Theorien, von

denen sich bisher keine hat durchsetzen konnen. Allerdings schlieBen sie sich
gegenseitig auch nicht aus, sodass eine kombinierte Theorie aus allen drei Ansétzen der

Realitiit wahrscheinlich am Nichsten kommt *+*7.

1. Marban et al. haben gezeigt, dass eine Offnung der mitochondrialen K 1p-

Kandle zu einer geringen Depolarisation der inneren Mitochondrienmembran
fiihrt. Aufgrund der nicht-linearen Abhédngigkeit des Calcium-Einstroms von
diesem Membranpotential hat die Anderung aber einen stark mindernden
Einfluss auf die Ca?*-Akkumulation wihrend der Ischimie **.

2. Garlid et al. haben die Theorie aufgestellt, dass die Offnung der K Arp-Kanile

die ischidmieinduzierte Schwellung des Intermembranraumes (s. Kapitel 1.2)
verringert und so die Zelle schiitzt *~°.

3. Die dritte Erklirung stiitzt sich auf die Beobachtung, dass das Offnen der K ATP"

Kanile eine vermehrte ROS-Produktion zur Folge hat. Diese Radikale
induzieren nun die Freisetzung weitere Mediatoren (NF-kB, Hypoxia-inducible
factor, Proteinkinasen und -phosphatasen u.v.m.), die zur Protektion fiihren, vgl.
Pain ef al.®'. In diesem Modell stellen die Kaliumkanile keine Effektoren,
sondern nur einen weiteren Trigger dar. Marinovic et al. vermuten, dass durch
die ROS-Freisetzung zytosolische Mediatoren, wie z.B. die Protein Kinase C,
aktiviert werden, die wiederum in das Sarkolemm translozieren und dort i{iber

eine Phosphorylierung der sarkolemmalen K, ,-Kanile diese sensibilisieren

bzw. aktivieren 2.

Da die K, p-Kanile eine so zentrale Rolle im Signalweg der Prikonditionierung

spielen, beschéftigen sich viele verschiedene Arbeitsgruppen mit diesem Thema. Dabei
finden sich zum Teil kontroverse Ergebnisse und Interpretationen. Einen guten

Uberblick findet man im Review-Paper von Weber et al. *°.



Durch eine Reihe von Beobachtungen, die vor allem im Bereich der pharmakologischen
Priakonditionierung gemacht wurden, gibt es neben der hier vorgestellten Theorie eine
alternative Theorie, die ohne Miteinbeziehung der Kalium-Kanile argumentiert. Dabei
fungiert eine partielle Inhibition der Atmungskette bzw. des Zitratzyklus als Endeffektor
der Prékonditionierung. Da ein Teil der im Rahmen dieser Arbeit gefundenen
Ergebnisse diese Theorie unterstiitzt, wird diese ausfiihrlicher im Diskussionsteil

vorgestellt (vergleiche Kapitel 4.1, Seite 54).

1.3.2.2 Pharmakologische Prdkonditionierung
Fiir viele der heute géngigen volatilen Anésthetika, sowie fiir einige Opioide wurde

mittlerweile eine priakonditionierende Wirkung nachgewiesen. Darunter fallen u.a.
Isofluran, Enfluran, Halothan, Sevofluran und Desfluran ***. Sie ersetzen dabei die
sublethalen, ischdmischen Perioden als Trigger und initiieren iiber verschiedene

Rezeptoren und Mechanismen intrazellulidre Signalkaskaden.

Dabei finden sich, im Groflen und Ganzen, die Abldufe der ischdmischen
Prikonditionierung wieder. Allerdings scheinen bei der pharmakologischen

Pridkonditionierung die sarkolemmalen K, p-Kanidle eine bedeutendere, den

59,60

mitochondrialen gleichzustellende Bedeutung zu haben *". Doch auch hierbei kommt

es, mehr denn je, auf Spezies, verwendetes Anisthetikum und den Versuchsaufbau an.

Da eine ausfiihrliche Besprechung aller Rezeptoren und Trigger den Rahmen dieser
Einleitung {iibersteigen wiirde, sei auf den Review-Artikel von Siracusano et al.
verwiesen . Die fiir das Verstindnis der vorliegenden Arbeit wichtigen Mechanismen

der Desfluran-getriggerten Priakonditionierung folgen im néchsten Abschnitt.

1.3.3 Desfluran als priakonditionierendes Aniasthetikum
Bei Desfluran handelt es sich um einen fluorierten Methylethylédther. Klinisch zeichnet

es sich durch einen niedrigen Blut-Gas-, sowie einen niedrigen OI-Blut-
Verteilungskoeffizienten aus, das heil3t es findet eine schnelle Narkoseeinleitung, sowie
ein rasches Erwachen nach Beendigung der Narkose statt. Es ist ein weit verbreitetes

Standardanésthetikum.

2000 konnten Toller et al. an Hunden nachweisen, dass Desfluran einen
kardioprotektiven Effekt im Sinne einer Prikonditionierung besitzt °*. 2004 wurde diese

Erkenntnis durch Toma ef al. auch bei Ratten nachgewiesen (s. Abbildung 3) ®.
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In einer vergleichenden Studie zwischen Halothan, Sevofluran, Isofluran und Desfluran

war letzteres das potenteste in Bezug auf die Infarktlimitierung ©.

= 80 - Abbildung 3: Infarktgrofien mit (DES-PC) bzw. ohne (Kontrolle)
2 Desfluran-Prikonditionierung. Toma et al. konnten eine
© signifikante Infarktminderung nach der Desfluran-Behandlung
g 60+ | nachweisen (Abbildung modifiziert nach Toma et al. ).
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Warltier et al. und Meissner et al. konnten zeigen, dass Desfluran aulerdem das so

genannte ‘myokardiale Stunning’ vermindert °"*.

Welcher Signalweg der Kardioprotektion durch Desfluran zu Grunde liegt konnte
allerdings noch nicht geklart werden. Zwar wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen
einzelne Proteine auf ihre Beteiligung an der Desfluran-Priakonditionierung getestet (s.
Tabelle 1) aber ein Gesamtiiberblick fehlt noch. AuBlerdem kann nicht ausgeschlossen
werden, dass weitere, bisher in der Prikonditionierung unbekannte Proteine eine Rolle

spielen.

Tabelle 1: Aufgefiihrt sind verschiedene, bereits untersuchte Aspekte der Desfluran-Prikonditionierung

Desfluran-Prikonditionierung Referenz

Aktivierung mitochondrialer K'-ATP-Kanile, Adenosin-

: H ., 2000 %
Al-Rezeptoren, sowie a- und -Rezeptoren anouz ef al., 2000

Verringerung der Calcium-induzierten Auslosung der Piriou ef al., 2004 %

MPT
Aktivierung der PKC-¢ und ERK1&2 Toma et al., 2004
Beteiligung von NO in der Signalvermittlung Tsai et al., 2004 ¢’

Inhibierung der Expression von ICAM-1, VCAM-1 und

. 68
E-Selectin Biao et al., 2005
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Beteiligung des B1- und B2-adrenergen Signalweges in Lange et al.,
der Signalvermittlung 2006/2009 7

Beteiligung ROS-basierter ~Mechanismen in  der
Signalvermittlung beim Menschen

Hanouz et al., 2007 !

Aktivierung mitochondrialer ‘large-conductance K(Ca)-

7
channels’ via Proteinkinase A Redel et al., 2008

Signalvermittlung u.a. durch Calcium/Calmodulin-

73
abhéngige Protein Kinase II Lange et al., 2008

Aktivierung des peroxisome-proliferator-activated

74
receptor Y (PPARY) in der Signalvermittlung Lotzetal., 2011

Regulation der Aromatase-Expression und —Aktivitat Jazbutyte et al., 20127
endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)

vermittelt die  frihe  Phase der  Desfluran- Redel et al., 76
Prikonditionierung

Aktivierung von NF-kB in der Signalvermittlung Yietal,”

1.3.4 Klinische Anwendung pharmakologischer Prikonditionierung
Die Umsetzung der experimentell gewonnen Daten auf die Klinik gestaltete sich lange

Zeit schwierig. Die im Tierversuch klar kardioprotektiven Wirkungen der
Prakonditionierung zeigten im klinischen Setting eine grofle Divergenz beziiglich des
Outcomes. Erklidrungsansitze fiir die schwierige Ubertragbarkeit der Ergebnisse vom
experimentellen in den klinischen Sektor gibt es einige. Einer der Hauptaspekte ist die
Verwendung verschiedener Prékonditionierungs- bzw. Anisthesieprotokolle vor und
wihrend Operationen. Die Arbeitsgruppe um Bolli et al. diskutiert speziell diese

Problematik der Ubertragung in einem eigenen Artikel ™.

SchlieBlich gelang es de Hert et al. 2002 in einer Studie an zwanzig Patienten zu zeigen,
dass mit Sevofluran andsthesierte Patienten bessere Outcome-Variablen, bezogen auf
die Herzleistung, zeigten also solche, die mit dem intravends zu verabreichenden
Propofol behandelt wurden”’. Eine Vielzahl weiterer Studien, darunter groBe
randomisierte Multicenter-Studien, konnten die protektive Wirkung der volatilen

Anisthetika  bestétigen 80-84.

In weitergehenden Studien wurde anschlieBend
nachgewiesen, dass mit den besseren Herzleistungen auch eine Verbesserung klinischer
Parameter, wie zum Beispiel die Verweildauer des Patienten auf der Intensivstation oder

der Verbrauch inotropiesteigernder Medikamente, einhergeht .
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In einer Metaanalyse, die sich mit dem Vergleich von Sevofluran und Desfluran zu
intravendsen Anésthetika beschéiftigt, konnten die oben aufgefiihrten herzprotektiven

Eigenschaften der volatilen Anisthetika ein weiteres Mal bestitigt werden ™.

Der Nachweis der Beeinflussung weiterer klinischer Parameter, wie beispielsweise der
Gesamtmortalitit oder der Inzidenz des Myokardinfarkts, ist bisher nicht gelungen.
Aufgrund dessen hat sich gerade in den letzten Jahren eine intensive, kontrovers
gefilhrte  Debatte 1iiber die Sinnhaftigkeit des klinischen Einsatzes der

¥91 Einig sind sich die Autoren

pharmakologischen Prikonditionierung entwickelt
dariiber, dass grofl angelegte, prospektive Multicenterstudien nétig sind, um klare

wissenschaftliche Evidenz zu schaffen.

In den aktuellen Richtlinien der American Heart Association und dem American
College of Cardiology (,,ACC/AHA 2007 Guidelines on Perioperative Cardiovascular
Evaluation and Care for Noncardiac Surgery*) wird die Verwendung volatiler

Anisthetika fiir kardiale Risikopatienten ausdriicklich empfohlen *%.

1.4 Fragestellungen dieser Dissertation

Da es noch viele offene Fragen bezogen auf den Signalweg der Desfluran-

Prakonditionierung gibt, waren die Ziele meiner vorliegenden Arbeit:

1. Bisherige Studien zur Aufkldarung des Signaltransduktionswegs der Desfluran-
induzierten Pridkonditionierung untersuchten jeweils gezielt einzelne Proteine
bzw. Proteingruppen auf deren Beteiligung. Die untersuchten Proteine waren
hiufig bereits im Vorfeld als Mediatoren bzw. Effektoren anderer
pharmakologisch oder ischdmisch induzierten Prdkonditionierungs-Vorginge
bekannt. Daraus abgeleitet ergab sich die Frage der vorliegenden Arbeit: Welche
weiteren, moglicherweise bisher nicht mit der Prékonditionierung in Verbindung
gebrachten Proteine, sind in den Signaltransduktionsweg der Desfluran-
induzierten Prikonditionierung involviert?

Diese Fragestellung sollte mit Hilfe eines offenen, explorativen in-vivo
Versuchsansatzes beantwortet werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Proteine der zytosolischen Fraktion mit einem isoelektrischen Punkt im pH-

Bereich 4-7 analysiert.
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2. Aus den Studiendesigns vorangegangener Studien ldsst sich die Hypothese
ableiten, dass es sowohl zeit- als auch dosisabhédngige Effekte im Rahmen der
pharmakologischen Prikonditionierung gibt. Bisher wurde dies nicht explizit
untersucht. Es ist zum Beispiel nicht klar, wie viele Zyklen der Desfluran-
Administration zu einer optimalen Prikonditionierung fiihren. Es ist nicht klar,
ob sich direkt mit Anfluten des Anésthetikums Effekte auf Proteinebene zeigen,
oder ob diese erst nach dem Auswaschen des Pharmakons entstehen. Mit dem in
dieser Arbeit verwendeten Studiendesign und dem Vergleich der verschiedenen
Behandlungszeitpunkte sollte die Frage beantwortet werden: Gibt es zeit-
und/oder dosisabhédngige Effekte der Desfluran-induzierten Prikonditionierung
auf Ebene des Proteoms?

3. Bei der fiir diesen Versuchsansatz derzeit einzig verfiigbaren Methode, der 2D-
PAGE, zeigen sich methodologische Probleme, vor allem beziiglich der
Genauigkeit und Reproduzierbarkeit. Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Frage
nachgegangen werden: Inwieweit lassen sich, durch Individualisierung und
Anpassung der Prozessschritte auf die zu untersuchende Proteinfraktion, diese

methodologischen Schwierigkeiten minimieren?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Prikonditionierung

Die in Kapitel 2.1 und 2.2 beschriebenen Tierversuche, sowie die Probengewinnung
wurden von Toma et al. durchgefiihrt. Weitere Details dazu konnen im Paper von

Toma et al ® nachgelesen werden.

Die Tierversuche, durchgefiihrt nach dem deutschen Tierschutzgesetz, wurden durch die
Bezirksregierung Diisseldorf, unter der Projektnummer G18/04 und dem Aktenzeichen

50.05-230-18/04, genehmigt.

Es wurden ménnliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht zwischen 250 und 300 g
verwendet. Sie wurden zunichst durch intraperitoneal verabreichtes S(+)-Ketamin
(150 mg/kg) anéasthesiert und fiir 30 Minuten nicht weiter behandelt, ehe das
Prakonditionierungsprotokoll gestartet wurde. Wahrend der Prikonditionierung wurde

die Anésthesie durch a-Chloralose-Infusion aufrechterhalten.

Die Prikonditionierung wurde durch Gabe von 2 x 5 Minuten Desfluran der Firma
Baxter Deutschland GmbH (Unterschleissheim, Deutschland), mit einer Konzentration
von 1 MAC (= minimale alveoldre Konzentration) durchgefiihrt (s. Abbildung 4). Die
Prakonditionierungs-Phasen wurden von jeweils einer zehnminiitigen Auswaschphase
unterbrochen. Am Ende der jeweiligen Phasen wurden, zu den Zeitpunkten Des 1, Des 2
sowie Wasch 1 und Wasch 2, die Herzen entnommen. Die beiden Kontrollgruppen

(Kontrolle 0 und Kontrolle 40) wurden anisthesiert, erhielten aber keine Desfluran-

Behandlung.
KontLrolle Kontrolle 40
Kontrolle 40°
Des1 Wasch1 Des2 Wasch2
{ i { !
DES-PC 10‘ . 10‘ . 10‘

[ Desfluran

Abbildung 4: Desfluran-Prdikonditionierungsprotokoll. Mit Pfeilen markiert sind die Zeitpunkte der
Herzentnahmen. Prdikonditioniert wurde durch eine zweimalige, jeweils fiinfminiitige Desflurangabe,
unterbrochen von einer jeweils zehnminiitigen Auswaschphase.
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Die verwendeten Ratten wurden randomisiert in insgesamt sechs Gruppen zu je drei
(Gruppen Kontrolle 40 und Wasch 2) bzw. vier (Gruppen Kontrolle, Des 1, Des 2 und

Wasch 1) Versuchstieren eingeteilt.

2.2 Vorbereitung der Proben

2.2.1 Proteinfraktionierung

Zur Homogenisierung des Gewebes wurden die tiefgefrorenen Herzen in einem
Stickstoff-gekiihlten Metall-Potter mit einem Hammer pulverisiert. Die Proben wurden
in eiskaltem Lysepuffer (Rezept s. Tabelle 2) aufgenommen und auf Eis zweimal fiir
jeweils zehn Sekunden homogenisiert. Danach wurde die Probe bei 4°C und 1.000 g fiir
10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt, um fiir
15 Minuten bei 4°C und 16.000 g zentrifugiert zu werden. Der so gewonnene Uberstand
stellte die zytosolische Fraktion dar.

Das aus dem ersten Zentrifugationsschritt gewonnene Pellet wurde mit 500 pl
Tritonpuffer (Triton-X-100 gemischt mit Lysepuffer im Verhiltnis 1:99) vermischt und
fiir 60 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (4°C,
16.000 g, 15 Minuten), der entstandene Uberstand stellte die detergenzldsliche Fraktion
dar.

Das restliche Proteinpellet enthielt die unlosliche Kernfraktion. Alle Proben wurden bei

-80°C gelagert.

Tabelle 2: Zusammensetzung des Lysepuffers

Reagenz Menge
Tris Base (Sigma 7-9) 5SmM
Natriumfluorid 50 mM
Naz VO, 2 mM
Ethylendiamintetraessigsdure 2 mM
Aprotinin 2 pg/ml
Leupeptin 2 pg/ml
Pepstatin 2 pg/ml
DTT 0,77 mg/ml
Okadainsiure 10 mM
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2.2.2 Proteinbestimmung nach Lowry
Die Proteinkonzentration der Proben wurde mit der Methode nach Lowry % ermittelt.

Dies erfolgt iiber drei nacheinander folgende chemische Reaktionen:

1. Anlagerung von Cu*"-Ionen an Peptidbindungen in alkalischem Milieu
2. Reduktion des Cu*" zu Cu'"
3. Reduktion des zugegebenen Folin-Ciocalteu Reagenz zu Molybdédnblau (durch

die Cu'"-Ionen), welches photometrisch bei 750, 650 oder 540 nm zu messen ist.

Die in dieser Arbeit verwendeten Proben wurden zundchst 1:100 verdiinnt. 500 pl der
verdlinnten Probe wurden 500 ul Lowry-Reagenz (s. Tabelle 3) zugegeben, dieser
Ansatz anschliefend 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde das, 1:1
mit Aqua dest. verdiinnte, Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz zugegeben und erneut 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe photometrisch
bei 740 nm gemessen und mit einem BSA-Standard verglichen. Alle Proben wurden in

Doppelbestimmung gemessen.

Tabelle 3: Rezepte zur Herstellung des Lowry-Reagenz

Reagenz A Reagenz B Reagenz C
Reagenz Menge Reagenz Menge Reagenz Menge
Na,COs 10g KNa-Tartat 2g CuSOq4 lg
0,1 M NaOH | 500 ml Aqua dest. ad 100 ml Aqua dest. ad 100 ml

Lowry-Reagenz

Reagenz Menge

Reagenz A 20 ml
Reagenz B 200 pl
Reagenz C 200 pl

2.2.3 Proteinfillung

Ziel der Prizipitation war es, die Proteine, frei von stérenden Substanzen wie Lipiden
oder Salzen, aus den lysierten Proben zu gewinnen. Die fraktionierten Proteine wurden
dabei in Pellets zu je 500 pg gefillt. Abhdngig von der Proteinkonzentration im Lysat
musste eine entsprechende Menge genommen und mit Lysepuffer (s. Tabelle 2) auf
200 pl aufgefiillt werden. AnschlieBend wurden 1,6 ml eiskaltes Aceton (80%) und
200 ul TCA zugegeben und dieser Ansatz iiber Nacht bei -20°C inkubiert. Am néchsten
Tag wurde der Ansatz bei 16.000g und 4°C fiir 45 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
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abgenommen, das resultierende Pellet mit 2 ml Aceton gewaschen und fiir 45 Minuten
bei -20°C inkubiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Zum Schluss wurde
das Pellet fir 20 Minuten an der Vakuumzentrifuge vollstindig getrocknet und

gegebenenfalls bei -80°C gelagert.

2.3 2D-Gelelektrophorese

Die 2D-Gelektrophorese ist eine hochauflosende Trenntechnik zur Analyse von
Proteinen. Dies geschieht nach zwei Kriterien: In der ersten Dimension werden die
Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt (pI) getrennt, in der zweiten Dimension nach

threm Molekulargewicht (My).

2.3.1 Die erste Dimension: isoelektrische Fokussierung

2.3.1.1 Theoretische Grundlagen der isoelektrischen Fokussierung
Jedes Protein besitzt einen spezifischen pl. Stimmt dieser mit dem pH des Mediums

iiberein in welchem sich das Protein befindet, so besitzt das Protein keine Nettoladung
und ist nach auBlen hin neutral. Andernfalls hat das Protein eine nach auflen positive
oder negative Ladung, je nachdem ob der pH ins Anionische oder Kationische vom pl

abweicht. Diese Tatsache wird bei der isoelektrischen Fokussierung ausgenutzt.

Zundchst werden die Proteine in eine Gelmatrix aufgenommen, die einen
immobilisierten pH-Gradienten aufweist. An die Gelmatrix wird dann eine Spannung
angelegt, die auf die geladenen Proteine als elektromotorische Kraft wirkt. Die Proteine
wandern nun, entsprechend ihrer aktuellen Ladung, so lange Richtung Anode bzw.
Kathode, bis sie an dem Punkt angelangen, an dem der pH ihrem pl gleicht. Dort
verweilen sie, weil ohne Nettoladung keine elektromotorische Kraft mehr auf sie

einwirkt.

Einen weitergehenden Uberblick iiber die Technik der isoelektrischen Fokussierung

geben Gorg et al. in ihrem Review-Artikel .

2.3.1.2 Probenvorbereitung fiir die isoelektrische Fokussierung
Die tiefgefrorenen Protein-Pellets zu je 500 pg wurden auf Eis aufgetaut und in 250 pl

Rehydratationspuffer aufgenommen. Um die Ergebnisse zu optimieren wurden
verschiedene Rehydratationspuffer ausgetestet (s. Tabelle 4). Diesem Ansatz wurde
2% v/v IPG-Puffer der Firma GE Healthcare fiir den pH-Bereich 4-7 hinzugefiigt. Es

folgte eine 45 miniitige Inkubationsphase auf dem Schiittler. Anschliefend wurden die
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Proben in zwei Ansdtze a 125 ul aufgeteilt, d.h. jeder Ansatz enthielt 250 pug Protein.
Uber Nacht wurde dann auf diese Probenldsung die Gelmatrix des IPG-Strips (s.u.)
gebettet, damit die Proteine osmotisch in die Gelmatrix aufgenommen wurden (in-Gel-
Rehydratation; verwendet wurde das Immobiline TrayStrip Reswelling Tray von GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Schweden). Zur Vermeidung -einer
Austrocknung wurde der Ansatz mit 2,5 ml Mineralol gegeniiber der Umgebung

abgedichtet.

Tabelle 4: Zusammensetzungen der verschiedenen Puffervarianten. Angaben zu den Inhalten der hier
erwdhnten Stocklosungen finden sich in Tabelle 5

Variante [Pufferzusammensetzung
1 TU-ASB-Stocklsg. +2,5% w/v DTT
2 TU-ASB-Stocklsg. + 2,5% w/v DTT + 5% v/v Glycerol + 10% v/v Isopropanol
3 TU-ASB-Stocklsg. + 1,5% w/v HED
4 TU-ASB-Stocklsg. + 1,5% w/v HED + 5% v/v Glycerol + 10% v/v Isopropanol
5 TU-Stocklsg. +2,5% w/v DTT
6 TU-Stocklsg. +2,5% w/v DTT + 5% v/v Glycerol + 10% v/v Isopropanol
7 TU-Stocklsg. + 1,5% w/v HED
8 TU-Stocklsg. + 1,5% w/v HED + 5% v/v Glycerol + 10% v/v Isopropanol
9 U-Stocklsg. +2,5% w/v DTT
10 |U-Stocklsg. +2,5% w/v DTT + 5% v/v Glycerol + 10% v/v Isopropanol
11 |U-Stocklsg. +1,5% w/v HED
12 |U-Stocklsg. + 1,5% w/v HED + 5% v/v Glycerol + 10% v/v Isopropanol

Tabelle 5: Zusammensetzungen der verwendeten wdssrigen Stocklosungen

TU-ASB-Stocklosuny TU-Stocklosung U-Stocklosung
Urea ™™ ™ &M
Thiourea 2M 2M -
CHAPS 2% wiv 4% w/v 2% wiv
ASB-14 2% wiv - -
Bromphenolblau | 1 Spatelspitze 1 Spatelspitze 1 Spatelspitze

2.3.1.3 Isoelektrische Fokussierung der Prikonditionierungsproben
In dieser Arbeit wurden 7 cm bzw. 13 cm lange Immobiline DryStrips der Firma GE

Healthcare Bio-Sciences AB (Uppsala, Schweden) mit einem pH-Bereich von 4-7,
sowie 7 cm lange ReadyStrip IPG Strips der Firma Biorad mit einem pH von 4,7-5,9
bzw. pH 5,5-6,7 verwendet. Um die Spannung (Protokoll s. Tabelle 6) an die Gelmatrix
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anzulegen wurde eine Ettan IPGphor 3 der Firma GE Healthcare benutzt. Im Idealfall
wurde eine Gesamt-Voltstundenanzahl von 6800 Vh erreicht. Da die IPGphor aber, um
die Proben vor Uberhitzung zu schiitzen, keine Stromstirke von iiber 50 mA / Strip
zuldsst, kann die reell erreichte Voltstundenzahl geringgradig von diesem Wert

abweichen, ohne dass dies Auswirkungen auf die Qualitdt der Fokussierung hat.

Tabelle 6: Verwendete Protokolle zur isoelektrischen Fokussierung (in Anlehnung an das User manual).
Die vierte Spalte gibt an, wie die Spannung von einem zum ndchsten Fokussierungsschritt gesteigert
wurde. Step = direkt auf die angegebene Spannung ; Grad = Steigerung der Spannung gleichmdpfig iiber
die Dauer des jeweiligen Schritts

Protokoll fiir pH 4-7 Protokoll fiir pH 4,7-5,9

angelegte Dauer angelegte Dauer
Schritt | Spannung in Schritt | Spannung | in

in Volt min in Volt min
1 300 60 Step 1. 300 75 Step
2. 300-1000 30 Grad | 2. 300-4000 60 Grad
3. 1000-2400 90 Grad | 3. 4000 180 Step
4 2400 60 Step

Protokoll fiir pH 5,5-6,7

1. 250 60 Step
2. 250-4000 60 Grad
3. 4000 450 Step

2.3.2 Die zweite Dimension: SDS-PAGE

2.3.2.1 Theoretische Grundlagen der SDS-PAGE
SDS-PAGE steht fiir sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis und

dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht.

Dabei dient das Sodium Dodecylsulfat dazu, die Proteine zu denaturieren, indem es
nicht-kovalente Bindungen auflost. AuBerdem bindet es sich an die Proteine und
iiberlagert dadurch deren Eigenladung, d.h. alle Proteine haben eine nach aullen gleiche
Ladung. Die Proteine werden auf ein SDS-Gel aufgetragen, das man sich wie ein
dreidimensionales Maschennetzwerk vorstellen kann. Die Proteine werden dann, mit
Hilfe einer angelegten Spannung die als elektromotorische Kraft wirkt, gezwungen, sich
durch dieses Maschennetzwerk hindurch zu bewegen. Dies konnen die Proteine umso
schlechter, und damit langsamer, je groBer sie sind. Wenn die SDS-PAGE nach einer

entsprechenden Zeit gestoppt wird, haben kleinere Proteine eine weitere Strecke
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zuriickgelegt als groBBere. Somit hat man eine Auftrennung nach dem Molekulargewicht

geschaffen.

2.3.2.2 Probenvorbereitung fiir die SDS-PAGE
Vor dem Lauf in der zweiten Dimension der 2D-Gelelektrophorese mussten die Proben

zundchst mit SDS equilibriert werden. Dabei wurden sie zusidtzlich mit DTT und
Iodacetamid (IAA) behandelt. DTT dient dazu, Disulfidbriicken zu reduzieren und
somit die Tertidrstruktur der Proteine zu destabilisieren. IAA wird zur Alkylierung der

freien SH-Gruppen verwendet und verhindert so die erneute Disulfidbriickenbildung.

Die IPG-Strips wurden zunichst fiir 15 Minuten mit Equilibrierungspuffer (s. Tabelle 7)
+ 1% w/v DTT und anschlieBend fiir ebenfalls 15 Minuten mit Equilibrierungspuffer +
2,5% w/v 1AA auf einer Schiittelplatte inkubiert. Unmittelbar vor der SDS-PAGE
wurden die Strips in SDS-Laufpuffer (s. Tabelle 10) getaucht.

Tabelle 7: Rezept fiir den verwendeten Equilibrierungspuffer

Reagenz Menge

Tris/HCI Puffer 8,8 (s. Tabelle 8) | 75 mM

SDS 2% wiv
Harnstoff 6 M

Glycerol 30% v/v
Bromphenolblau Eine Spatelspitze
Milli Q Wasser Ad 200 ml

Tabelle 8: Rezept fiir den verwendeten Tris/HCI Puffer mit pH 8,8

Reagenz Menge

1,5 M Tris 7-9 181,5¢g

HCI bis pH auf 8,8 eingestellt
Milli Q Wasser ad 1000 ml

2.3.2.3 SDS-PAGE der Prikonditionierungsproben
In dieser Arbeit wurden 11%ige SDS-Gele (Angaben zur Herstellung s. Tabelle 9), eine

Gelapparatur der Firma peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen), 10x10 cm grof3e
Glasplatten und 0,8 mm dicke Spacer verwendet. Die angelegte Spannung betrug fiir die
ersten 10 Minuten 100 Volt, gefolgt von 120 Volt bis zur Beendigung der SDS-PAGE.
Die Spannung wurde mit einem Electrophoresis Power Supply EPS 301 der Firma

Amersham Pharmacia Biotech erzeugt. Der mitlaufende Molekulargewichts-Standard
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war der Dual Color Precision Plus Protein Standards der Firma Biorad. Die gesamte

SDS-PAGE fand in SDS-Laufpuffer statt, Rezept s. Tabelle 10.

Tabelle 9: Angaben zur Herstellung eines 11%igen SDS-Gels

Losungen Volumen in pl
Polyacrylamid (30%) 2700
MilliQ-Wasser 2830

Tris/HCI (1,5 M; pH 8,8) 1875

SDS (10%) 75

Temed 7.5

APS (10%) 37,5

Tabelle 10: Rezept fiir den SDS-Laufpuffer

Reagenz Menge

1,5 M Tris Base (Sigma 7-9) | 30 g
Glycin 144 g

SDS 10g
MilliQ-Wasser Ad 1000 ml

2.4 Coomassie-Firbung

Zur Visualisierung der Proteine in den SDS-Gelen, die das Weiterverarbeiten und
Analysieren der Proben erlaubt, wurde eine, nach Kang et al. 93 modifizierte, kolloidale
Coommassie-Farbung verwendet. Durch die Modifikation wird etwa die Sensitivitit

einer Silber-Farbung, mit einer Nachweisgrenze von ca. 10 ng Protein, erreicht.

Vor der Farbung wurden die SDS-Gele zunidchst dreimal 5 Minuten mit MilliQ-Wasser
gewaschen, ehe sie iiber Nacht in der Coommassie-Farbelosung (s. Tabelle 11)
inkubiert wurden. Dann wurden sie erneut mit MilliQ-Wasser gewaschen und fiir 4
Tabelle
Hintergrundfiarbung zu minimieren. AnschlieBend folgte iiber Nacht ein weiterer

Waschschritt in MilliQ-Wasser.

Stunden in Coomassie-Entfarbelosung (s. 11) geschiittelt, um die
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Tabelle 11: Reagenzien fiir die Coomassie-Losungen

Farbelosung Entfiarbelosung
Reagenz
Coomassie-Brilliant-Blau-G250 0,02% w/v -
Aluminiumsulfat-18-Hydrat 5% wiv -
Ethanol (96%) 10% v/v 10% v/v
Ortho-Phosphosdure (85%) 2% viv 2% viv
MilliQ-Wasser ad 2000 ml ad 2000 ml

2.5 Auswertung der 2D-Gele

Die Gele wurden mit einem Umax Powerlook III Scanner der Firma GE Healthcare
digitalisiert und mit Hilfe einer speziellen Software als Graustufen-Bild abspeichert. Die
Auswertung der Proteinspots erfolgte mit der ImageMaster Software Melanie 6.0 der

Firma GE Healthcare.

Zur Erkennung und Abgrenzung der einzelnen Spots wurde zundchst der
Spotdetektions-Algorithmus der Auswertesoftware verwendet. Dieser Algorithmus
identifiziert die einzelnen Spots und verkniipft die jeweils gleichen Spots in den
unterschiedlichen Gelen (Matching). Das Ergebnis wurde dann von Hand kontrolliert
und ggf. korrigiert, da, vor allem bei sich {iberlagernden Spots, Fehler auftreten

konnten.

Das néchste Ziel war nun, die einzelnen Behandlungszeitpunkte auf Unterschiede in
threm Spotmuster zu untersuchen. Da es dazu keine festgelegten Regeln gibt, ab wann
ein Protein als differentiell exprimiert gilt, mussten in dieser Arbeit entsprechende
Kriterien entwickelt werden. Die entsprechenden Resultate sind im Ergebnis-Teil,

Kapitel 3.2.6 zu finden.

2.6 Tryptischer Verdau

Fiir die Identifizierung der Proteine mittels Massenspektrometrie mussten die Proteine
zuvor enzymatisch verdaut werden. In dieser Arbeit wurde der tryptische Verdau

gewihlt, da er eine Reihe von Vorteilen bietet:

e Trypsin schneidet C-terminal hinter Arginin oder Lysin (es sei denn es folgt ein
Prolin). Arginin und Lysin sind héufig vorkommende (durchschnittlich elf
Schnittstellen / 100 Aminosduren) und gleichméBig iiber das Protein verteilte

Aminosduren. Das heillt es entstehen ausreichend viele, aber nicht zu kleine
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Peptidbruchstiicke aus einem Protein, die sich gut mit Hilfe der
Massenspektrometrie identifizieren lassen.

e Das Schneiden hinter den basischen Aminosduren bedingt, dass jedes der
entstehenden Peptide eine Nettoladung aufweist, was eine wichtige
Voraussetzung fiir die Massenspektrometrie ist (vgl. Kapitel 2.8)

e Trypsin ist ein Enzym, welches iiber einen weiten pH-Bereich arbeitet.

Es wurde das modifizierte Proteomics Grade Trypsin der Firma Sigma verwendet,

welches einen verminderten Eigenverdau aufweist.

Zunichst wurden die Gelspots aus dem Gel ausgestanzt und in ein Eppendorf-Gefal3
(“Lobind*) tiiberfithrt. Zur Entfarbung wurde das Gelstiick einmal 10 Minuten und
dreimal 30 Minuten unter Zusatz von 100 ul 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat-
Puffer / 50% Acetonitril geschiittelt. Der Puffer wurde vorsichtig abpipettiert und die
Gelstiicke ein weiteres Mal fiir 30 Minuten in 100% Acetonitril geschiittelt und an einer
Vakuumzentrifuge getrocknet. Durch das Acetonitril wurde die Probe vollstindig
dehydriert und geschrumpft. Das im Anschluss bei 4°C zugefiigte Trypsin (0,1 pg/ pl
25 mM NH4HCOj; (Puffer)) konnte deshalb von dem Gelstiick aufgesaugt werden. Nach
30 Minuten wurde das tberschiissige Trypsin entfernt und die Probe mit 25 mM

NH4HCO;5-Puffer iiberschichtet. Die Probe wurde dann bei 37°C iber Nacht inkubiert.
Am folgenden Tag wurden die Peptide {iber mehrere Waschschritte aus dem Gel eluiert:

e Als erstes wurde die Probe mit Wasser bedeckt, 5 Minuten geschiittelt, 5
Minuten im Ultraschallbad inkubiert und abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
in einem silikonisierten Eppendorfgefdl gesammelt.

e AnschlieBend wurde die Elutionslosung, (50% Acetonitril, 5% Ameisensiure
und 45% Wasser) hinzugegeben und die Probe 30 Minuten geschiittelt. Der
Uberstand wurde gesammelt und der gesamte Vorgang zweimal wiederholt.

e AbschlieBend wurde 100% Acetonitril zugegeben, 30 Minuten geschiittelt,
abzentrifugiert und der Uberstand mit dem restlichen Eluat vereint.

e Zur Lagerung wurde die Probe an der Vakuumzentrifuge getrocknet und bei -

20°C eingefroren.

Das beispielhafte Ubersichtsspektrum des Proteins des Spots 319 in Abbildung 6
(Seite 29) zeigt, dass der Verdau gut funktioniert hat. Man sieht auf der einen Seite
typische, durch tryptischen Eigenverdau verursachte Peaks (z.B. bei 523,28 m/z), auf
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der anderen Seite deutliche Peaks vom verdauten Probenprotein (z.B. 771,35 m/z und

954,80 m/z).

Bei Spots mit einer geringeren Proteinmenge war weniger Trypsin fiir den gesamten
Verdau notwendig. Da bei iiberschiissigem Trypsin der Eigenverdau zunimmt und die
groflen Trypsin-Signale wéahrend der Massenspektrometrie die Detektion der Peptid-
Signale erschweren, wurde die Trypsinkonzentration bei solchen Proben noch einmal

1:10 mit 25mM NH4HCOs-Puffer auf 0,01pg / ul verdiinnt.

2.7 Entsalzung der Proben

Bevor die Peptide massenspektrometrisch untersucht werden konnten, mussten sie

zunéchst entsalzt werden, da Salze die Analyse storen wiirden.

Die dazu verwendete Technik gleicht einer Reversed-Phase-Chromatographie im
Miniaturmaf3stab und wurde in einer Pipettenspitze, gefiillt mit C,g-Material (“Ziptip*,
Fa. Millipore Cooperation, Bedford, USA), durchgefiihrt. Die Peptide wurden in einer
4% Methanollosung (MeOH) geldst, der 1% Ameisensdure (HCOOH) zugesetzt wurde.
Im nidchsten Schritt musste die C;g-Sdule aktiviert werden. Dazu erfolgte ein
Waschschritt mit einer 100%igen MeOH-Losung, gefolgt von einem Waschschritt mit
einer 60%igen MeOH + 1% HCOOH-Lo6sung. Zur Equilibrierung wurde mit einer
4%igen MeOH + 1% HCOOH-L6sung gewaschen.

Nachfolgend wurden die Peptide durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren an die
Sdule gebunden. Die Sdule wurde dann mehrfach mit der 4%igen MeOH-Losung + 1%
HCOOH-Lo6sung gewaschen, ehe die Peptide mit der 60%igen MeOH-Losung + 1%
HCOOH-L6sung eluiert wurden.

2.8 Protein-Identifikation

Das Massenspektrometer (MS) dient der Auftrennung von Ionen nach ihrem Verhéltnis
von Masse zu Ladung (m/z). Bei bekannter Ladung kann man so die Masse der Ionen

bestimmen.

Grundsitzlich besteht ein MS aus einer lonenquelle, einem Massenanalysator und
einem Detektor. Aus der Ionenquelle treten die ionisierten Proben aus und werden im
Massenanalysator nach ihrem m/z-Verhiltnis aufgetrennt. Der Detektor wandelt die

ankommenden lonen in elektronische Signale, das Massenspektrum, um.
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2.8.1 Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)

2.8.1.1 Die lonisationsquelle
Bei der Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie wird die Probe zundchst in

einem sauren oder basischen Puffer geldst, damit die Analytmolekiile eine Ladung
erhalten und somit ionisiert sind. AnschlieBend wird mit Hilfe eines elektrischen Feldes
die Losung, in der die Proteine vorliegen, in sehr viele kleine Tropfchen zerstaubt. Wie
diese Zerstiubung im Einzelnen geschieht ist bis heute nicht eindeutig verstanden, es
gibt dazu hauptsichlich zwei Theorien (das Charge-Residue-Model von Dole und das
Ion Evaporation Model von Iribarne und Thomson), von denen sich bisher keine
durchsetzen konnte. Beiden Modellen gemeinsam ist aber, dass am Ende winzige
Tropfen entstehen, in denen jeweils nur ein geladener Einzelbestandteil (in dieser Arbeit
ein Peptid-lon) vorliegt.

Die Ionisation findet unter Atmosphédrendruck statt, der nédchste Schritt, die
Massenanalyse, im Hochvakuum (10”7 mbar). In dieses Hochvakuum gelangt der Analyt
iiber eine Interface-Platte. Eine stark vereinfachte Schemazeichnung tiber die Vorgénge

der Elektrospray lonisation zeigt Abbildung 5.

Anode Kathode
— Hochspannung S —

,ﬂ"’fﬁ.ﬂ
— — - Massenanalysator
B — y

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Elektrospray-lonisation. Im Bereich der
Anode wird die Probe appliziert. Im Bereich des Hochspannungsfeldes findet die
lonisation des Analyten statt, ehe er iiber die Interface-Platte in den Massenanalysator
geleitet wird.
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2.8.1.2 Massenanalysatoren
Es gibt viele verschiedene Arten von Massenanalysatoren, darunter den Quadrupol und

den Time-of-flight (TOF)-Analysator.

Ein Quadrupol besteht aus vier parallel angeordneten Metallelektroden, wobei die
jeweils diagonal gegeniiberliegenden die gleiche Polung haben. Zwischen diesen
Metallelektroden wird ein kombiniertes Gleich- und Wechselspannungsfeld induziert,
was dazu fiihrt, dass Ionen mit einem bestimmten m/z-Verhiltnis auf einer
spiralformigen Flugbahn stabilisiert werden. Alle anderen kollidieren mit einer der
Metallelektroden. Somit kann man Ionen mit einem ganz speziellen m/z-Verhiltnis,

bzw. eine Reihe von Ionen innerhalb eines bestimmten m/z-Intervalls auswéhlen.

Der TOF-Analysator ist ein circa ein Meter langes Flugrohr, an dessen Anfang die
Ionen durch ein elektrisches Feld beschleunigt werden. Danach folgt -eine
beschleunigungsfreie Flugstrecke. Da alle Ionen idealerweise die gleiche kinetische
Energie erhalten, hdngt die Geschwindigkeit mit der sie das Flugrohr durchqueren allein

von ihrem m/z-Verhiltnis ab.

Das m/z-Verhiltnis hangt mit der Flugzeit nach folgender Formel zusammen:

miz=(2*e*U/]2)*
e = FElementarladung, | = Ldnge des Flugrohres, t = Flugzeit,
U = angelegte Spannung

2.8.2 Tandem-Hybrid-Massenspektrometer
Das in dieser Arbeit verwendete Massenspektrometer ist ein QStarXL Elektrospray-

Quadrupol-Time-of-flight-Gerét (ESI-Qq-TOF) der Firma Applied Biosystems, welches
als Massenanalysator drei nacheinander geschaltete Quadrupole (QO0, Q1, Q2), gefolgt

von einem TOF-Analysator besitzt.

Die einzelnen Quadrupole haben dabei folgende Aufgabe:

QO0: dient als Hilfsquadrupol, der den Ionenstrahl zunichst biindelt
Q1: selektiert die einzelnen Peptid-lonen nach ihrem m/z-Verhéltnis
Q2: dient als Kollisionszelle.

Die genauen Vorginge, und wie diese zur Identifikation der Aminosduresequenz fiihren,

sind in Abschnitt 2.8.3 beschrieben.
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Hinter den drei Quadrupolen wurden die Peptid-Ionen, bzw. deren Bruchstiicke, in den
orthogonal dazu angeordneten TOF-Analysator geleitet. Dort erfolgte eine erneute

Auftrennung nach ihrem m/z-Verhiltnis.

Die Bedienung des Massenspektrometers erfolgte liber das Programm Analyst der

Firma Applied Biosystems.

In dieser Arbeit wurde ein saurer Puffer verwendet, um die Peptide zu ionisieren. Im
MS wurde somit im ’positive Mode’ gemessen. Saure Puffer stellen H'-lIonen zur
Verfiligung, die sich an basische Aminosédurenseitenketten (zu finden an Arginin, Lysin,
Histidin, sowie N-terminal) anlagern konnen. Jedes durch tryptischen Verdau

entstandene Peptid hat mindestens eine solche Aminoséure.

Um die Proben dem elektrischen Feld zuzufiihren, welches fiir deren Zerstdubung notig
ist, miissen diese in eine metallbedampfte Glaskapillare aufgenommen werden, an
welche eine Spannung angelegt wird. Diese Glaskapillaren wurden von der Firma

Proxeon (Odense, Danemark) bezogen.

2.8.3 Identifizierung der Proteine
Mit der so genannten MS/MS-Technik kann man zuvor unbekannte Proteine

identifizieren. Der erste Schritt besteht in dem Verdau des Proteins (s. Abschnitt 2.6), da

ganze Proteine zu grof} sind, um sie massenspektrometrisch untersuchen zu kdnnen.

Der erste Schritt in der massenspektrometrischen Analyse besteht darin, ein
Ubersichtspektrum zu erstellen, welches einen Uberblick iiber alle in der Probe
vorhandenen Peptiden gibt. Dabei werden die Quadrupole Q1 und Q2 so eingestellt,

dass alle Peptid-Ionen in einem Intervall von m/z = 350-1200 u zum Detektor gelangen.

Da bei dem Ionisationsprozess nicht beeinflusst werden kann wie viele H'-Ionen ein
Peptid aufnimmt, entstechen Analyt-Ionen mit unterschiedlichen Ladungen. Dabei
konnen auch Signale mit unterschiedlichen m/z-Werten von dem gleichen
Ausgangspeptid entstehen. Um die jeweilige Ladung eines zu untersuchenden Ions
herauszufinden, nutzt man die Kenntnisse tiiber die natiirlich vorkommenden
Isotopenverteilungen von Elementen wie Kohlenstoff. Kommt z.B. in einem Peptid an
einer Stelle statt des '’C-Atoms das schwerere '*C-Atom vor, so ist das gesamte Peptid
um eine Massenzahl schwerer. Sind nun beide Peptide jeweils zweifach geladen, so
resultiert ein um 0,5 units unterschiedlicher m/z-Wert. Bei dreifach geladenen Peptiden

unterscheidet sich der Wert um 0,3 units usw. Mit Hilfe dieses Isotopenmusters kann
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man also errechnen, welche Ladung ein bestimmtes Peptid hat, was wichtig fiir den

spéteren Identifikationsprozess ist.

So kann man im Ubersichtsspektrum die Signale der einzelnen Peptid-lIonen erkennen,

vgl. Abbildung 6
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Abbildung 6: Ubersichtsspektrum des Spots 319. Exemplarisch herausvergréfert sind die Peaks
[M~+2H]2+ = 771,35 und [M+3H]3+ = 954,80.

Zur Bestimmung der Aminosiuresequenz werden die Peptid-Ionen zunéchst mit Hilfe
des Quadrupols Q1 selektiert, dass nur die Peptid-Ionen mit einem ganz bestimmten
m/z-Verhiltnis weitergeleitet werden. Danach werden die Peptid-lonen in der
Kollisionszelle Q2 fragmentiert. In der Kollisionszelle ldsst man den Analyt mit einem
inerten Gas, hier Stickstoff, kollidieren, worauf die Ionen in mehrere kleinere
Fragmente zerbrechen. Diese Fragmente werden dann analysiert und lassen nachtraglich

Riickschliisse auf das Ursprungs-Ion (Product Ion) zu.

Bei dem Zusammenstof3 mit den Stickstoffmolekiilen wird Energie libertragen, die zu
Briichen in der Aminosdurekette flihrt. Diese Briiche finden vor allem an den

Peptidbindungen statt. Verweilt nach der Spaltung des Peptids die Ladung am N-
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Terminus spricht man von Ionen der a-, b- oder c-Serie. Ist die Ladung am C-terminalen

Ende lokalisiert so gehdren die lonen zur x-, y- oder z-Serie (Abbildung 7).

HN—C~|—C—|—N—|—C~|—C~|—N—|—C—|—C—|—N-|- G—COOH

Abbildung 7: Nomenklatur der Fragmente, die durch das Zusammenstofien mit inerten
Stickstoffmolekiilen aus den Aminosdureketten entstehen. Nomenklatur nach Biemann
(1988) und Roepstorff (1984).

Wenn nun von dem gleichen Ausgangspeptid ein Peptid-Ion z.B. an der Stelle b; bricht
und ein anderes an der Stelle by, so resultiert daraus ein Massenunterschied, und damit
ein anderer m/z-Wert. Da man die Ladung der Peptid-Ionen kennt, kann man aufgrund
des entstehenden Laufzeitunterschiedes die Massendifferenz der beiden
Peptidbruchstiicke berechnen. Dieser Massenunterschied kann nur durch die fehlende
Aminosdure bedingt sein, womit man das Gewicht selbiger kennt und sie damit
identifizieren kann. Ausnahmen stellen dabei die Differenzierung zwischen Leucin und
Isoleucin (gleiche Masse), bzw. zwischen Glutamin und Lysin (Massenunterschied zu
gering, um sie mit dem zur Verfiigung stehenden Massenspektrometer aufléosen zu

konnen) dar.

Mit Hilfe des Massenunterschiedes von Peptid-lonen der gleichen Bruchserie kann man
die einzelnen Aminosduren bestimmen und erhdlt so im Idealfall die gesamte

Aminosiuresequenz des Peptids.

Uber die Identifikation der einzelnen Peptide kann man dann das urspriingliche Protein
ermitteln. Je langer und damit spezifischer fiir ein bestimmtes Protein die einzelnen
Peptide sind, umso weniger Peptid-Identifikationen sind nétig, um eine sichere

Prognose iiber das Ursprungs-Protein zu stellen.
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In dieser Arbeit erfolgte die Auswertung der MS/MS-Spektren mit Hilfe des Programms
Mascot (Matrixscience.com) und der NCBI-Datenbank (National Center for

Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

In schwierigen Féllen war es nicht moglich, die Proteine iiber den Mascot-Logarithmus
zu bestimmen. Dann wurden die Spektren von Hand (De Novo-Sequenzierung)
ausgewertet und die ermittelte Aminosduresequenz wiederum gegen die NCBI-

Datenbank abgeglichen.

Eine weitere Moglichkeit einen Hinweis auf das Ausgangsprotein zu erhalten ist der
Peptide Mass Fingerprint (PMF). Dabei werden die Massen der Peptid-Ionen, die man
im Ubersichtsspektrum erhilt, mit denen verglichen, die bei einem theoretischen Verdau
des Proteins entstehen. Diese Methode kann aber nicht als Ersatz, sondern nur als

Ergénzung zur MS/MS-Analyse gesehen werden.
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3 ERGEBNISSE

Die zwei Hauptziele dieser Arbeit waren:

I. Unterschiede in den Proteinmustern zwischen den verschiedenen
Behandlungszeitpunkten  der  Desfluran-Priakonditionierung  und  den
Kontrollgruppen zu finden.

2. Die, den Unterschieden zu Grunde liegenden, Proteine zu identifizieren.

Bevor die eigentliche Proteinanalytik begonnen werden konnte, mussten zundchst die

Versuchsbedingungen optimiert werden, um moglichst valide Ergebnisse zu erhalten.

Zur Auftrennung der Proteine wurde die Technik der 2D-PAGE verwendet. Im Jahre
1975 von Klose et al. das erste Mal angewendet °, zeigen sich seitdem Probleme im
Bereich der Genauigkeit und Reproduzierbarkeit. Daher wurde in dieser Arbeit sehr
darauf geachtet, ein angepasstes Studiendesign und optimierte Pufferbedingungen zu

verwenden, um eben diese potentiellen Fehlerquellen zu minimieren.

Dadurch dass mit lebenden Organismen gearbeitet wurde, galt es interindividuelle
Unterschiede zu beachten, d.h. Unterschiede im Proteinmuster zwischen den einzelnen
Ratten, die aber nichts mit der Desfluran-Prikonditionierung zu tun hatten. Ein Beispiel
wiren Proteine die stressabhédngig reguliert werden, wie z.B. bestimmte Hitzeschock-
Proteine. Durch entsprechendes Studiendesign und angepasste Auswertungsmethoden

wurde dieser Einfluss minimal gehalten (vgl. Abschnitte 3.1 und 3.2.5).

3.1 Studiendesign

Durch die Verbindung dieser Arbeit mit der Studie von Toma et al. ** (vgl. Kapitel 2.1)
stand die Anzahl der Versuchstiere vor Beginn der Experimente fest. Fiir jeden
Behandlungszeitpunkt wurden drei (Kontrolle 40, Wasch 2) bzw. vier (Kontrolle 0,
Des 1, Des 2, Wasch 1) Ratten als biologische Replikate eingesetzt. Mit Hilfe der
statistischen Auswertung (vgl. Kapitel 3.2.5) war es spater moglich, Unterschiede im
Proteinmuster, die nichts mit der Anésthetika-Behandlung zu tun hatten,

herauszumitteln.

Des Weiteren wurden von jedem Rattenherz drei technische Replikate angefertigt, das
heilt aus jeder Organprobe wurden drei 2D-Gele angefertigt und ausgewertet. Aus

diesen technischen Replikaten wurde dann ein synthetisches, reprasentatives Gel fiir das
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jeweilige Organ erstellt (vgl. Kapitel 3.2.5). Damit war es moglich, methodisch bedingte

Ungenauigkeiten zu minimieren.

3.2 Optimierung der Konditionen fiir die 2D-Gelelektrophorese

3.2.1 Einfluss des Rehydratationspuffer
Die Rehydratation ist der erste Schritt der 2D-PAGE, in der die IPG-Strips durch

Zugabe eines denaturierenden Puffers aufquellen. In dieser Arbeit wurden die Proben
wihrend der Rehydratation gleichzeitig auf die IPG-Strips aufgetragen, indem die TCA-
prazipitierten Proteinpellets in dem Rehydratationspuffer aufgenommen wurden (in-Gel
Rehydratation). Die Wahl der Pufferzusammensetzung ist ein sehr wichtiger Aspekt, da
der Puffer die Solubilisierung der Proteine und somit die Qualitit der Trennauflosung
im SDS-Gel stark beeinflusst.

Die einzelnen Bestandteile des Rehydratationspuffers (vgl. Abschnitt 2.3.1.2) dienen
der Denaturierung (Urea, Thiourea), der Reduzierung (DTT, HED), bzw. der
Solubilisierung (CHAPS, ASB-14, Glycerol, Isopropanol) der Proteine. Da fiir jede zu
untersuchende Proteinfraktion andere Kombinationen am besten geeignet sind, miissen
die optimalen Konditionen empirisch herausgefunden werden.

Fiir die Analyse zytosolischer Proteine im pH-Bereich 4-7 wurden zunéchst zwolf

verschiedene Puffervarianten getestet (s. Tabelle 12).

Tabelle 12: Zusammensetzung der verschiedenen Puffervarianten

Variante| Pufferzusammensetzung
1 TU-ASB-Stocklsg. + 2,5% w/v DTT

TU-ASB-Stocklsg. + 2,5% w/v DTT + 5% v/v Glycerol + 10% v/v Isopropanol
TU-ASB-Stocklsg. + 1,5% w/v HED

TU-ASB-Stocklsg. + 1,5% w/v HED + 5% v/v Glycerol + 10% v/v Isopropanol
TU-Stocklsg. +2,5% w/v DTT

TU-Stocklsg. +2,5% w/v DTT + 5% v/v Glycerol + 10% v/v Isopropanol
TU-Stocklsg. + 1,5% w/v HED

TU-Stocklsg. + 1,5% w/v HED + 5% v/v Glycerol + 10% v/v Isopropanol
U-Stocklsg. +2,5% w/v DTT

U-Stocklsg. + 2,5% w/v DTT + 5% v/v Glycerol + 10% v/v Isopropanol
U-Stocklsg. + 1,5% w/v HED

U-Stocklsg. + 1,5% w/v HED + 5% v/v Glycerol + 10% v/v Isopropanol

O| 0| Q| | | | W| N

—
o

—
—

p—
[\
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Die verwendeten Stripes waren 13 cm lang und trennten den pl-Bereich von pH 4-7 auf.
Nach der isoelektrischen Fokussierung wurden diese Streifen {iber Nacht mit

Coomassie-Farbung geférbt (s. Abbildung 8).

Abbildung 8:
Coomassie gefirbte
IPG-Strips mit
jeweils  einer der
zwolf
Puffervarianten (von
oben nach unten
Varianten 1-12  s.
Tabelle 12). Man
erkennt deutlich die
unterschiedliche
Qualitdt der
Fokussierung der
einzelnen Banden
zwischen den
verschiedenen
Puffervarianten.

Anhand der in Abbildung 8 gezeigten IPG-Strips wurden die Pufferkonditionen
quantitativ (wie viele Proteine wurden fokussiert) und qualitativ (wie scharf sind die
Banden der fokussierten Proteine) gegeneinander verglichen. Mit den vier besten
Puffern (Varianten 1, 5, 6 und 7 in Tabelle 12) wurden dann neue Proben solubilisiert

und aus diesen vollstandige 2D-Gele hergestellt (s. Abbildung 9).
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Abbildung 9: 10%ige SDS-Gele mit jeweils 125 ug Protein/Gel wurden mit verschiedenen
Pufferkonditionen (s. Bildiiberschriften) hergestellt und mit Coomassie-Blau gefirbt. Man erkennt, dass
die beiden unteren 2-D-Gele sowohl mehr Proteinspot aufweisen, als auch die bessere Auflosungen (und
damit Differenzierung der Proteinspots) erméglichen. Die angezeigten pH-Bereiche und
Molekulargewichtswerte im ersten Gel sind reprisentativ fiir alle 2D-Gele.

Diese Gele wurden wiederum beziiglich ihrer Quantitdt und Qualitdt der Proteinspots
untersucht, mit den beiden aussichtsreichen Puffervarianten (TU-ASB + DTT bzw. TU
+ DTT) anschlieBend eine préaparative 2D-PAGE (250 pg Protein / Gel) durchgefiihrt
(Abbildung 10). Durch die erhohte Proteinmenge konnte man die Unterschiede
zwischen den beiden Puffervarianten besser erkennen, da mehr und intensivere Spots zu

detektieren waren.
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Abbildung 10: Coomassiegefirbte SDS-Gele nach vollendeter 2D-PAGE, mit Konditionen entsprechend
den Bildiiberschriften. Auf dem linken Gel sieht man deutlich mehr und besser aufgeldste Proteinspots.
Die angezeigten pH-Bereiche und Molekulargewichtswerte im ersten Gel sind représentativ fiir alle 2D-
Gele.

An diesen Gelen kann man erkennen, dass mit Hilfe des TU-DTT-Puffers schirfere
Proteinspots entstehen und die Ergebnisse denen mit TU-ASB-DTT-Puffer in Punkto

Qualitit und Quantitét iiberlegen sind.

3.2.2 SDS-Gel-Konditionen
Gleichzeitig mit den Puffertests wurden, zur Optimierung der zweite Dimension der 2D-

PAGE, SDS-Gele mit unterschiedlicher Prozentigkeit getestet (s. Abbildung 10). Die
Prozentigkeit eines SDS-Gels bestimmt die Dichte des 3-dimensionalen Netzwerks,
durch das sich die Proteine bewegen miissen. Diese Prozentigkeit wird bestimmt durch
das Verhiltnis von Bisacrylamid und Acrylamid. Je hoher die Prozentigkeit, umso

dichter ist das Netzwerk.

Man erkennt, dass das 11%ige SDS-Gel den besten Kompromiss zwischen Auflosung

im hoch- und niedermolekularen Bereich bietet.

3.2.3 Applizierte Proteinmengen
Ein weiterer Punkt den es zu optimieren galt, war die Proteinmenge die auf das 2D-Gel

aufgetragen wurde. Sowohl zu wenig (geringe Proteinmengen kénnen nicht detektiert
werden), als auch zuviel Protein (grof3e Proteinspots verlaufen und werden unscharf) ist
dabei von Nachteil. Es wurden 150, 200 und 250 pg Protein / Gel getestet (s. Abbildung
11). Dabei zeigte sich, dass bei 250 pg / Gel deutlich die meisten Spots erkennbar sind,
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ohne dass diese verlaufen. Dadurch, dass die Probenmenge limitiert war (Tierversuche),
konnte nicht noch mehr Protein/Gel aufgetragen werden, da ansonsten nicht die

entsprechende Anzahl technischer Replikate hitte hergestellt werden konnen.

150 pg Protein 200 pg Protein
vl H ' 7
- 250 E . }
150 ; /
100 ’ .
] A o T Y R o T T “'
- . '- Lty . |
" > . ‘e o ' :
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B 'y . ve .
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Abbildung 11: Coomassiegefirbte 2D-Gele mit jeweils unterschiedlicher Proteinmenge(150, 200 und
250 ug). Bei der Verwendung von 250 ug Protein pro Gel zeigen sich die meisten Proteinspots. Es wurde
der TU-DTT-Puffer, sowie jeweils 11%ige SDS-Gele verwendet. Die angezeigten pH-Bereiche und
Molekulargewichtswerte im ersten Gel sind reprisentativ fiir alle 2D-Gele.

Unter den optimierten Bedingungen (TU + DTT-Puffer, 11%iges SDS-Gel, 250 ng
Protein / Gel) wurden nun die insgesamt 66 Gele (sechs Zeitpunkte a drei bzw. vier

biologische Replikate (Versuchstiere) und jeweils drei technische Replikate pro
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Versuchstier) zur differentiellen Analyse erstellt. Abbildung 12 zeigt ein exemplarisches
Beispiel fiir die Kontrollgruppe 40. Man kann erkennen, dass die Proteinspots scharf

begrenzt und in den meisten Fillen auch klar gegeneinander abgrenzbar sind.

1 - B A ——— -~
t > .o -y I..‘;..I. .‘%‘“‘ﬁ'
50 ' 1 e - ¥ “
- -~; v ! %
BT ’; """ .. ‘ .. .
AR W,
i ‘ : . .-.
25 ’ . . . Y "

15

L i

Abbildung 12: Reprisentatives 2D-Gel aus der Gruppe Kontrolle 40 mit ca. 350
erkennbaren Proteinspots.

3.2.4 Zoom-Gele
Einige der als signifikant verdnderten Spots (s. Abschnitt 3.2.7) waren in den Gelen mit

einer pH-Auftrennung von 4-7 sehr klein und mit dem bloen Auge kaum zu erkennen.
Damit auch diese Spots ausgestanzt und verdaut werden konnten, wurden entsprechende
Protein-Pellets auf IPG-Strips aufgetragen, die ebenfalls 7 cm lang waren, aber einen

kleineren pH-Bereich auftrennten (pH 4,7-5,9 bzw. pH 5,5-6,7).

Wie man in Abbildung 13 erkennt, sind deutlich weniger Spots auf dem Zoom-Gel
vorhanden, als man erwarten wiirde (vgl. dazu Abbildung 12 im pH-Bereich 5,5-7). Der
wahrscheinlichste Grund dafiir ist, dass der gleiche Rehydratationspuffer verwendet
wurde wie fiir die [PG-Strips mit einer pl-Auftrennung von pH 4-7. Um verwertbare

Ergebnisse zu erhalten, miisste man zundchst experimentell die Pufferkonditionen
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bestimmen, die fiir die jeweiligen pH-Bereiche optimal wiren. Aus Zeitgriinden konnte

diese Idee im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter verfolgt werden.

.......

Abbildung 13: Coomassiegefirbtes 2D-Gel mit Auftrennung in
einem pH-Bereich von pH 5,5-6,7.

3.2.5 Auswertung der 2D-PAGE
Zur Auswertung der 2-D Gele wurde die ImageMaster Software Melanie 6.0 (GE

Healthcare) verwendet. Nachdem die Spots, wie im Material und Methoden-Teil
beschrieben, detektiert und markiert waren, wurden die technischen Replikate eines
Organs miteinander verglichen. Dabei konnten immer mindestens 85% der Spots eines
Gels in den jeweils anderen wiedergefunden werden. Auch das %Volumen (entspricht
der Grundfldache eines Spots multipliziert mit dessen Intensitdt, normalisiert auf das
Gesamtvolumen aller Spots in diesem Gel) der jeweiligen Spots stimmte zu mindestens
85% tiiberein. Abbildung 14 zeigt beispielhaft den Vergleich der %Volumen zweier
technischer Replikate aus der Organgruppe 84. Auf Grundlage u.a. dieser Vergleiche

konnte der Fehler der Methode auf <15% bestimmt werden.
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15574
12 Abbildung 14: Vergleich der %Volumen zweier

technischer Replikate aus der Organgruppe 84.
Die eingetragenen Punkte haben in Abszissen-
Richtung den %Volumen-Wert aus dem Gel
75380 wund in Ordinaten-Richtung den aus
75374. Man kann die 97%ige Korrelation der
beiden Werte ablesen. Da das Gel 75380
allgemein  stirker  gefdrbt ist, hat die
Ausgleichsgerade eine Steigung von 0,85 *x.
Count = Anzahl der in die Berechnung
eingegangen Spots.
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Aus den jeweils gleichen Spots der technischen Replikate wurde dann, mit Hilfe des
ImageMaster-Programms, ein so genanntes synthetisches Gel erstellt. In diesem
synthetischen Gel hatten die Spots als % Volumen jeweils den arithmetischen Mittelwert
der einzelnen technischen Replikate. Das synthetische Gel wurde als reprédsentativ fiir

das jeweilige Organ angesehen.

Da fiir jeden Behandlungszeitpunkt drei bzw. vier Organe zur Verfligung standen,
wurde aus den jeweiligen Werten der synthetischen Gele die Mittelwerte =+
Standardabweichung berechnet, und als reprdsentativ fiir den jeweiligen

Behandlungszeitpunkt angesehen, s. Abbildung 16.

3.2.6 Definition signifikanter Spotvolumenverianderungen
Als néchstes musste definiert werden, ab wann eine Verdanderung im Spotvolumen auf

eine Anderung der Proteinexpression bzw. -translokation, bedingt durch die
Andésthetikabehandlung, zuriickzufiihren ist. Da es keine einheitlichen Malstibe dazu

gibt, haben wir folgende Kriterien angelegt:

1. Es wurde das Verhiltnis zwischen einem beliebigen Zeitpunkt (auBer Kontrolle)
und Kontrolle 40 berechnet - dieses musste groler zwei sein. Das Verhéltnis
berechnet sich aus dem Mittelwert minus Standardabweichung des Zeitpunktes
mit dem groBeren %Volumen (s. ‘a® in Abbildung 15) dividiert durch den
Mittelwert plus Standardabweichung des Zeitpunktes mit dem kleineren
Spotvolumen (s. ‘b* in Abbildung 15).
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Mittelwert - Standardabweichung
Mittelwert + Standardabweichung

Verhiltnis =

Ein Verhiltnis kleiner eins bedeutet ein Uberlappen der Werte. Aufgrund des
errechneten methodischen Fehlers von 15% muss das Verhéltnis mindestens
einen Wert von 1.15 iibersteigen. Das heilit bei einem Verhéltnis grofer zwei

weisen die beiden Spotvolumen eine entsprechend groBe Differenz auf (vgl.
Abbildung 15).

Spots die dem Kriterium unter Punkt 1 entsprachen, wurden ferner darauf
gepriift, ob das Verhiltnis grofer 2 auch zwischen Kontrolle 40 und Kontrolle
bestand. War dies der Fall wurde der entsprechende Spot aus dem Pool entfernt,
da dies auf eine behandlungsunabhingige Anderung des Spotvolumens hinweist.
Bei den {brig gebliebenen Spots wurde nun gepriift, wie homogen die
Einzelwerte der biologischen Replikate waren, aus denen der Mittelwert fiir den
gesamten Behandlungszeitpunkt berechnet wurde. Dazu wurde die Intra-Class-
Ratio bestimmt, die sich aus dem Spotvolumen dividiert durch den Mittelwert
ergibt. War diese >2 oder <0,5 wurden die Spots aus dem Pool entfernt, weil die

Einzelergebnisse nicht homogen verteilt waren.

Mittelwert
Standardabweichung
008
I ¥
0.06
0.04 + ~a
002+
oL e
abede fghijklmnopgrstuv
Keontrolle Hontrolle Des | Wash | Das ll Wash il
& 514
% Vol Interclass — Spot
Ratio

Abbildung 15: Intra- und Inter-Class Histogramme des Spots
514. Mit schwarzen Pfeilen sind die verschiedenen Parameter
markiert, die zur Ermittlung der signifikanten Spotvolumen-
verdnderungen nétig sind.
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Einen Uberblick iiber die verschiedenen Ebenen der Auswertung gibt Abbildung 16.

Behandlungs Organnummer
-zeitpunkt
technisches Replikat 1
1 { technisches Replikat 2
technisches Replikat 3
technisches Replikat 1
2 étethmsthes Replikat 2
technisches Replikat 3
Kontrolle

technisches Replikat 1
43 4 technisches Replikat 2

technisches Replikat 3

technisches Replikat 1
44 étethmsnhes Replikat 2

technisches Replikat 3

Kontrolle 40¢

Des I

Des II

Wasch I

Wasch II

Synthetisch 1

Synthetisch 43

Synthetisch 44

} Synthetisch 2

Intra-Class-Vergleich \

Kontrolle

Intra-Class-Vergleich
Kontrolle 40¢
Intra-Class-Vergleich
Des I
Intra-Class-Vergleich
Des IT

Intra-Class-Vergleich
Wasch I

Intra-Class-Vergleich
Wasch II

Inter-Class-Vergleich

Abbildung 16: Verschiedene Ebenen der Auswertung mit der ImageMaster Software.

3.2.7 Signifikant verinderte

Spots

Nach Anlegen der beschriebenen Kriterien konnten insgesamt 15 Proteinspots detektiert

werden, die im Verlauf der DES-PC eine verdnderte Expression aufwiesen

(s. Abbildung 18). Alle Spots zeigten in der entsprechenden Behandlungsgruppe

gegentiber der Kontrollgruppe ein vermindertes Spotvolumen (s. Abbildung19).

Abbildung 17 zeigt exemplarisch an zwei Spots, dass diese Spotvolumenverdnderung

z.T. auch mit bloBem Auge im SDS-Gel sichtbar waren.

Kontrolle

Des 11

zweier

eine

42 -

Abbildung 17: Diese Abbildung
zeigt beispielhaft
Spots

Behandlungszeitpunkte, bei denen
signifikante
verdnderung vorliegt, die bereits
mit dem blof3en Auge sichtbar ist

den Vergleich
unterschiedlicher

Spotvolumen-
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Abbildung 18: Coomassiegefirbtes 2D-Gel der Gruppe Kontrolle 40, fokussiert im pH-Bereich 4-7.
Signifikant verdnderten Spots sind markiert und mit der jeweiligen Spot ID versehen.
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Abbildung 19: Spotvolumen der differentiell exprimierten Proteine im Vergleich der einzelnen Zeitpunkte, inklusive Standardabweichung. Die einzelnen Spotvolumen
reprdsentieren den Mittelwert der biologischen Replikate des jeweiligen Zeitpunktes. Das heifit sowohl technische, als auch biologische Replikate finden in dieser
Grafik Beachtung.



3.3 Massenspektrometrische Identifikation der Proteine

Die als signifikant identifizierten, ausgeschnittenen und verdauten Proteinspots wurden
im néchsten Schritt massenspektrometrisch untersucht (vergleiche Material und
Methoden-Teil, Kapitel 2.6-2.8). Dabei wurde von jeder Probe zundchst ein
Ubersichtsspektrum erstellt (s. Abbildung 6, Seite 29), welches einen Uberblick iiber
die, aus dem tryptischen Verdau entstandenen, Peptide gab. Von diesen Peptid-lonen
wurde anschlieBend ein MS/MS-Spektrum aufgenommen. Abbildung 20 zeigt
beispielhaft das Fragmentspektrum des Peptids der Masse m/z = 549,81"" aus dem
Verdau des Spots 225. In diesem Fall hatte das Peptid die Sequenz: VDIIEGVK.
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Abbildung 20: MS/MS-Spektrum des Peptids [M+2H]*" = 549,81 aus Spot 225. Die
Aminosduresequenz des Peptids ldsst sich aus den markierten Signalen der y-Fragmentserie ablesen.
Es ergibt sich die Aminosduresequenz VDIIEGVK.

Da es keine etablierten Vorschriften dafiir gibt, welche Kriterien erfiillt sein miissen
damit ein Protein als eindeutig massenspektrometrisch identifiziert gilt, mussten diese
im  Rahmen der vorliegenden  Arbeit  definiert = werden.  Folgende

Identifikationsmoglichkeiten sind derzeit moglich:
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1. Uber die Identifikation der einzelnen Peptide kann auf das Ursprungsprotein
zuriick geschlossen werden. Bestimmte Peptide (= Aminosduresequenzen) bzw.
Peptidkombinationen kommen nur in einem Protein vor, sodass nur dieses als
Ausgangsprotein  in Frage kommt. Je Ilédnger dabei die einzelnen
Aminosduresequenzen sind, umso eindeutiger ist das Ergebnis. Im Allgemeinen
gilt ein Protein als identifiziert, wenn eine Sequenzabdeckung von mindestens
20% vorliegt. In dem obigen Beispiel handelte es sich um ein Peptid des
Proteins Succinat Coenzym A Ligase.

2. Eine weitere Moglichkeit einen Hinweis auf das Ausgangsprotein zu erhalten ist
der Peptide Mass Fingerprint (PMF). Dabei werden die Massen der Peptid-lonen
die man im Ubersichtsspektrum erhiilt mit denen verglichen, die bei einem
theoretischen Verdau des Proteins entstehen. Diese Methode kann aber nicht als
Ersatz, sondern nur als Ergénzung zur MS/MS-Analyse gesehen werden.

3. Hat man ein potentielles Ursprungsprotein gefunden, kann man zur weiteren
Verifizierung den isoelektrischen Punkt sowie die Masse des Proteins mit denen
vergleichen, die sich aus dem SDS-Gel auslesen lassen. Dabei ist anzumerken,
dass mehrere Faktoren dazu fiihren konnen, dass die experimentell gesammelten
Daten nicht mit denen der Datenbank iibereinstimmen:

e wihrend der isoelektrischen Fokussierung ist das zu untersuchende
Protein nicht bis zu seinem Zielpunkt (pH = pl) gelangt, z.B. weil das
Fokussierungsprotokoll fiir dieses Protein zu kurz war (vgl. 2.3.1)

e bei dem Protein handelt es sich um eine Isoform oder Splicevariante,
welche nicht in der Datenbank enthalten ist. Von dem in der Datenbank
vorhandenem unterscheidet es sich z.B. nur durch eine Aminosiure, was
aber entsprechende Auswirkungen auf den pl haben kann.

4. Ein weiterer Verifizierungsschritt ist der Abgleich der gefundenen
Peptidsequenz mit einer weiteren Datenbank, z.B. der BLAST-Datenbank
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Nur Ergebnisse die mehrere der obigen Kriterien erfiillten und somit kein Zweifel an
der Eindeutigkeit ihrer Richtigkeit besteht, wurden im folgenden Abschnitt als

identifizierte Proteine angegeben.
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3.4 Identifizierte Proteine

Von den 15 signifikant verdnderten Proteinen konnten sechs eindeutig identifiziert
werden. Diese sind samt ihres Expressionsmusters in Tabelle 13 aufgefiihrt. Bei den
anderen neun Proteinspots (Spots 91, 100, 222, 267, 429, 493, 534 und 536; vgl.
Abbildung 18) war es nicht moglich die zu Grunde liegenden Proteine zu identifizieren.

Tabelle 13: Zeigt die identifizierten Proteine mit jeweils zugehoriger Spotnummer und entsprechendem
Expressionsmuster. Weif3 = Kontrolle 40 ; schwarz gestreift = Kontrolle ; lila = Des I ; lila gestreift =
Wasch I ; lila/schwarz = Des II ; weifs/lila = Wasch 11

Spotnummer Protein Expressionsmuster

56 Albumin g
177 Selenium Binding Protein 1

Succinate-Coenzyme A

225 Ligase, ADP-forming, beta

subunit

Complement Component 1,
319 q subcomponent binding +
protein

o

-

-

514 Inorganic Pyrophosphatase
2, isoform CRA a

NADH Dehydrogenase
537 (ubiquinone) Fe-S protein
1,75 kDa
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Néahere Angaben zur Identifizierung der einzelnen Proteine (identifizierte
Sequenzabschnitte, Vergleich der theoretischen und experimentell ermittelten

isoelektrischen Punkte etc.) finden sich im Anhang.
Das nicht alle Proteinspots identifiziert werden konnten, hatte vor allem zwei Griinde:

e Die Spots wiesen so wenig Protein / Spot auf, dass sie mit bloBem Auge im Gel
kaum sichtbar waren. Damit war es nicht moglich die Spots aus dem Gel
auszuschneiden. Auch ein Nachfdrben der Gele mit Coomassie-Féarbung oder die
Verwendung von Zoom-Strips (vgl. Kapitel 3.2.4) brachten keine Abhilfe.

e Es war so wenig Protein in der Probe, dass die Menge unter der Nachweisgrenze

des Massenspektrometers lag.
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4 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, kardiale Proteine zu identifizieren die eine potentielle Rolle
im Signalweg der Desfluran-induzierten Pridkonditionierung spielen. Hierzu wurde ein
proteomanalytischer Ansatz gewidhlt. Im Speziellen wurde die zytosolische

Proteinfraktion innerhalb eines pI-Bereichs von pH 4-7 untersucht.

Zur Auftrennung der Proteine wurde die Methode der 2D-PAGE verwendet. Bevor die
Analyse der Proben begonnen werden konnte, musste diese Methode an die

Eigenschaften dieser speziellen Proteinfraktion adaptiert werden.
Die Proteinidentifikation erfolgte mittels Massenspektrometrie.

Es konnten insgesamt 15 differentiell exprimierte Spots gefunden werden. Bei sechs

dieser Spots gelang es, das zu Grunde liegende Protein zu identifizieren.

4.1 Einordnung der Proteine in den Kontext der Prikonditionierung

Von den identifizierten Proteinen ist bisher nur die NADH-Dehydrogenase als Mediator
der pharmakologischen Prakonditionierung beschrieben worden (s.u.), aber auch die

anderen Proteine konnen in den Kontext der Prakonditionierung eingeordnet werden.

Albumin
Albumin ist ein sehr bekanntes und vielseitiges Protein. Es macht etwa 60% der

Plasmaproteine aus und dient unter anderem als unspezifisches Transportprotein.

Albumin wurde in den letzten Jahren bereits im Rahmen der ischdmischen
Priikonditionierung bzw. der Fern-Prikonditionierung beschrieben *’. In der Studie von
Lang et al. wurde das Blut der Versuchstiere untersucht und man fand dort eine,
gegentiber der Kontrolle, erhohte Albuminkonzentration in den
Priakonditionierungsgruppen. Pridkonditioniert wurde durch dreimaligen Verschluss der

Herzkranzgefafle a fiinf Minuten, unterbrochen durch je flinfminiitige Pausen.

In einer modifizierten Form steht das Albumin ebenfalls im wissenschaftlichen Fokus.
Das ‘ischemia modified albumin’ (IMA) wird derzeit als einer der vielversprechendsten
Biomarker fiir die frithe Detektion kardialer Ischdmie angesehen, einen aktuellen
Uberblick geben Sbarouni et al. **. Allerdings besteht bis heute keine endgiiltige
Vorstellung davon, wie das normale Albumin im Rahmen der Ischimie zum IMA wird.

Daher gibt es die Uberlegung, dass die Modifikation des Albumins zum IMA einen
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endogenen Schutzmechanismus des Korpers darstellt. Lippi et al. haben dazu die
Theorie aufgestellt, dass sich durch die verminderte Kobalt-Bindungsfahigkeit des IMA,
im Vergleich zum normalen Albumin, die Konzentration an freiem Kobalt erhdht und
dies protektive Effekte auf das Herz haben konnte *°. Zu diesem Schluss kamen sie, da
Xi et al. 2004 zeigen konnten, dass Cobaltchlorid (CoCl,) eine Kardioprotektion im

100 Mit Hilfe dieses Modells konnte man die

Sinne einer Prékonditionierung hervorruft
Spekulation aufstellen, dass die in der vorliegenden Arbeit gefundene Abnahme der
Albuminmenge in den Prikonditionierungsgruppen dadurch zu Stande kommt, dass
normales Albumin zu Schutzzwecken in die IMA-Form tberfiihrt wird. Allerdings ist
der Kenntnisstand tiber das IMA noch zu gering ist, um eine solche Interpretation

wirklich zuzulassen.

Eine weitere Theorie, die die Verminderung des Albumingehalts im Herzgewebe der
Priakonditionierungsgruppen erklidren konnte leitet sich aus der Beobachtung ab, dass
der Vorgang der Ischdmie/Reperfusion zu Schiden des Endothels fiihrt und somit die
Durchléssigkeit fiir Plasmaproteine, wie das Albumin, erh6ht (nachzulesen in einem
guten Ubersichtsartikel von Carden et al. )" In den priakonditionierten
Versuchsgruppen fiele die Endothelschiddigung geringer aus, womit weniger Albumin
in das Gewebe geldnge. Die verminderten Albuminmengen wiren somit ein Hinweis fiir

den endothelprotektiven Effekt der Desfluran-induzierten Priakonditionierung.

Bekannt ist Albumin auBlerdem als Anti-Akut-Phase-Protein, d.h. im Zuge von
Entziindungs- oder Stressreaktionen des Korpers wird die Synthese des Albumin
vermindert, um mehr Kapazititen fiir die so genannten Akut-Phase-Proteine (z.B. C-
reaktives Protein) bereitstellen zu kdnnen. Zwar wurden wihrend der Tierversuche zu
dieser Arbeit alle Bemiihungen unternommen, den Stress flir die Versuchstiere
moglichst gering zu halten, es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass mogliche
Stressreaktionen zu einer eben solchen Verdnderung des Albumingehalts fithrten. Gegen
dieses Argument spricht jedoch, dass keine Verdnderungen in den scheinoperierten

Kontrollgruppen nachzuweisen waren.

Neben diesen Uberlegungen muss beachtet werden, dass es sich bei Albumin um ein
Serumprotein handelt. Es sollte daher normalerweise im Herzmuskelgewebe nicht zu
finden sein. Durch die Art und Weise der Probengewinnung in dieser Arbeit kann aber
nicht ausgeschlossen werden, dass sich eine gewisse Menge Restblut an oder in den

Herzen befand. Dieses wurde dann gegebenenfalls zusammen mit den Herzen
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homogenisiert und wire somit in den Protein-Pellets wiederzufinden. In diesem Fall
hétten die unterschiedlichen Mengen des Albumins zu den verschiedenen Zeitpunkten
keinerlei Bezug zu der Prikonditionierung. Gegen diese Theorie sprechen allerdings die
in dieser Arbeit verwendeten Replikate. Fiir jeden Behandlungszeitpunkt wurden in
dieser Arbeit mehrere biologische Replikate verwendet (vgl. Material und Methoden),
die demzufolge getrennt voneinander verarbeitet wurden. Das heillt es miisste sich in
jeder Probe eine unterschiedliche Menge Restblut befinden und es sollte sich kein
signifikanter =~ Unterschied  nur  zwischen @ den  Kontroll- und  den

Prakonditionierungsgruppen ergeben.

Selenium Binding Protein 1
Die physiologische Funktion des Selenium Binding Protein 1 (SBP1) ist noch nicht

verstanden. Dadurch dass es bisher kaum Erkenntnisse {iber die generelle Funktion des
Selenium Binding Protein gibt, lassen sich auch keine theoretischen Verkniipfungen zur
Prikonditionierung herstellen. Allerdings hat eine britische Arbeitsgruppe, im Rahmen
threr Forschungen zur ischdmischen Prikonditionierung, eine nicht ndher beschriebene

Regulation des Selenium Binding Protein 1 feststellen konnen '*.

Succinate Coenzyme A Ligase
Die Succinate Coenzyme A Ligase (kurz: Succinat-CoA-Ligase) ist bekannt durch ihre

Funktion innerhalb des Zitrat-Zyklus. Dort katalysiert sie die Hydrolyse der
Thioesterbindung des Succinyl-CoA zu Succinat. Die frei werdende Energie wird dabei

im Sinne einer Substratkettenphosphorylierung in Form von GTP gespeichert.

Mit der Beteiligung am Zitrat-Zyklus, einem der wichtigsten Prozesse im Rahmen des
Energie-Metabolismus der Zelle, ist eine Regulation dieses Enzyms im Rahmen der
Prakonditionierung gut vorstellbar. 2009 wurde von einer anderen Arbeitsgruppe eine
Regulation der Succinat-CoA-Ligase im Zusammenhang mit der ischdmischen

Prikonditionierung gefunden '®.

Im Rahmen der Diskussion der Regulation der NADH-Dehydrogenase (s.u.), wird eine
Theorie vorgestellt, nach der eine Inhibierung der mitochondrialen Atmungskette als
Trigger fiir die pharmakologische Priakonditionierung dient. Der Zitrat-Zyklus steht als
Zulieferer von Energiedquivalenten in direktem Zusammenhang mit der
mitochondrialen Atmungskette, sodass eine Regulation der Succinat-CoA-Ligase

ebenfalls Einfluss auf die Atmungskette hitte. Eine Herunterregulation, wie sie in dieser
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Arbeit in den Behandlungsgruppen gefunden wurde, konnte somit eine Inhibierung der

Atmungskette imitieren, und dadurch als Trigger fiir die Prikonditionierung dienen.

Complement Component 1, q subcomponent binding protein
Complement Component 1, q subcomponent binding protein (C1q) ist eine essentielle

Komponente des phylogenetisch sehr alten, aber physiologisch noch immer sehr
wichtigen Teil des Immunsystems, dem Komplementsystem. 1972 fand man erstmals

Hinweise auf die Existenz von Clq-Rezeptoren '®.

Bis heute konnte man viele
verschiedene C1q-bindende Proteine finden (einen Uberblick geben McGreal et al. '),
unter ihnen das ’Clg-binding-protein’ mit hoher Affinitdt fiir den ’globular head’,
deswegen abgekiirzt mit gClgbp. Im Laufe der letzten Jahre hat man viele
physiologische wie pathologische Prozesse gefunden, in denen das gClqgbp eine Rolle
spielt. Darunter bei Entziindungs- und Gerinnungsprozessen, T- und B-Zell-
Regulationen sowie der Karzinogenese. Einen Uberblick dariiber geben Ghebrehiwet et

al. in ihrem Review-Artikel '%.

Unter den vielen Funktionen die dem Complement Component 1, q subcomponent
binding protein (gClgbp) zugewiesen werden sind zwei, die im Rahmen der
Prikonditionierung sehr interessant erscheinen: 1999 wurde nachgewiesen, dass das

106. In

gClgbp aus dem Zytosol heraus mit o-adrenergen Rezeptoren interagiert
derselben Arbeit durchgefiihrte Expressionsstudien legen die Vermutung nahe, dass das
gClgbp die Expression und zelluldre Lokalisation der o-adrenergen Rezeptoren
reguliert. Spater wurde diese Erkenntnis von Pupo et al. spezifiziert. Sie fanden heraus,
dass Interaktionen mit den a-adrenergen Rezeptoren 1B und 1D, aber nicht mit den 1A-
Adrenozeptoren stattfinden '”’. Diese Regulation konnte eine direkte Verbindung mit
der Desfluran-Priakonditionierung darstellen, denn wie im Einleitungsteil dargestellt
(vgl. Kapitel 1.3.2 ff., sowie Tabelle 1 auf Seite 11), wird diese iiber a- und B-adrenerge
Rezeptoren vermittelt. In dieser Arbeit wurde eine verminderte Proteinmenge in den
Priakonditionierungsgruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen gefunden. Eine
mogliche Interpretation dieses Ergebnisses wire, dass die Desfluran-Applikation eine
Interaktion des gClgbp mit adrenergen Rezeptoren triggert. Dadurch wiirde sich die
Proteinkonzentration des ungebundenen gClgbp im Zytoplasma verringern und
eventuell die Lokalisation der Rezeptoren verdndern. Dies wire dann als eine Art

Feedback-Schleife zu sehen, da direkt der Mediator der Desfluran-Prakonditionierung

beeinflusst wiirde.
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Da es leider bisher keine weiteren Studien zu der Beeinflussung der adrenergen
Rezeptoren durch gClgbp gab, muss es an dieser Stelle bei der reinen Spekulation iiber

die mdgliche Einordnung der gC1gbp in den Signalweg der Prakonditionierung bleiben.

In einem anderen Kontext wurde das gClgbp von Storz et al. 2000 beschrieben. Sie
suchten nach moglichen Bindungspartnern der Proteinkinase C und fanden unter

anderem das gClgbp '

2002 bestdtigten Robles-Flores et al. die beobachtete
Interaktion und untersuchten aulerdem die spezifischen Regulationen der verschiedenen
PKC-Isoformen '””. Die Ergebnisse der beiden Gruppen sind jedoch nicht komplett
kongruent. Robles-Flores ef al. fanden eine Aktivittssteigerung aller Isoformen durch
gClqgbp wihrend Storz et al. fiir PKCp eine inhibitorische Wirkung des gC1qgbp auf die

Kinaseaktivitit beschrieben.

Toma et al. konnten zeigen, dass die Isoform PKCe im Signalweg der Desfluran-
Prikonditionierung essentiell ist . Wenn nun gClgbp die PKCe aktiviert, konnte sie
eine wichtige Rolle upstream der PKCe im Desfluran-Signalweg spielen. Es sollte daher
Ziel fortfilhrender experimenteller Arbeiten sein, diese Vermutung weiter zu

untersuchen.

Inorganic Pyrophosphatase 2
Die Proteinfamilie der Pyrophosphatasen spielt fiir die Zelle eine lebenswichtige Rolle:

In verschiedensten physiologischen Reaktionen wird von einem Nukleosidtriphosphat
(z.B. ATP) ein Pyrophosphat abgespalten (PP;). Dieses PP; wird dann unmittelbar von
den Pyrophosphatasen in zwei Phosphate hydrolysiert. Dadurch wird das PP; aus dem
Reaktionsgleichgewicht entfernt, dies begiinstigt die Entstehung des Produktes.

Die genaue Regulation der Pyrophosphatase ist bislang wenig erforscht. Etwas besser
untersucht ist die Rolle des anorganischen Pyrophosphats (PP;), fiir dessen Regulation
die Pyrophoshatase, als abbauendes Enzym, eine entscheidende Rolle spielt. Unter
diesen Funktionen des PP; sind wu.a. Interaktionen mit der mitochondrialen

11 ynd eine Rolle als Phosphor-Donor ''%. In diesen beiden Bereichen

Atmungskette
ist eine Regulation im Rahmen einer Prikonditionierung durchaus vorstellbar, da sie
Aspekte des Energie-Metabolismus der Zelle betreffen. Leider sind aber auch diese
Erkenntnisse nur bedingt auf das hier verwendete Rattenmodell iibertragbar, da sie in
den meisten Féllen im Feld der Prokaryonten gewonnen wurden. Zwar mehren sich die

Anzeichen, dass die dort gefundenen Ergebnisse auch auf dem Gebiet der hoheren

-53-



Organismen eine Rolle spielen '°, aber definitive Aussagen sind diesbeziiglich nicht zu

treffen.

NADH-Dehydrogenase
Die NADH-Dehydrogenase ist gleichzusetzen mit dem Komplex I der Atmungskette

und befindet sich in der inneren Mitochondrienmembran. Die Hauptfunktion des

Komplex I ist die Katalyse folgender Reaktion:
NADH + H" + CoQ + 4H";, » NAD" + CoQH, + 4H

Sie tragt damit zum Aufbau des Protonengradienten iiber der inneren Mitochondrien-

Membran bei, dieser wird zur Synthese des ATP benotigt.

Eine weitere, besonders fiir die Pathophysiologie bedeutende, Rolle spielt die NADH-
Dehydrogenase in der Bildung von Radikalen. Innerhalb des Mitochondriums gibt es

mehrere radikalbildende Enzyme (einen Uberblick geben Venditti et al. ''*

), eines
davon ist der Komplex I. Wie Takeshige et al. bereits 1979 zeigen konnten, trigt die

NADH-Dehydrogenase zur Bildung des hochreaktiven Superoxids bei ',

Fiir die NADH-Dehydrogenase gibt es bereits mehrere Untersuchungen, in denen eine
Verbindung zu den Mechanismen der Prikonditionierung hergestellt wurde '®!'*!'®,
Der einfachste Zusammenhang den man sich vorstellen konnte wire, dass durch die
ROS-Produktion der NADH-Dehydrogenase die Prikonditionierung direkt getriggert
wiirde (ROS sind ein bereits mehrfach bestétigter Trigger der Prakonditionierung, vgl.

Einleitungs-Teil sowie z.B. die Quellen '"*'*!

). Leider ist der Zusammenhang nicht so
einfach herzustellen, da Hanley und Mitarbeiter 2002 herausfanden, dass volatile
Anisthetika die NADH-Dehydrogenase inhibieren ''’. Sie konnten aber im selben Jahr
zeigen, dass die beiden Arzneimittel Diazoxid und Pinacidil, beides anerkannte

Induktoren der Prikonditionierung '** '%>

, ebenfalls {liber eine partielle Inhibierung der
mitochondrialen Atmungskette die protektiven Mechanismen der Prdkonditionierung
bedingen ''°. Sie leiten daraus die Theorie ab, dass es eine Verkniipfung zwischen der
partiellen Inhibierung der Atmungskette und der pharmakologischen Priakonditionierung

gibt. Es gibt mehrere weitere Aspekte, die fiir diese Theorie sprechen:

1. Ockaili et al. zeigten, dass eine partielle Inhibierung des Komplex II der

Atmungskette zu einer Prikonditionierung in Kaninchen fiihrt '**.
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2. Riepe und Ludolph wiesen nach, dass durch Inhibition der Komplexe I oder II
im Gehirn ein protektiver Mechanismus im Sinne einer Prikonditionierung
hervorgerufen werden kann '%°.

3. Jingst wiesen zwei weitere Arbeitsgruppen den Zusammenhang zwischen einer
Regulation der Atmungskettenenzyme (inkl. des Komplex I) sowie der

Sevofluran- bzw. Isofluran-induzierten Prikonditionierung nach '2*'%’

In diesem Zusammenhang kann die im Rahmen dieser Arbeit gefundene
Herunterregulation der NADH-Dehydrogenase dahingehend interpretiert werden, dass
auch die Prikonditionierung durch Desfluran iiber eine partielle Inhibierung der
Atmungskette wirkt. Einen ebensolchen Zusammenhang konnten auch Pravdic et al. fiir

die Isofluran-induzierte Priakonditionierung finden 128

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass fiir vier (Albumin, Succinate Coenzyme A
Ligase, Complement Component 1 und NADH-Dehydrogenase) der sieben
identifizierten Proteine ein direkter Zusammenhang mit der pharmakologischen

Prakonditionierung herstellbar ist.

4.2 Unterschiedliche Regulierungsmuster der identifizierten Proteine

Wodurch sich der Versuchsaufbau dieser Arbeit von denen vieler anderer Arbeiten im
Bereich der pharmakologischen Pridkonditionierung unterscheidet, ist die Anzahl der
gegebenen Zyklen des Pharmakons. Haufig wird das prékonditionierende Pharmakon
nur einmal verabreicht, gefolgt von einer Auswaschphase. Die sehr interessanten und
bisher wenig erforschten Gesichtspunkte die dabei auller Acht gelassen werden, sind die

zeit- und dosisabhéngigen Aspekte der Prikonditionierung.

Fiir die ischdmische Prikonditionierung konnte gezeigt werden, dass drei bis vier
ischdmische Zyklen einen maximalen protektiven Effekt bedingen '*"*!. Auch fiir die
pharmakologische Prikonditionierung wurden Untersuchungen mit dieser Fragestellung
durchgefiihrt, mit unterschiedlichen Ergebnissen je nach verwendetem Pharmakon '**
135 Fiir das mit dem Desfluran verwandte Sevofluran konnte gezeigt werden, dass eine
zweifache Gabe, unterbrochen von einer Auswaschphase, der einmaligen,
kontinuierlichen Gabe iiberlegen ist '**'**. Klinische Studien von Frissdorf et al.
konnten sogar belegen, dass nur die zweimalige Sevoflurangabe (im Vergleich zur

einmaligen Gabe) einen kardioprotektiven Effekt triggern kann 27,
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In der vorliegenden Studie wurde eine Prakonditionierung durch eine zweimalige Gabe
von Desfluran (Des I und Des II), gefolgt von jeweils einer Auswasch-Phase (Wasch 1

und Wasch II) induziert.

Die gefundenen Ergebnisse zeigen deutlich, dass die differentiell exprimierten Proteine
z.T. enorme Mengenunterschiede zwischen den einzelnen Zeitpunkten aufweisen.
Exemplarisch sind in Abbildung 21 noch einmal die Spotvolumina von vier der 15

signifikant verdnderten Spots aufgefiihrt.
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Abbildung 21: Auswahl an differentiell exprimierten Proteinspots mit unterschiedlichen
Regulierungsmustern wihrend der DES-PC. Auf der Ordinate ist das %Volumen aufgetragen, auf der
Abszisse die Behandlungszeitpunkte.

Man erkennt an diesen vier Beispielen sehr deutlich, wie unterschiedlich die
verschiedenen Proteine wihrend der Desflurangaben reguliert werden. Spot 100 zeigt
z.B. einzig in der Des II-Phase eine signifikante Anderung des Proteingehalts, wihrend
in Spot 267 der Proteingehalt ab der Wasch I-Phase so gering ist, dass er unter die
Nachweisgrenze fdllt. Der Proteinspot 514 zeigt einen initialen Abfall des
Proteingehalts wahrend der Des I-und Wasch I-Phase, gefolgt von einem Anstieg in der
Des I1-Phase, um abschlieBend zur Wasch II-Phase wieder unter die Nachweisgrenze zu

sinken.

Diese Ergebnisse zeigen eindriicklich, wie schnell Regulationen und Verdnderungen,
bedingt durch die Prikonditionierung, auf zellulirer Ebene nachzuweisen sind.

Signifikante Anderungen des Spotvolumens zum Zeitpunkt Des I scheinen durch die
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unmittelbar zuvor erfolgte fiinfmintitige Desflurangabe bedingt zu sein. Das bedeutet,
dass diese Anderungen auf Proteinebene im Minutenbereich ablaufen. Welcher Art
diese Anderung sind (Neusynthese von Proteinen, Translokationen oder
Modifikationen) kann mit Hilfe dieses Ansatzes nur bedingt bestimmt werden (vgl.
Abschnitt 4.3). Doch kann zumindest festgehalten werden, dass die friithe Phase der
Prikonditionierung, die wenige Minuten nach dem ausldsenden Trigger beginnt,

mitbedingt wird durch Anderungen auf Proteomebene.

Wichtig sind die Erkenntnisse iiber die unterschiedlichen Regulierungsmuster auch fiir
weitere Studien im Bereich der Prikonditionierung. So muss ein besonderes Augenmerk
auf die Prdkonditionierungszyklen und die verwendete Pharmakonmenge gelegt
werden, wenn man funktionelle Studien, z.B. zur Rolle bestimmter Proteine im
Signalweg, durchfiihren mochte. So gibt es offensichtlich Enzyme, die nur zu ganz
bestimmten Zeitpunkten eine entsprechende Regulation aufweisen. Mochte man
Erkenntnisse zu diesen Proteinen gewinnen muss gesichert sein, dass alle potentiellen

Regulationszeitpunkte abgedeckt sind.

4.3 Limitationen und Kritik an der Methode

Ziel der vorliegenden Studie war es, Erkenntnisse dariiber zu erlangen, welche Proteine
bzw. Proteinregulationen bei der pharmakologischen Prikonditionierung durch das
Aniésthetikum Desfluran eine Rolle spielen. Um eine moglichst groBBe Aussagekraft zu
erhalten wurde flir die Experimente ein in vivo Rattenmodell verwendet. Die
Anwendung eines in vivo-Settings ist wichtig in Hinblick auf die externe Validitét der
Studie, und darin den vielen vergleichbaren in vitro-Settings liberlegen. Nichtsdestotrotz
sind die im Rattenmodell erhaltenen Ergebnisse streng genommen nur fiir das
angewendete Modell giiltig, und ihre Ubertragbarkeit auf den Menschen oder gar das

klinische Umfeld muss durch Folgestudien bestitigt werden.

4.3.1 Limitationen der 2D-PAGE
Da es vorrangiges Ziel war, moglichst viele Proteine bzw. Regulatoren der Desfluran-

Prakonditionierung ausfindig zu machen, waren die 2D-PAGE zur Probenauftrennung
und die Proteinidentifikation mittels ESI-MS die Methoden der Wahl. Auf das Problem
der eingeschrinkten Reproduzierbarkeit wurde im Ergebnis-Teil eingegangen. Es sei an
dieser Stelle jedoch noch einmal erwihnt, dass bereits in den Uberlegungen zum

Studiendesign die Problemfelder der 2D-PAGE beachtet wurden und mit Hilfe
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biologischer, wie technischer Replikate und diversen Kontrollinstanzen wihrend der
Auswertung, der Fehler der Methode auf 15% beschrinkt werden konnte (vgl.
Kapitel 3.2.5).

Ein weiterer Kritikpunkt an der 2D-PAGE ist, dass nur ein Bruchteil der in der Zelle
vorhandenen Proteine detektiert werden kann. Wenn man Schitzungen annimmt die pro
eukaryotischer Zelle bis zu 50.000 Proteine (inkl. posttranslationaler Modifikationen
etc.) angeben, ist offensichtlich, dass bei weitem nicht alle Proteine mittels 2D-PAGE
detektiert und aufgetrennt werden koénnen. Doch auch in diesem Punkt wurde versucht,
die Methode soweit wie moglich zu optimieren. So wurden die aus den Rattenherzen
gewonnenen Proteine zundchst weiter fraktioniert, in eine zytosolische, eine
membranstindige und eine nukledre Fraktion. AnschlieBend wurde fiir jede einzelne
Fraktion eine Auftrennung innerhalb des neutralen pH-Bereichs 4-7 und des basischen
Bereichs von pH 6-11 durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurden die Proteine der
zytosolischen Fraktion innerhalb des pH-Bereichs 4-7 untersucht. Die anderen
Fraktionen wurden von medizinischen und naturwissenschaftlichen Kollegen aus
derselben Arbeitsgruppe bearbeitet (Dr. rer. nat. Nadine Dyballa, Christian Schuh). Fiir
jede Fraktion wurden die komplette Durchfilhrung der 2D-PAGE optimiert
(Pufferbedingungen, SDS-Gel-Dichte etc., vgl. Kapitel 3.2). AuBBerdem wurde eine,
nach Kang et al. modifizierte, Coomassie-Farbung mit einer Nachweisgrenze von bis zu

10 ng Protein / Spot verwendet *°, um die Sensitivitit der Methode weiter zu erhdhen.

Letztendlich gibt es derzeit keine praktikable Alternative fiir die vorliegende
Fragestellung, als die von uns gewdhlte. Auch die ‘Weiterentwicklung’ der 2D-PAGE,
die DIGE-Technik (Differential in gel electrophoresis), ist (noch) nicht praktikabel. Im
Rahmen der DIGE-Technik werden die Proteinproben mit Hilfe von unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert, wodurch es mdoglich ist zwei Proben gemeinsam in
einem 2D-Gel laufen zu lassen. Dies erlaubt den direkten Vergleich der Proben. Die
klassische 2D-PAGE bendétigt fiir den Vergleich zweier Proben zwei 2D-Gele, sodass
immer die potentielle Fehlerquelle der technischen Reproduzierbarkeit gegeben ist
(zwei Gele werden unabhingig voneinander hergestellt). Ein weiterer Vorteil der DIGE-
Technik ist die Nachweisgrenze der Fluoreszenzfarbstoffe, die mit bis zu

0,025 ng Protein angegeben wird, s. Marouga et al. '

. Folgende Gegebenheiten
bedingen aber, warum die DIGE-Technik im Rahmen dieser Arbeit nicht zur

Anwendung gekommen ist:

-58 -



1. Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der experimentellen Studien (2008) standen
nur drei Fluoreszenzfarbstoffe zur Verfligung, so dass maximal zwei
Behandlungszeitpunkte miteinander hétten verglichen werden kdnnen (der dritte
Farbstoff markiert den mitlaufenden Standard).

2. Die DIGE stellt derzeit noch einen enormen finanziellen Aufwand dar,
angefangen bei den teuren Fluoreszenzfarbstoffen bis hin zu speziellen Scannern

zur parallelen Detektion der Fluoreszenzfarbstofte.

4.3.2 Limitationen des Versuchaufbaus
Mit Hilfe des hier verwendeten Ansatzes kann nicht beantwortet werden, durch welchen

Regulationsmechanismus die signifikant verdnderten Proteine beeinflusst werden. So
kann der unterschiedliche Proteingehalt, der zu den einzelnen Behandlungszeitpunkten
registriert wird, auf viele potentielle Ursachen zuriickzufiihren sein. Dies fiihrt von
Anderungen der Proteinexpression, iiber Translokationen, Modifikationen bis hin zu
Proteindegradierung. Einzig aus der Zusammensetzung der Informationen verschiedener
Fraktionen konnen eventuell Riickschliisse gezogen werden. So ist z.B. eine
Translokation sehr wahrscheinlich, wenn das gleiche Protein in der einen subzelluldren
Fraktion abnimmt, wihrend es in der anderen zunimmt. Um letztendlich definitive
Aussagen iiber die Zusammenhdnge eines bestimmten Proteins im Signalweg der
Desfluran-Prékonditionierung zu machen, miissen weitere, funktionale (z.B. durch

pharmakologisches Blocken der zu untersuchenden Enzyme) Studien folgen.

4.4 Ausblick

Ziel dieser Arbeit war es, Proteine im Signalweg der Desfluran-Prikonditionierung zu
identifizieren, deren zeitliche Regulation zu erfassen, und somit auch mdgliche

Schliisselproteine fiir weitergehende Untersuchungen zu finden.

Im Anschluss an diese Arbeit wire der ndchsten Schritt herauszufinden, welche Rolle
diese Proteine bei der Prdkonditionierung spielen. Zu kldren ist, wie sie reguliert
werden, ob sie eine essentielle Rolle innerhalb des Signalweges spielen oder ob sie eher
einem Nebenweg zuzuordnen sind. Ferner ist von Interesse, welche Interaktionen sie
mit anderen Proteinen eingehen. Um der Beantwortung dieser Fragen einen Schritt
ndher zu kommen sind funktionelle in vivo Studien nétig. Das heilit es miissten gezielt
solche Proteine ausgesucht werden, von denen erstens ein entsprechender Einfluss auf

die Prakonditionierungs-Vorginge zu erwarten und zweitens eine Blockade i{iberhaupt
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moglich ist. Vor allem der zweite Punkt ist als kritisch anzusehen, da es nur fiir
ausgewdhlte Proteine entsprechende spezifische Blocker gibt. Zusitzlich darf die
Blockade des Enzyms nicht zu weit reichende Folgen abseits des Priakonditionierungs-

Vorgangs bedingen, damit valide Untersuchungsergebnisse moglich sind.

AnschlieBend sind weitere Studien nétig, welche die im Tierexperiment gefundenen
Ergebnisse auf den Menschen bzw. in den klinischen Alltag {iibertragen. Die
Prakonditionierung als kardioprotektive Intervention, allen voran die pharmakologische
Prikonditionierung, stellt eine sehr potente Methode dar. Wie in der Einleitung bereits
dargelegt wurde (vgl. Abschnitt 1.3.4), haben Prakonditionierungsvorginge den Weg in
die klinische Praxis bereits vollzogen, damit wir aber die vielen Vorziige der
Prakonditionierung noch gezielter und effektiver anwenden koénnen, ist ein noch
genaueres Verstindnis der zu Grunde liegenden Mechanismen nétig. Diese Arbeit tragt

mit ihren Erkenntnissen einen Teil dazu bei.

Aus methodischer Sicht ist anzustreben die 2D-PAGE weiter zu optimieren, um mehr
Proteine detektieren und identifizieren zu konnen. Auch sollten entsprechende
Weiterentwicklungen, speziell die DIGE-Technik, genau gepriift werden, da sie ein
enormes Potential in Hinsicht auf Sensitivitdt und Vergleichbarkeit birgt, und richtig

eingesetzt weitere wichtige Erkenntnisse liefern kann.

-60 -



S ZUSAMMENFASSUNG

Fragestellung: Die Gabe des volatile Anésthetikums Desfluran 16st einen
kardioprotektiven Effekt, im Sinne eine Prakonditionierung (PK), aus. Viele offene
Fragen bestehen in Bezug auf die Mechanismen, die diesem Effekt zu Grunde liegen.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, beteiligte Proteine zu identifizieren, sowie deren
Regulation, abhédngig von Anésthetikadosierung und Applikationshdufigkeit, zu
bestimmen. Ein weiteres Ziel stellte die Optimierung der dazu verwendeten Methode,

der 2D-PAGE, dar.

Methodik: In einem in-vivo Studiendesign wurden ménnliche Wistar-Ratten in sechs
Gruppen eingeteilt und mit verschiedenen Desflurandosen behandelt. Die Rattenherzen
wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten der PK entnommen, vorfraktioniert und
anschlieend mit Hilfe der Methode der 2D-PAGE aufgetrennt. In der vorliegenden
Arbeit wurden die Proteine der zytosolischen Fraktion mit einem isoelektrischen Punkt
im pH-Bereich 4-7 analysiert. Proteinspots die einen signifikanten Unterschied zu den
verschiedenen Behandlungszeitpunkten aufwiesen, wurden aus den SDS-Gelen

ausgeschnitten, tryptisch verdaut und mit Hilfe der Massenspektrometrie identifiziert.

Ergebnisse: Es wurden 15 Proteine gefunden, die im Rahmen der Desfluran induzierten
pharmakologischen PK akut reguliert werden. Aullerdem zeigten sich enorme dosis-
und zeitabhingige Effekte auf Proteomebene. Sieben der 15 Proteine konnten
identifiziert werden. Von diesen Proteinen wurde bisher keines im Zusammenhang mit
der Desfluran-PK, zum Teil aber im Kontext weiterer pharmokologischer bzw.
ischdmischer PK beschrieben. Der Methoden-Fehler der 2D-PAGE konnte auf <15%

minimiert werden.

Schlussfolgerung: 1. Es wurden neue Proteine im Rahmen der Desfluran-PK gefunden,
die nun eine weitergehende Untersuchung benétigen. 2. Andsthetikadosis und —
applikationshiufigkeit spielen eine enorme Rolle und lassen sich auf Proteom-Ebene
nachweisen 3. Die Methode der 2D-PAGE konnte zu einem effektiven und genauen

Tool fiir das hier angewendete explorative Studiendesign verbessert werden.
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7 ANHANG

7.1 Identifizierte Proteine

Spot 56
Proteinname: Albumin [Rattus norvegicus] ; P02770

identifizierte Peptide:

m/z Ladung Masse Aminosiduresequenz

963,44 3+ 2888,32 YMCENQATISSKLQACCDKPVLQK
AADKDNCFATEGPNLVAR +
650,30 3+ 1948,90 )
Carbamidomethyl (C)
654,00 3+ 1960,00 YTQKAPQVSTPTLVEAAR
Proteinsequenz:

Met-Lys-Trp-Val-Thr-Phe-Leu-Leu-Leu-Leu-Phe-Ile-Ser-Gly-Ser—-Ala-Phe-Ser-Arg-Gly-Val-Phe-
Arg-Arg-Glu-Ala-His-Lys-Ser-Glu-Ile-Ala-His-Arg-Phe-Lys—-Asp-Leu-Gly-Glu-Gln-His-Phe-Lys—
Gly-Leu-Val-Leu-Ile-Ala-Phe-Ser-Gln-Tyr-Leu-Gln-Lys-Cys-Pro-Tyr-Glu-Glu-His-Ile-Lys-Leu—
Val-Gln-Glu-Val-Thr-Asp-Phe-Ala-Lys-Thr-Cys-Val-Ala-Asp-Glu-Asn-Ala-Glu-Asn-Cys—Asp-Lys—
Ser-Ile-His-Thr-Leu-Phe-Gly-Asp-Lys-Leu-Cys-Ala-Ile-Pro-Lys-Leu-Arg-Asp-Asn-Tyr-Gly-Glu-
Leu-Ala-Asp-Cys-Cys-Ala-Lys-Gln-Glu-Pro-Glu-Arg-Asn-Glu-Cys—-Phe-Leu-Gln-His-Lys-Asp—-Asp—
Asn-Pro-Asn-Leu-Pro-Pro-Phe-Gln-Arg-Pro-Glu-Ala-Glu-Ala-Met-Cys-Thr-Ser-Phe-Gln-Glu-Asn-—
Pro-Thr-Ser-Phe-Leu-Gly-His-Tyr-Leu-His-Glu-Val-Ala-Arg-Arg-His-Pro-Tyr-Phe-Tyr-Ala-Pro-—
Glu-Leu-Leu-Tyr-Tyr-Ala-Glu-Lys-Tyr—-Asn-Glu-Val-Leu-Thr-Gln-Cys—-Cys—-Thr-Glu-Ser—-Asp-Lys-—
Ala-Ala-Cys-Leu-Thr-Pro-Lys—-Leu-Asp-Ala-Val-Lys-Glu-Lys-Ala-Leu-Val-Ala-Ala-Val-Arg-Gln-—
Arg-Met-Lys—-Cys-Ser—-Ser-Met-Gln-Arg-Phe-Gly-Glu-Arg-Ala-Phe-Lys-Ala-Trp-Ala-Val-Ala-Arg-
Met-Ser-Gln-Arg-Phe-Pro-Asn-Ala-Glu-Phe-Ala-Glu-Ile-Thr-Lys—-Leu-Ala-Thr-Asp-Val-Thr-Lys—
Ile-Asn-Lys-Glu-Cys-Cys—-His-Gly-Asp-Leu-Leu-Glu-Cys—-Ala-Asp-Asp-Arg-Ala-Glu-Leu-Ala-Lys—

Ser-Gln-Cys—-Leu-Ala-Glu-Ile-Glu-His-Asp-Asn-Ile-Pro-Ala-Asp-Leu-Pro-Ser-Ile-Ala-
Ala-Asp-Phe-Val-Glu-Asp-Lys—-Glu-Val-Cys-Lys—-Asn-Tyr—-Ala-Glu-Ala-Lys—-Asp-Val-Phe-Leu-Gly—
Thr-Phe-Leu-Tyr-Glu-Tyr-Ser-Arg-Arg-His-Pro-Asp-Tyr-Ser-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-Arg-Leu-Ala-
Lys-Lys-Tyr-Glu-Ala-Thr-Leu-Glu-Lys-Cys-Cys—-Ala-Glu-Gly-Asp-Pro-Pro-Ala-Cys-Tyr-Gly-Thr-
Val-Leu-Ala-Glu-Phe-Gln-Pro-Leu-Val-Glu-Glu-Pro-Lys—Asn-Leu-Val-Lys-Thr-Asn-Cys—-Glu-Leu-—
Tyr-Glu-Lys—-Leu-Gly-Glu-Tyr—-Gly-Phe-Gln-Asn-Ala-Val-Leu-Val-Arg-

Asn-Leu-Gly-Arg-Val-Gly-Thr-Lys-Cys-Cys—
Thr-Leu-Pro-Glu-Ala-Gln-Arg-Leu-Pro-Cys-Val-Glu-Asp-Tyr-Leu-Ser—-Ala-Ile-Leu—-Asn-Arg-Leu-
Cys—-Val-Leu-His-Glu-Lys-Thr-Pro-Val-Ser-Glu-Lys-Val-Thr-Lys-Cys—-Cys—-Ser-Gly—-Ser-Leu-Val-
Glu-Arg-Arg-Pro-Cys-Phe-Ser-Ala-Leu-Thr-Val-Asp-Glu-Thr-Tyr-Val-Pro-Lys—-Glu-Phe-Lys—-Ala-
Glu-Thr-Phe-Thr-Phe-His-Ser-Asp-Ile-Cys-Thr-Leu-Pro-Asp-Lys-Glu-Lys-Gln-Ile-Lys-Lys-Gln-
Thr-Ala-Leu-Ala-Glu-Leu-Val-Lys-His-Lys-Pro-Lys—-Ala-Thr-Glu-Asp-Gln-Leu-Lys—-Thr-Val-Met-
Gly-Asp-Phe-Ala-Gln-Phe-Val-Asp-Lys-Cys—-Cys—Lys—

Ser-Lys—-Glu-Ala-Leu-Ala

SEqUieAZABACOIAE  10.5%

isoelektrischer Punkt: theoretisch: 6,09 experimentell: ~6

Masse: theoretisch: 68.714 Da experimentell: ~80.000 Da
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Spot 177
Proteinname: Selenium Binding Protein 1 ; Q8VIF7

identifizierte Peptide:

m/z Ladung Masse Aminosiuresequenz
FLHDPDATQGFVGCALSSNIQR +
811,71 3+ 2433,13
Carbamidomethyl (C)
959,43 2+ 1917.,86 NTGIEAPDYLATVDVDPK
Proteinsequenz:

Met-Ala-Thr-Lys-Cys-Thr-Lys-Cys—-Gly-Pro-Gly-Tyr-Ala-Thr-Pro-Leu-Glu-Ala-Met-Lys—-Gly-Pro-—
Arg-Glu-Glu-Ile-Val-Tyr-Leu-Pro-Cys—-Ile-Tyr—-Arg-
Ser-Pro-His-Tyr-Ser-Gln-Val-Ile-His-Arg-Leu-Pro-Met-Pro-
His-Leu-Lys-Asp-Glu-Leu-His-His-Ser-Gly-Trp-Asn-Thr-Cys-Ser-Ser-Cys-Phe-Gly-Asp-Ser-Thr-
Lys-Ser-Arg-Asp-Lys—-Leu-Ile-Leu-Pro-Ser-Ile-Ile-Ser-Ser-Arg-Ile-Tyr-Val-Val-Asp-Val-Gly-
Ser-Glu-Pro-Arg-Ala-Pro-Lys-Leu-His-Lys-Val-Ile-Glu-Pro-Asn-Glu-Ile-His-Ala-Lys-Cys—Asn-—
Leu-Gly-Asn-Leu-His-Thr-Ser-His-Cys-Leu-Ala-Ser-Gly-Glu-Val-Met-Ile-Ser-Ser-Leu-Gly—-Asp-
Pro-Gln-Gly-Asn-Gly-Lys-Gly-Gly-Phe-Val-Leu-Leu-Asp-Gly-Glu-Thr-Phe-Glu-Val-Lys-Gly-Thr-
Trp-Glu-Lys-Pro-Gly-Gly-Glu-Ala-Pro-Met-Gly-Tyr-Asp-Phe-Trp-Tyr-Gln-Pro-Arg-His-Asn-Ile-
Met-Val-Ser-Thr-Glu-Trp-Ala-Ala-Pro-Asn-Val-Phe-Lys-Asp-Gly-Phe-Asn-Pro-Ala-His-Val-Glu-
Ala-Gly-Leu-Tyr-Gly-Ser-His-Ile-His-Val-Trp-Asp-Trp-Gln-Arg-His-Glu-Ile-Ile-Gln-Thr-Leu-
Gln-Met-Lys-Asp-Gly-Leu-Ile-Pro-Leu-Glu-Ile-Arg

Phe-Tyr-Lys—-Asn-Glu-Gly-Gly-Thr-Trp-Ser-
Val-Glu-Lys-Val-Ile-Gln-Val-Pro-Ser-Lys—-Lys-Val-Lys—-Gly-Trp-Met-Leu-Pro-Glu-Met-Pro-Gly—
Leu-Ile-Thr-Asp-Ile-Leu-Leu-Ser-Leu-Asp-Asp-Arg-Phe-Leu-Tyr-Phe-Ser-Asn-Trp-Leu-His-Gly-
Asp-Ile-Arg-Gln-Tyr-Asp-Ile-Ser—-Asn-Pro-Lys-Lys—-Pro—-Arg-Leu-Thr-Gly-Gln-Ile-Phe-Leu-Gly—
Gly-Ser-Ile-Val-Lys-Gly-Gly-Ser-Val-Gln-Val-Leu-Glu-Asp-Gln-Glu-Leu-Thr-Cys-Gln-Pro-Glu-
Pro-Leu-Val-Val-Lys-Gly-Lys—-Arg-Val-Pro-Gly-Gly-Pro-Gln-Met-Ile-Gln-Leu-Ser-Leu-Asp-Gly-
Lys—-Arg-Leu-Tyr-Val-Thr-Thr-Ser-Leu-Tyr-Ser—-Ala-Trp-Asp-Lys-Gln-Phe-Tyr-Pro-Asn-Leu-Ile-
Arg-Glu-Gly-Ser-Val-Met-Leu-Gln-Ile-Asp-Val-Asp-Thr-Ala-Asn-Gly-Gly-Leu-Lys—-Leu—-Asn-Pro-—
Asn-Phe-Leu-Val-Asp-Phe-Gly-Lys—-Glu-Pro-Leu-Gly-Pro-Ala-Leu-Ala-His-Glu-Leu-Arg-Tyr-Pro-—
Gly-Gly-Asp-Cys—Ser-Ser-Asp-Ile-Trp-Ile

isoelektrischer Punkt:

9,3%

theoretisch: 6,10 experimentell: ~6

Masse: theoretisch: 52.498 Da experimentell: ~55.000 Da

Spot 225
Proteinname: Succinate-Coenzyme A Ligase, ADP-forming, beta subunit [Rattus
norvegicus]

identifizierte Peptide:
m/z Ladung Masse Aminosiuresequenz
510,27 2+ 1019,54 IVFSPEEAK
549,81 2+ 1098,62 EPVDIIEGVK
667,33 2+ 1333,66 ILACDDLDEAAK + Carbamidomethyl (C)
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Proteinsequenz:

Met-Ala-Ala-Ser-Met-Phe-Phe-Gly-Arg-Gln-Leu-Ala-Ala-Ala-Ala-Leu-Arg-Ser-His-Arg-Ser-Gln-—
Thr-Thr-Val-Arg-Ala-Thr-Ala-Gln-Ala-Leu-Gly-Ser—-Ser-Gly-Leu-Phe-Asn-Lys-His-Gly-Phe-Gln-
Met-Gln-Gln-Gln-Gln-Gln-Gln-Gln-Arg-Ser-Leu-Ser-Leu-His-Glu-Tyr-Leu-Ser-Met-Glu-Leu-Leu-—
Gln-Glu-Ala-Gly-Val-Ser-Val-Pro-Lys—Gly-Phe-Val-Ala-Lys-Ser—-Ser—-Asp-Glu-Ala-Tyr-Ala-Ile-
Ala-Lys-Lys—-Leu-Gly-Ser-Lys—-Asp-Val-Val-Ile-Lys—-Ala-Gln-Val-Leu-Ala-Gly-Gly-Arg-Gly-Lys—
Gly—Thr—Phe—Thr—Ser—Gly—Leu—Lys—Gly—Gly—Val—Lys—_Z—\l a-
Val-Ser-Ser-Gln-Met-Ile-Gly-Gln-Lys-Leu-Ile-Thr-Lys-Gln-Thr-Gly-Ala-Lys-Gly-Arg-Ile-Cys—
Asn-Gln-Val-Leu-Val-Cys—-Glu-Arg-Lys-Tyr-Pro-Arg-Arg-Glu-Tyr-Tyr-Phe-Ala-Ile-Thr-Met-Glu-
Arg-Ser-Phe-Gln-Gly-Pro-Val-Leu-Ile-Gly—-Ser-Ser-Gln-Gly-Gly—-Val-Asn-Ile-Glu-Asp-Val-Ala-—
Ala-Glu-Asn-Pro-Glu-Ala-Ile-Val-Lys— Lys-Glu-Gln-
Ala-Val-Thr-Leu-Ala-Lys-Lys—-Met-Gly-Phe-Pro-Ser-Asn-Ile-Val-Asp-Ser-Ala-Ala-Glu-Asn-Met—
Ile-Lys-Leu-Tyr-Asn-Leu-Phe-Leu-Lys-Tyr—-Asp-Ala-Thr-Met-Val-Glu-Ile-Asn-Pro-Met-Val-Glu-—
Asp-Ala-Asp-Gly-Lys—-Val-Leu-Cys—Met-Asp-Ala-Lys—-Ile-Asn-Phe-Asp-Ser—-Asn-Ser-Ala-Tyr—-Arg-—
Gln-Lys—-Lys—-Ile-Phe-Ala-Leu-Gln-Asp-Trp-Ser-Gln-Glu-Asp-Glu-Arg-Asp-Lys—-Asp-Ala-Ala-Asp-
Ala-Asp-Ile-Asn-Tyr-Ile-Gly-Leu-Asp-Gly-Asn-Ile-Gly-Cys-Leu-Val-Asn-Gly-Ala-Gly-Leu-Ala-
Met-Ala-Thr-Met-Asp-Ile-Ile-Lys-Leu-His-Gly-Gly-Thr-Pro-Ala-Asn-Phe-Leu-Asp-Val-Gly-Gly-
Gly-Ala-Thr-Val-His-Gln-Val-Thr-Glu-Ala-Phe-Lys-Leu-Ile-Thr-Ser-Asp-Lys-Arg-Val-Gln-Ala-
Ile-Leu-Val-Asn-Ile-Phe-Gly-Gly-Ile-Met-Arg-Cys-Asp-Ile-Ile-Ala-Gln-Gly-Ile-Val-Met-Ala-—
Val-Lys-Asp-Leu-Glu-Ile-Arg-Ile-Pro-Val-Val-Val-Arg-Leu-Gln-Gly-Thr-Arg-Val-Asp-Asp-Ala-—
Lys—-Ala-Leu-Ile-Ala-Asp-Ser—-Gly-Leu-Lys-|
Met-Val-Val-Lys-Leu-Ser-Glu-Ile-Val-Thr-Leu-Ala-Lys-Glu-Ala-His-Val-Asp-Val-Lys—-Phe-Gln-
Leu-Pro-Ile—

Sequenzabdeckung:  8.0%

Peptide Mass Fingerprint (PMF): 25,4% Sequenzabdeckung

isoelektrischer Punkt: theoretisch: 7,57 experimentell: ~6
Masse: theoretisch: 50.274 Da experimentell: ~48.000 Da
Spot 319

Proteinname: Complement Component 1, q subcomponent binding protein [Rattus
norvegicus]

identifizierte Peptide:
m/z Ladung Masse Aminosiuresequenz
566,33 3+ 1696,99 AFVEFLTDEIKEEK
749,71 3+ 2247,10 AEEQEPELTSTPNFVVEVTK
771,35 2+ 1541,69 EVSFQTTGDSEWR
954,80 3+ 2862,38 ITVTENINNSIPPTFDGEEEPSQGQK
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Proteinsequenz:

Met-Leu-Pro-Leu-Leu-Arg-Cys-Val-Pro-Arg-Ala-Leu-Gly-Ala-Ala-Ala-Thr-Gly-Leu-Arg-Ala-Ser—
Ile-Pro-Ala-Pro-Pro-Leu-Arg-His-Leu-Leu-Gln-Pro-Ala-Pro-Arg-Pro-Cys—-Leu-Arg-Pro-Phe-Gly-
Leu-Leu-Ser-Val-Arg-Ala-Gly-Ser-Ala-Arg-Arg-Ser—-Gly-Leu-Leu-Gln-Pro-Pro-Val-Pro-Cys—-Ala-
Cys-Gly-Cys-Gly-Ala-Leu-His-Thr-Glu-Gly-Asp-Lys—
Lys-Ile-Gln-Lys-His-Lys-Ser-Leu-Pro-Lys-Met-Ser-Gly-Asp-Trp-Glu-Leu-Glu-
Val-Asn-Gly-Thr-Glu-Ala-Lys-Leu-Leu-Arg-Lys-Val-Ala-Gly-Glu-Lys—

Thr-Asp-Gly-Lys-—
Lys—-Thr-Leu-Val-Leu-Asp-Cys-His-Tyr-Pro-Glu-Asp-Glu-Ile-Gly-His-Glu-Asp-Glu-Ala-Glu-Ser-
Asp-Tle-Phe-Ser-Ile-Lys- |l c GG S s S GNP ARG " 5 p— Thr ~Asn
Tyr-Thr-Leu-Asn-Thr-Asp-Ser-Leu-Asp-Trp-Ala-Leu-Tyr-Asp-His-Leu-Met-Asp-Phe-Leu-Ala-Asp-—
Arg-Gly-Val-Asp-Asn-Thr-Phe-Ala-Asp-Glu-Leu-Val-Glu-Leu-Ser-Thr-Ala-Leu-Glu-His-Gln-Glu-
Tyr-Ile-Thr-Phe-Leu-Glu-Asp-Leu-Lys—-Ser-Phe-Val-Lys—-Ser-Gln-His

SEqUicAZabAcoRAE  28.3%

1soelektrischer Punkt: theoretisch: 4,77 experimentell: ~4,5
Masse: theoretisch: 30.978 Da experimentell: ~33.000 Da
Spot 514

Proteinname: Inorganic Pyrophosphatase 2, isoform CRA_a [Rattus norvegicus]

identifizierte Peptide:
m/z Ladung Masse Aminosiuresequenz
658,33 3+ 1972,99 MEIATEEPLNPIKQDTK + Oxidation (M)
696,37 2+ 1391,74 SLVESIPTPSMSK + Oxidation (M)
Proteinsequenz:

Met-Arg-Ala-Leu-Leu-Pro-Leu-Leu-Ser-Val-Gly-Arg-Gly-Trp-Arg-Val-Gly-Ala-Ala-Ala-Leu-Pro-
Pro-Arg-Arg-Val-Met-Ser-Leu-Tyr-Arg-Thr-Glu-Glu-Leu-Gly-His-Pro-Arg-Ser-Lys—-Asp-Tyr-Arg—
Leu-Phe-Phe-Lys-His-Val-Ala-Gly-His-Tyr-Ile-Ser-Pro-Phe-His-Asp-Ile-Pro-Leu-Lys-Ala-Asp-—
Cys—Glu-Glu-Glu-His-Gly-Ile-Pro-Arg-Lys—-Lys—-Ala-Arg-Asn-Asp-Glu-Tyr-Lys-Ala-Ser-Phe-Asn-—
Met-Val-Val-Glu-Ile-Pro-Arg-Trp—-Thr-Asn-Ala-Lys—
Asn-Gly-Arg-Leu-Arg-Tyr-Thr-Pro-Asn-Ile-Phe-Pro-His-Lys-Gly-
Tyr-Ile-Trp-Asn-Tyr-Gly-Ala-Leu-Pro-Gln-Val-Leu-Ser-Arg-Gly-Asp-Val-Val-His-Val-Lys-Ile-
Leu-Gly-Thr-Leu-Ala-Leu-Ile-Asp-Gln-Ser-Glu-Thr-Asp-Trp-Lys-Ile-Ile-Ala-Ile-Asn-Val-Asn-
Asp-Pro-Glu-Ala-Glu-Lys-Phe-His-Asp-Ile-Asp-Asp-Val-Lys-Lys-Phe-Lys-Pro-Gly-Tyr-Leu-Glu-
Ala-Thr-Val-Asn-Trp-Phe-Arg-Leu-Tyr-Lys—-Val-Pro-Asp-Gly-Lys—-Pro-Glu-Asn-Lys—-Phe-Ala-Phe-
Asn-Gly-Glu-Phe-Lys—-Asn-Lys-Ala-Phe-Ala-Leu-Glu-Val-Ile-Asn-Ser-Ala-His-Glu-His-Trp-Lys—
Glu-Met-Val-Met-Lys-Lys-Cys—-Asp-Lys-Gly-Ala-Ile-Ser-Cys-Val-Asn-Val-His-Ile-Cys—-Asp-Ser—
Pro-Phe-His-Cys—-Thr-Thr-Glu-Glu-Ala-
Ser-Ser-Val-Glu-Glu-Glu-Val-Trp-His-Phe-Leu-Arg-Asn

Sequenzabdeckung:  11.3%

PMEF: 30,6% Sequenzabdeckung

isoelektrischer Punkt: theoretisch: 8,17 experimentell: ~6,2

Masse: theoretisch: 34618 Da experimentell: ~37.000 Da
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Spot 537
Proteinname: NADH Dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 1, 75kDa [Rattus
norvegicus] ; Q66HF1

identifizierte Peptide:

m/z Ladung Masse Aminosiuresequenz
1062,50 3+ 3185,50 LGEVSPNLVRYDDVEEADYFQQASELAK
Proteinsequenz:

Met-Leu-Arg-Ile-Pro-Val-Lys—-Arg-Ala-Leu-Ile-Gly-Leu-Ser-Lys—Ser-Pro-Lys-Gly-Tyr-Val-Arg-
Ser—-Thr-Gly-Thr-Ala-Ala-Ser-Asn-Leu-Ile-Glu-Val-Phe-Val-Asp-Gly-Gln-Ser-Val-Met-Val-Glu-
Pro-Gly-Thr-Thr-Val-Leu-Gln-Ala-Cys-Glu-Lys-Val-Gly-Met-Gln-Ile-Pro-Arg-Phe-Cys-Tyr-His—
Glu-Arg-Leu-Ser-Val-Ala-Gly-Asn-Cys—-Arg-Met-Cys-Leu-Val-Glu-Ile-Glu-Lys—-Ala-Pro-Lys-Val-
Val-Ala-Ala-Cys-Ala-Met-Pro-Val-Met-Lys—-Gly-Trp-Asn-Ile-Leu-Thr-Asn-Ser-Glu-Lys—Ser-Lys—
Lys—-Ala-Arg-Glu-Gly-Val-Met-Glu-Phe-Leu-Leu-Ala-Asn-His-Pro-Leu-Asp-Cys-Pro-Ile-Cys—Asp-—
Gln-Gly-Gly-Glu-Cys-Asp-Leu-Gln-Asp-Gln-Ser-Met-Met-Phe-Gly-Ser-Asp-Arg-Ser-Arg-Phe-Leu-
Glu-Gly-Lys—-Arg-Ala-Val-Glu-Asp-Lys—Asn-Ile-Gly-Pro-Leu-Val-Lys—-Thr-Ile-Met-Thr-Arg-Cys-—
Ile-Gln-Cys—-Thr-Arg-Cys—-Ile-Arg-Phe-Ala-Ser-Glu-Ile-Ala-Gly-Val-Asp-Asp-Leu-Gly-Thr-Thr-
Gly-Arg-Gly-Asn-Asp-Met-Gln-Val-Gly-Thr-Tyr-Ile-Glu-Lys—-Met-Phe-Met-Ser-Glu-Leu-Ser-Gly-
Asn-Ile-Ile-Asp-Ile-Cys-Pro-Val-Gly-Ala-Leu-Thr-Ser-Lys-Pro-Tyr-Ala-Phe-Thr-Ala-Arg-Pro-
Trp-Glu-Thr-Arg-Lys—-Thr-Glu-Ser-Ile-Asp-Val-Met-Asp-Ala-Val-Gly-Ser—-Asn-Ile-Val-Val-Ser-
Thr-Arg-Thr-Gly-Glu-Val-Met-Arg-Ile-Leu-Pro-Arg-Met-His-Glu-Asp-Ile-Asn-Glu-Glu-Trp-Ile-
Ser-Asp-Lys—-Thr-Arg-Phe-Ala-Tyr-Asp-Gly-Leu-Lys—Arg-Gln-Arg-Leu-Thr-Glu-Pro-Met-Val-Arg-
Asn-Glu-Lys—-Gly-Leu-Leu-Thr-Tyr-Thr-Ser-Trp-Glu-Asp-Ala-Leu-Ser-Arg-Val-Ala-Gly-Met-Leu-
Gln-Ser-Phe-Glu-Gly-Lys—-Ala-Val-Ala-Ala-Ile-Ala-Gly-Gly-Leu-Val-Asp-Ala-Glu-Ala-Leu-Val-
Ala-Leu-Lys—-Asp-Leu-Leu-Asn-Lys—-Val-Asp-Ser-Asp-Thr-Leu-Cys—-Thr-Glu-Glu-Ile-Phe-Pro-Asn-—
Glu-Gly-Ala-Gly-Thr-Asp-Leu-Arg-Ser—Asn-Tyr—-Leu-Leu-Asn-Thr-Thr-Ile-Ala-Gly-Val-Glu-Glu-
Ala-Asp-Val-Val-Leu-Leu-Val-Gly-Thr-Asn-Pro-Arg-Phe-Glu-Ala-Pro-Leu-Phe-Asn-Ala-Arg-Ile-—
Arg-Lys—Ser-Trp-Leu-His-Asn-Asp-Leu-Lys-Val-Ala-Leu-Ile-Gly-Ser-Pro-Val-Asp-Leu-Thr-Tyr-—
Arg-Tyr—-Asp-His-Leu-Gly-Asp-Ser-Pro-Lys-Ile-Leu-Gln-Asp-Ile-Ala-Ser-Gly-Asn-His-Glu-Phe-
Ser-Lys—-Val-Leu-Asn-Ala-Ala-Lys-Lys—-Pro-Met-Val-Val-Leu-Gly-Ser—-Ser—-Ala-Leu-Gln-Arg-Asp-—
Asp-Gly-Ala-Ala-Ile-Leu-Ala-Ala-Val-Ser—-Ser-Ile-Ala-Gln-Lys—-Ile-Arg-Val-Ala-Ser—-Gly-Ala-
Ala-Ala-Glu-Trp-Lys—-Val-Met-Asn-Ile-Leu-His-Arg-Ile-Ala-Ser-Gln-Val-Ala-Ala-Leu-Asp-Leu-
Gly-Tyr-Lys—-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ile-Arg-Lys—-Asn-Pro-Pro-Lys-Leu-Leu-Phe-Leu-Leu-Gly-Ala-
Asp-Gly-Gly-Cys-Ile-Thr-Arg-Gln-Asp-Leu-Pro-Lys—-Asp-Cys—-Phe-Ile-Val-Tyr-Gln-Gly-His-His-
Gly-Asp-Val-Gly-Ala-Pro-Ile-Ala-Asp-Val-Ile-Leu-Pro-Gly-Ala-Ala-Tyr-Thr-Glu-Lys—-Ser—-Ala-
Thr-Tyr-Val-Asn-Thr-Glu-Gly-Arg-Ala-Gln-Gln-Thr-Lys-Val-Ala-Val-Thr-Pro-Pro-Gly-Leu-Ala-
Arg-Glu-Asp-Trp-Lys-Ile-Ile-Arg-Ala-Leu-Ser-Glu-Ile-Ala-Gly-Ile-Thr-Leu-Pro-Tyr—-Asp-Thr-
Leu-Asp-Gln-Val-Arg—Asn-—

Val-Asp-Gln-Glu-Phe-Leu-Ala—-Asp—
Pro-Leu-Val-Pro-Pro-Gln-Leu-Thr-Ile-Lys—-Asp-Phe-Tyr-Met-Thr-Asp-Ser-Ile-Ser-Arg-Ala-Ser-
Gln-Thr-Met-Ala-Lys-Cys—-Val-Lys-Ala-Val-Thr-Glu-Gly-Ala-Gln-Ala-Val-Glu-Glu-Pro-Ser-Ile-
Cys

Sequenzabdeckung:  4.1%

isoelektrischer Punkt: theoretisch: 5,65 experimentell: ~5,1

Masse: theoretisch: 79.362Da  experimentell: ~45.000 Da
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8 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

2D-PAGE = 2 dimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese
ADP = Adenosindiphosphat

ASB = Aminosulfobetain

ATP = Adenosintriphosphat

BSA = bovines Serumalbumin

DES-PC = Desfluran Prikonditionierung
DIGE = Differential in gel electrophoresis
DTT = Dithiothreitol

ESI = Elektrosprayionisation

GTP = Guanosintriphosphat

HED = Hydroxyethyldisulfid

IAA = lodacetamid

ICD = International Classifications of Diseases
IEF = Isoelektrische Fokussierung

IM = innere Mitochondrienmembran

IMA = Ischemia Modified Albumin

IPG = immobiline pH-Gradient

MAC = minimale alveoldre Konzentration
MPT = Mitochondrial Permealibility Transtion
MS = Massenspektrometer

NAD = Nicotinamidadenindinukleotid
NO = Stickstoffmonoxid

PKC = Protein Kinase C

PMF = Peptide Mass Fingerprint

PP; = Pyrophosphat

ROS = reactive oxygen species

SDS = Sodiumdodecylsulfat

SBP = Selenium Binding Protein

TCA = Trichloressigsdure

TOF = Time of Flight

TU = Thiourea
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