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Zusammenfassung

Prakonditionierung (PC) mit volatilen Anasthetika fihrt zu einer Myokardprotektion
gegen nachfolgende Ischamien und kann durch Hyperglykdmie blockiert werden.
Verschiedene Substrate, unter anderem mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK),
sind an der zellularen Signaltransduktion der Protektion beteiligt, wurden jedoch noch

nicht beziglich ihrer Rolle wahrend hyperglykdmer Stoffwechsellage untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es zu klaren, ob die Desfluran-Prakonditionierung (DesPC) durch
akute Hyperglykdmie am Rattenmodell in vivo blockiert wird. Zudem sollte untersucht
werden, in welcher Phase eine mogliche Blockade stattfindet und ob die MAPK ERK,
JNK und p38 wahrend einer frih induzierten Hyperglykdmie unter DesPC
unterschiedlich reguliert werden. Hierzu wurde bei Ratten in vivo eine temporare
regionale Myokardischamie induziert und die resultierende Infarkigrole nach
unterschiedlicher Vorbehandlung der Herzen verglichen. Es zeigte sich nach DesPC
(2x5 min., 1 minimale alveoldre Konzentration) eine signifikante InfarktgréRen-
reduktion, welche sowohl durch frih (vor der Ischamie) als auch spat (wahrend der
Ischamie) induzierte Hyperglykdmie (Glukoselésung 50%, Blutzucker 500-600 mg/dl)
vollstandig aufgehoben wurde. Um die molekularen Mechanismen und die Beteiligung
der MAPK ERK, JNK und p38 zu entschlisseln, wurden Herzen der Gruppen DesPC,
FH (frihe Hyperglykdmie) und FH+DesPC zusatzlich mittels Western Blot untersucht.
Hierbei zeigten alle MAPK ein ahnliches Phosphorylierungsmuster im Zeitverlauf der
jeweiligen Gruppen. Eine Zunahme der Phosphorylierung der MAPK war im

hyperglykdmen Myokard zu ausgewahlten Zeitpunkten nachweisbar.

Diese Arbeit zeigt zum ersten Mal, dass Hyperglykdmie in der Lage ist die
Prakonditionierung durch Desfluran aufzuheben und dass diese Blockade in der
Mediatorphase oder in der Trigger- und Mediatorphase der Prakonditionierung
stattfindet. Die Enzyme ERK, JNK und p38 scheinen innerhalb des untersuchten

Abschnittes des Signalweges nur bedingt an der Blockade beteiligt zu sein.

Krefeld, Marz 2014
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1.1 Koronare Herzkrankheit und Myokardinfarkt,

Diabetes mellitus und Hyperglykamie

In unserer Bevolkerung steigt der Anteil alterer Menschen stetig an - und damit auch
die Rate an altersbedingten Erkrankungen. Immer mehr Patienten leiden unter
Bluthochdruck, koronarer Herzkrankheit und Diabetes mellitus. Bestehen diese
Vorerkrankungen, steigt fur den betroffenen Patienten das Risiko einen akuten
Myokardinfarkt zu erleiden. Unter anderem sind Chirurgen und Ané&sthesisten mit
dieser Entwicklung konfrontiert und mussen verstarkt darauf achten, das Risiko
kardiovaskularer Komplikationen wahrend einer Operation so weit wie mdglich zu

reduzieren.

1.1.1 Koronare Herzkrankheit und Myokardinfarkt

Jedes Jahr versterben in Deutschland etwa 350.000 Menschen an Herz-
Kreislauferkrankungen, zu denen die koronare Herzkrankheit (KHK) und der akute
Myokardinfarkt (AMI) gezahlt werden'. Die KHK ist charakterisiert durch
atherosklerotische Veranderungen der Herzkranzarterien, die im fortgeschrittenen
Stadium zu einer regionalen Minderperfusion der durch die betroffene Koronararterie
versorgten Myokardabschnitte fihren. Durch diese flusslimitierenden Koronarstenosen
kommt es zur Koronarinsuffizienz, das heil3t zu einem Missverhaltnis zwischen
Sauerstoffangebot und -bedarf des Herzens und in Folge dessen zu einer
Myokardischamie. Klinisch kann sich die KHK als Angina pectoris, Myokardinfarkt,
Herzinsuffizienz, Herzrhythmusstérung oder als lebensbedrohliches Akutes
Koronarsyndrom (instabile Angina pectoris, akuter Myokardinfarkt, plotzlicher Herztod)
manifestieren. Laut Todesursachenstatistik fur das Jahr 2012 macht die KHK 14,7%
aller Todesfélle aus und ist damit die fuhrende Todesursache in Deutschland. Der
akute Myokardinfarkt folgt mit einer Haufigkeit von 6%'. Im Rahmen des Projektes
,MONICA® der Weltgesundheitsorganisation wurde eine Letalitat nach erstem AMI von
51% bei Frauen und 49% bei Mannern angegeben?® Ein bedeutender Risikofaktor fiir
die Entwicklung einer KHK bei einem Patienten ist unter anderem das Vorliegen eines

Diabetes mellitus.
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1.1.2 Diabetes mellitus und Hyperglykamie

Der Diabetes mellitus (DM) ist eine chronische Stoffwechselerkrankung, bei der es
infolge  eines  absoluten  oder relativen Insulinmangels zu  erhdhten
Blutglukosekonzentrationen kommt. Per Definition bedeutet dies, dass der Anteil
glykierten (mit Glukose gekoppelten) Hamoglobins (HbA1c-Wert) = 6,5% liegt oder ein
Blutzuckerwert bei nichternen Patienten = 126 mg/dl bzw. bei nicht nlichternen
Patienten mit klassischen Symptomen = 200 mg/dl oder im oralen Glukosetoleranztest
von = 200 mg/dl nach 2 Stunden vorliegt’. Etwa 90% der Diabetiker weisen einen
Diabetes mellitus Typ 2 auf*, welcher durch einen relativen Insulinmangel (bedingt
durch Insulinresistenz und Insulinsekretionsstérung) charakterisiert ist. Etwa 5-10%
leiden unter einem juvenilen Diabetes mellitus Typ 1* und damit unter einem absoluten
Insulinmangel. Weitere Formen, zum Beispiel genetisch bedingte Veranderungen oder

der schwangerschaftsinduzierte Diabetes mellitus, treten deutlich seltener auf®.

Nach Schatzungen der Internationalen Diabetesvereinigung (/nternational Diabetes
Federation) lag der Anteil der an Diabetes mellitus erkrankten deutschen Erwachsenen
im Jahr 2013 bei rund 12%°. Zusétzlich wurde bei etwa 9% der Deutschen eine
verminderte Glukosetoleranz vermutet®. Eine Untersuchung in Siiddeutschland hat
sogar eine DM Pravalenz von 17% bei Erwachsenen zwischen 55 und 74 Jahren
ermittelt. In der Halfte der Falle wurde der DM jedoch erst im Rahmen der Studie
diagnostiziert. Zusatzlich hatten 23% der Untersuchten eine verminderte

Glukosetoleranz oder erhdhte Niichternblutzuckerwerte®.

Hyperglykamien (Blutzuckerwerte = 120 mg/dl oder = 6,67 mmol/l) kommen im
Rahmen von Stoffwechselentgleisungen bei Diabetikern vor, aber auch wahrend
Operationen, Infektionen und in anderen Stresssituationen. Uber das physiologische
Maly erhdhte Blutzuckerwerte verschlechtern bei hospitalisierten Patienten das
Outcome: Diese Patienten haben im Vergleich zu normoglykdmen Patienten oder
bereits bekannten Diabetikern ein vielfach hdéheres Risiko, im Krankenhaus zu
versterben, mussen haufiger intensivmedizinisch behandelt werden und haben im

Durchschnitt eine langere Krankenhausverweildauer’.

1.1.3 Gestorte Glukosetoleranz und KHK

Verschiedene Arbeiten konnten unabhdngig von anderen Risikofaktoren ein
dosisabhangiges Verhaltnis zwischen Glukoseintoleranz und KHK Inzidenz, KHK

Mortalitdt und Gesamtmortalitit zeigen®'?: Je héher der Niichtern- und postprandiale
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Blutzuckerwert ist, desto hdher ist das Risiko, an einer KHK oder einem Myokardinfarkt
zu erkranken oder zu versterben. Das gilt auch im normoglykdmen Bereich'*'. Grund
daflr scheint zu sein, dass eine akute Hyperglykdmie bei Patienten mit Risikofaktoren
fur Arteriosklerose eine mikrovaskulare Dysfunktion an den Koronarien, die gesteigerte
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (oxidativer Stress) und eine erhéhte sympathische
Aktivierung mit méglicher koronarer Vasokonstriktion auslést”. Die im Rahmen eines
Krankenhausaufenthaltes neu entdeckten Hyperglykdmien sind mit einem schlechteren
funktionellen und klinischen Outcome (langere Krankenhausverweildauer, haufigere
intensivmedizinische Behandlung, weniger direkte Entlassungen ins h&usliche Umfeld)
und signifikant hdheren Mortalitatsraten bei Patienten mit und ohne Diabetes mellitus in
der Vorgeschichte assoziiert’: fiir diese Patientengruppe besteht ein 18,3-faches Risiko
zu sterben, im Gegensatz zu einem 2,7-fachen Risiko bei bereits bekanntem DM’. Des
Weiteren wurde nachgewiesen, dass kardiovaskulare Risikofaktoren (héhere Werte fur
Body Mass Index, Hiftumfang, systolischen Blutdruck, Triglyceridwert) bei Patienten
mit neu diagnostiziertem DM® oder verminderter Glukosetoleranz® haufiger vorkamen

als bei Patienten mit normaler Glukosetoleranz.

Umgekehrt liegt bei 59% aller KHK Patienten eine gestdrte Glukosetoleranz oder ein
DM vor™. Auch der Schweregrad der KHK zeigt eine Assoziation zur Haufigkeit der
verminderten Glukosetoleranz: Patienten mit stark ausgepragter KHK haben
gleichzeitig ofter eine verminderte Glukosetoleranz oder einen Diabetes mellitus als
Patienten mit weniger stark ausgepragter KHK'>'®. Drechsler und Kollegen haben in
einer Untersuchung bei KHK Patienten in Deutschland festgestellt, dass der DM bei
diesen Patienten haufig unerkannt bleibt. So zeigte sich bei mehr als einem Drittel der
untersuchten KHK Patienten ohne bereits diagnostiziertem DM eine verminderte

Glukosetoleranz im oralen Glukosetoleranztest'®.

1.1.4 Stresshyperglykamie

Unter Stresshyperglykdmie wird die vorlibergehende Blutzuckererhdhung in

Stresssituationen verstanden.

Der Korper reguliert die Blutglukosekonzentration Uber verschiedene Mechanismen:
hormonell, neuronal und (ber hepatische Autoregulation’. Durch akute
Stresssituationen, zum Beispiel beim akuten Myokardinfarkt, im Rahmen von
Operationen oder bei kritisch kranken Patienten’ kommt es iiber die Aktivierung der
Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren Achse zu Hyperglykdamien. Diese resultieren

vor allem aus vermehrter Glukoseproduktion durch gesteigerte Glykogenolyse,
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Lipolyse und  Glukoneogenese und Resistenz  der Insulin-vermittelten

Glukoseaufnahme in der Muskulatur'®,

In verschiedenen Untersuchungen bei Patienten mit AMI konnte gezeigt werden, dass
sowohl bei Diabetikern als auch bei Nicht-Diabetikern der Blutzuckerwert bei
Krankenhausaufnahme des Patienten einen unabhangigen Risikofaktor flr die
Langzeitmortalitat’®?® und fir das Verbleiben groRerer Infarktareale?” darstellt.
Stresshyperglykdmie ist mit einem erhdhten Mortalitdts-Risiko im Krankenhaus
assoziiert”®*'. Auch bei Nicht-Diabetikern steigt durch Stresshyperglykamie das Risiko
eines Herzversagens®', schwerer Arrhythmien® oder eines kardiogenen Schocks®"*.
Die Messung des Nuchternblutzuckers und die Messung des Blutzuckers nach zwei
Stunden wahrend eines oralen Glukosetoleranztestes kénnen bei Patienten mit AMI
nutzlich sein, um Betroffene mit einem hohen Risiko fir die Entwicklung eines DM
frihzeitig zu identifizieren®. Bei Nicht-Diabetikern stellt die Hohe des
Nuchternblutzuckers einen unabhangigen Risikofaktor fiir die Mortalitat innerhalb von
30 Tagen nach AMI dar*. Die Behandlung der Hyperglykdmie mit Insulin, ob bei
Diabetikern oder Nicht-Diabetikern, reduziert Morbiditdt und Mortalitdt auch bei kritisch

kranken Patienten®.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Hyperglykamien auch bei
Patienten ohne Diabetes mellitus in der Klinik sehr haufig vorkommen und das Risiko
fur Morbiditat und Mortalitat der Patienten signifikant steigern. Ein Erklarungsansatz fur
dieses Phanomen konnte die Blockade endogener Protektionsmechanismen durch
Hyperglykdmie und DM sein. In der vorliegenden Arbeit wurde nach
molekularbiologischen Ursachen dieser nachteiligen Wirkung auf Ebene der mitogen-

aktivierten Proteinkinasen gesucht.

1.1.5 Pathophysiologie - Ischamie und Reperfusion

Eine Ischamie entsteht infolge eines insuffizienten lokalen (arteriellen) Blutflusses, der
dazu fuhrt, dass gemessen am Energiebedarf einer Zelle, eines Zellverbandes,
Gewebes oder Organs eine unzureichende Versorgung mit essentiellen Stoffen wie

36,37
%

Sauerstoff (Hypoxie) entsteh . Infolge dessen verandert sich der intrazellulare

Metabolismus und die Struktur der Zellen: Die Energiegewinnung aus anaerober

Glykolyse fiihrt zu vermehrtem Anfall von Laktat®®

und zu einem Mangel an Glykogen
und energiereichen Phosphaten wie Adenosintriphosphat (ATP)*. Im hypoxischen
Gewebe entsteht eine Veranderung des Membranpotentials und der lonenverteilung

und es kommt zum Anschwellen (Odem) der Zellen*®. Am Endothel wird die Bildung
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proinflammatorischer Genprodukte (z.B. Zytokine, Leukozyten-Adhasionsmolekiile)
beglnstigt, wahrend die Bildung anderer Produkte (z.B. der Stickstoffmonoxid
Synthase, NOS) unterdriickt wird®®. Insgesamt befindet sich das Gewebe
ischdmiebedingt in einem entziindlich veranderten, vulnerablen Zustand®*¢. Wird die
Ischamietoleranz des entsprechenden Gewebes Uberschritten, kommt es in der Folge
zur Nekrose, das heildt zum Zelltod und Untergang des betroffenen Gewebes. Kann
jedoch eine baldige Reperfusion (Wiederherstellung des Blutflusses) des
Risikogebietes erreicht werden, wird oft ein Teil des betroffenen Gewebes in seiner
Funktion erhalten. Die Reperfusion kann allerdings auch die durch die Ischamie
bedingten schadliche Reaktionen an den Endothelzellen aggravieren und einen
zusatzlichen Zellverlust hervorrufen, den so genannten Reperfusionsschaden”. Dieser
ist definiert als die Konversion reversibel geschadigter Zellen hin zu irreversiblen
metabolischen,  funktionellen  und  strukturellen  Zellveranderungen  nach
Wiederherstellung des Blutflusses, induziert durch die Reperfusion®’. Das wahrend der
Ischamie exzessiv produzierte Xanthin und Hypoxanthin wird wahrend der Reperfusion
in freie Sauerstoffradikale umgewandelt®, welche zum einen Proteine (z.B. der
Zellmembran) direkt schadigen, zum anderen die Aktivierung und Chemotaxis
neutrophiler Granulozyten verstarken*®*'. Die verminderte Freisetzung und der daraus
folgende Mangel an Stickstoffmonoxid (NO) beglnstigt die endotheliale
Plattchenadhasion und fiihrt zu einer gesteigerten mikrovaskularen Permeabilitat®’. Die
an den Endothelzellen vermehrt exprimierten Adhasionsmolekile ermdglichen die
transendotheliale Einwanderung von Granulozyten. Diesen wird eine zentrale Rolle bei
der Entstehung des Reperfusionsschadens zuteil: die neutrophilen Granulozyten
erzeugen eine Entziindungsreaktion** durch die Freisetzung von Arachidonsaure und
deren Metabolisierung zu Leukotrienen sowie weiteren Botenstoffen, die Freisetzung
weiterer Sauerstoffradikale und proteolytischer lysosomaler Enzyme®*®. Hierdurch
akkumulieren wiederum weitere neutrophile Granulozyten in diesem Gebiet. Es
resultiert schlieRlich eine mikrovaskulare Dysfunktion mit - durch erhdhte
Endotheldurchlassigkeit bedingter - Odembildung, steigendem Gewebedruck und
Schaden an Zellmembran, Zytoskelett und Zellorganellen®®. Die folgende Abbildung
stellt die komplexe Entwicklung des Reperfusionsschadens vereinfacht schematisch

dar.
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Abb. 1.1: Entwicklung des Reperfusionsschadens bis hin zum Herzversagen. Die Bildung freier
Sauerstoffradikale (ROS) verstarkt die Granulozytenaktivierung und den Entziindungsprozess, der
schlieBlich eine gesteigerte Endotheldurchlassigkeit, Odembildung und erhéhten Gewebedruck hervorruft.
Dies wiederum verursacht eine Ischamie, die in Zellschadigung und Zelltod resultiert, was wiederum eine
Reduktion der Pumpfunktion hervorruft und erneut in Ischamie und Zellschadigung resultiert.

Verschiedenste Ursachen kdnnen eine Ischamie bedingen, am haufigsten dafir
verantwortlich sind Stenosen aufgrund einer veranderten Morphologie der Blutgefale
(Vasokonstriktion bei Kreislaufzentralisation, Atherosklerose, arterieller
Gefalverschluss). Des Weiteren entstehen Gefalverschlisse im Rahmen von

Embolien, Thrombosen oder Dissektionen.

Am Herzen gehen haufig atherosklerotische Veranderungen der Koronargefél3e einer
Stenose voraus. Akute Myokardischamien fihren am menschlichen Herzen oft zu
verhangnisvollen Folgen, da unter physiologischen Verhaltnissen keine Kollateralen
zwischen den Herzkranzgefallen bestehen. Das Herzmuskelgewebe jenseits der
koronaren Stenose wird vermindert mit Sauerstoff versorgt, es kommt zur
Koronarinsuffizienz. Kann dieses ischamische Risikogebiet nicht zigig reperfundiert
werden, entwickelt sich eine Nekrose und Narbengewebe, welches zu
Wandbewegungsstérungen und Abnahme der ventrikuldren Funktion und damit zu
Herzinsuffizienz und Herzrhythmusstérungen fihren kann. Ein AMI ohne Reperfusion
verursacht also einen enormen zellularen Schaden. Ein Infarkt mit Reperfusion
hingegen fuhrt zu deutlicher Reduktion der InfarktgroRe, hinterldsst jedoch den
Reperfusionsschaden. Dieser scheint umso ausgepragter zu sein, wenn Risikofaktoren
fur die Entstehung einer kardiovaskularen Erkrankung, wie Hypercholesterinamie,

Diabetes mellitus und arterielle Hypertension vorliegen*.

1.2 Prakonditionierung

Endogene kardioprotektive Mechanismen konnen durch bestimmte Interventionen

verstarkt werden und das Herz wahrend einer Ischamie (zum Beispiel wahrend eines



Einleitung 8

Herzinfarktes) schitzen. Die Durchfiihrung solcher Interventionen bewirkt eine
Konditionierung und fuhrt zur Pravention von Ischdmie-Reperfusions-Schaden auf
zellularer Ebene. Dieser Schutz kann in verschiedenen Phasen induziert werden: vor
(friihe und spate Prakonditionierung®) und nach der Ischamie (Postkonditionierung*®)
und kann durch verschiedene Stimuli hervorgerufen werden. Ischamische Episoden
(zum Beispiel wahrend einer Angina pectoris) sind der starkste endogene
Schutzmechanismus, aber auch andere Methoden, wie die Applikation
pharmakologischer Substanzen, zum Beispiel volatiler Anasthetika, bewirken auf diese

Weise eine Kardioprotektion.

In der Signalkaskade der Prakonditionierung unterscheidet man Trigger und
Mediatoren*. Trigger- und Mediatorphase sind durch die infarktbedingende Ischamie
(Indexischamie) voneinander getrennt. Trigger sind als Stimuli zu sehen, die die
Prakonditionierung (und damit den schitzenden Mechanismus gegen einen Infarkt)
initiieren. Als Mediatoren werden die in den Signalweg involvierten Effektoren
bezeichnet, die nach der Indexischdmie den weiteren Protektionsmechanismus

vermitteln.

1.2.1 Ischamische Prakonditionierung

Charles E. Murry und seine Kollegen verdffentlichten 1986 die erste Arbeit, die zeigte,
dass eine ischamische Prakonditionierung (IPC) bei Hunden =zu einer
InfarktgréRenreduktion von 25% fuhrte. Das durch die Arteria circumflexa versorgte
Gewebe wurden dazu vier Mal fur je funf Minuten einer Ischdmie unterzogen
(prékonditioniert), jeweils gefolgt von finf Minuten Auswaschphase. Die nachfolgende
Ischamiephase betrug 40 Minuten*’. Kurze Ischamien schienen das Herz also gegen
nachfolgende ldnger andauernde Ischamien zu schiitzen*®*°. Auch weitere protektive
Effekte, hervorgerufen durch die ischdmische Prakonditionierung, konnten identifiziert

50,51

werden. So wurden die Arrhythmiefrequenz®®®', das myokardiale stunning® und der

Zellmetabolismus*’ positiv beeinflusst.

Zu unterscheiden sind die friihe und die spate Phase der Protektion bei ischamischer
Prakonditionierung. Der Schutz durch frihe Prakonditionierung beginnt sofort nach
Einsetzen der Ischamie und dauert 2-3 Stunden an*®. Dieser protektive Effekt wird
durch Aktivierung von zum Beispiel mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)
vermittelt. Nach einem freien Intervall beginnt mit einer Latenz von 12-24 Stunden die

spate Phase der Protektion®®®. Diese dauert wesentlich langer, bis zu 72 Stunden,
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an®’ und wird insbesondere durch Neusynthese von Proteinen vermittelt®®. Ein Schema

dieses biphasischen Verlaufes ist in Abbildung 1.2 dargestellt.

Grad der Infarktgroenreduktion

I I I I I
0 24 48 72 96

Zeitverlauf nach Ischamie (Stunden)

Abb. 1.2: Schema des biphasischen Verlaufes der Protektion wahrend ischamischer
Préakonditionierung. Der Schutz durch friihe Prakonditionierung setzt unmittelbar nach dem Stimulus ein
und halt 2-3 Stunden an. Die spate Phase der Protektion durch Prakonditionierung beginnt 12-24 Stunden
nach dem prakonditionierenden Stimulus und halt bis zu 3 Tage an. Dargestellt ist die relative Reduktion
der Herzinfarkigroe in % gegeniber unbehandelten Tieren in Abhangigkeit von dem Zeitintervall
(Stunden) nach der Ischamie. Modifiziert und mit freundlicher Genehmigung veréffentlicht; basierend auf
Yellon DM, Downey JM. Preconditioning the myocardium: from cellular physiology to clinical cardiology.
Physiol Rev 2003;83: 1113-51*

1.2.2 Pharmakologische Prakonditionierung

Auch verschiedene Pharmaka, unter anderem volatile Anasthetika, sind in der Lage,
als prakonditionierende Stimuli endogene Protektionsmechanismen zu aktivieren. Auf
diese so genannte Anasthetika-induzierte Prakonditionierung (APC) geht die
vorliegende Arbeit ndher ein. Warltier et al. demonstrierten bereits 1988 bei mit
Halothan oder Isofluran vorbehandelten Hunden eine Verbesserung der myokardialen
linksventrikuldren Funktion nach Koronarokklusion®. Weitere Arbeitsgruppen fuhrten in
vitro und in vivo Untersuchungen bei Kaninchen bzw. Hunden durch und zeigten
unabhangig voneinander eine Kardioprotektion im Sinne einer signifikanten

InfarktgroRenreduktion nach Myokardischamie bei Vorbehandlung mit Isofluran®®2
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sowie eine schnellere postischamische Erholung der myokardialen Kontraktilitat>® und
eine Verbesserung der Endothelfunktion®. In den folgenden Jahren wurden viele
wissenschaftliche Untersuchungen diesbezlglich durchgeflhrt. Bisher zeigten sich
protektive Effekte fiir die volatilen Anasthetika Halothan®', Enfluran®', Isofluran®,
Sevofluran®, Desfluran®® sowie fiir die Edelgase Helium®, Neon®, Argon®” und
Xenon®®. Auch fiir die APC ist — ahnlich der IPC — eine friihe und eine spate Phase der
Prakonditionierung nachzuweisen®. Die Konzentration des volatilen Anasthetikums
scheint dabei nicht von wesentlicher Bedeutung zu sein; ausschlaggebend ist viel mehr
die Art der Verabreichung: Es konnte gezeigt werden, dass die kontinuierliche Gabe
niedrigdosierten Desflurans, Uber 30 oder 90 Minuten appliziert, keinen Einfluss auf die
Infarktgrof3e ausibt, die wiederholte Verabreichung des Anasthetikums in der gleichen
Dosis Uber jeweils kurze Episoden (3 x 10 Minuten) hingegen eine signifikante

Reduktion der InfarktgroRe bewirkt™.

1.2.3 Prakonditionierung mit Desfluran

Desfluran (Des) gehoért zu den volatilen Anasthetika die im klinischen Alltag zur
Inhalationsanédsthesie eingesetzt werden. Vorteilhafte Eigenschaften sind seine
geringe Blut- und Gewebel6slichkeit und niedrige Metabolisierungsrate. Desfluran
unterliegt einer sehr schnellen Aufnahme- und Eliminationskinetik und macht duferst
rasche Anpassungen der Narkosetiefe mdglich. Nachteile des Anasthetikums sind der
sehr niedrige Siedepunkt und der hohe Dampfdruck, die im klinischen Alltag den
Einsatz spezieller Verdampfer erfordern. Des Weiteren besitzt Desfluran eine geringe
anasthesiologische Potenz und muss deshalb in hohen Konzentrationen im
Inspirationsgemisch angeboten werden (1 minimale alveoldre Konzentration, MAC
entspricht 6-9 Vol%). Desfluran flihrt bei wachen Patienten zu einer starken
Atemwegsreizung, so dass das Anasthetikum nur nach intravendser Einleitung der
Narkose zur weiteren Aufrechterhaltung der Narkose verwendet wird. Als weiterer
moglicherweise relevanter Nachteil sind die kardiovaskularen Eigenschaften des
Desflurans zu nennen, da die Verabreichung eine sympathoadrenerge Stimulation
(Herzfrequenzanstieg, Vasodilatation mit Abnahme des peripheren GefaRwiderstandes

und Blutdruckabfall) hervorrufen kann.

Mittlerweile konnten viele Studien die prakonditionierenden Effekte von Desfluran

nachweisen®>7%7"3,

Bereits 1998 zeigten Schlack und Mitarbeiter am isolierten
Rattenherzen, dass Desfluran neben dem Schutz vor dem Reperfusionsschaden,

verglichen mit den volatilen Anasthetika Halothan, Enfluran, Isofluran und Sevofluran,
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am schnellsten zu funktioneller Erholung des Myokards fiihrt’*. In in vivo-Modellen, bei
denen die Wirkung verschiedener volatiler Anasthetika verglichen wurde, zeigte

ebenfalls Desfluran die gréRte Potenz zur InfarktgréRenreduktion®"®,

Um zu verstehen inwiefern die Konzentration des Desflurans und die Art und Dauer der
Applikation eine Rolle flr den prakonditionierenden Effekt spielen, fuhrten Kehl und
Kollegen eine Untersuchung mit verschiedenen minimalen alveolaren Konzentrationen
(0.5, 1.0, 1.5 MAC Desfluran) durch und verglichen kontinuierliche und repetitive
Verabreichung des Anasthetikums und die Dauer der Exposition. Es stellte sich
heraus, dass die repetitive Gabe der minimalen Konzentration von 0.5 MAC Desfluran
einen gleichwertigen prakonditionierenden Effekt hat wie die (kontinuierliche oder
repetitive) Gabe von 1.0 oder 1.5 MAC Desfluran. Eine Verlangerung der Applikation
oder Erhéhung der Konzentration filhrte dabei zu keiner Wirkungssteigerung’™. Eine
weitere Untersuchung dieser Arbeitsgruppe beschreibt zudem einen Zeitverlauf in der
Desfluran-Prékonditionierung (DesPC). Ahnlich zur IPC konnte eine frihe (0,5-2
Stunden nach dem Stimulus) und eine spate Phase (Latenz zwischen DesPC und

Okklusion 24-72 Stunden) der Prakonditionierung nachgewiesen werden®.

In den molekularen Signalweg der Desfluran-Prakonditionierung sind verschiedenste
Mechanismen mit einbezogen. Die ausfihrliche Beschreibung des Signalweges erfolgt

im Kapitel 1.4.

1.2.4 Blockade der Prakonditionierung durch

Hyperglykamie und Diabetes mellitus

Die oben beschriebenen positiven Effekte der Prakonditionierung kénnen durch
Hyperglykdmie und Diabetes mellitus blockiert werden. In Tierexperimenten konnte
gezeigt werden, dass bereits eine moderate Hyperglykamie die durch IPC™®’" und
APC’® herbeigefiihrte Kardioprotektion blockiert. Diabetes mellitus blockiert ebenfalls

79-81

die Kardioprotektion und Blutglukosekonzentration und Infarktgrof3e stehen dabei in

direktem Zusammenhang zueinander®.

1.3 Klinische Relevanz

Koronare Herzerkrankungen und Myokardinfarkte treten in der Klinik haufig bei
Patienten mit Risikofaktoren und Vorerkrankungen auf. Diabetes mellitus und

verminderte Glukosetoleranz nehmen in diesem Zusammenhang eine zentrale
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Bedeutung ein: Wie klinische Untersuchungen darlegen konnten, leidet ein grol3er Teil
der Patienten mit Myokardinfarkt unter erhéhten Blutzuckerwerten, auch jene, bei
denen zuvor kein Diabetes mellitus bekannt war. Erschwerend kommt flr diese
Patienten der Anstieg des Blutzuckerlevels unter Stress (wie ihn zum Beispiel ein
akuter Myokardinfarkt oder eine Operation ausldst) hinzu. Ein Schwerpunkt der
medizinischen Forschung besteht in der Ausarbeitung der Ursachen fur diese
akkumulierenden nachteiligen Effekte, der Entwicklung neuer Méglichkeiten um diese
negativen Faktoren zu umgehen und letztlich in der Minimierung des Morbiditats- und
Mortalitatsrisikos dieser Patientengruppe. Klinische Untersuchungen konnten in diesem

Zusammenhang bereits wegweisende Ergebnisse prasentieren.

Ischamie und Reperfusion sind wahrend einer Vielzahl medizinischer Prozeduren und
Situationen relevant: Zum Beispiel wahrend Organtransplantation, koronarer
Bypassoperation unter kardiopulmonalem Bypass, bei akutem Myokardinfarkt,
wahrend eines hamorrhagischen Schockes oder nach Reanimation®. Die lokale, auf
das jeweils betroffene Organ beschrankte, primare inflammatorische Reaktion kann am
Herzen eine temporare myokardiale Dysfunktion (stunning)®*®*, Reperfusions-
Arrhythmien®® oder eine persistierende mikrovaskuldre Minderperfusion (,No reflow"-
Phanomen)®® bewirken. Auch  systemische Reaktionen (systemic inflammatory
response syndrome, SIRS), die primar nicht betroffene Organe und Organsysteme mit

37,85

ein beziehen werden nach Ischamie-Reperfusion beobachtet und stellen ein hohes

Mortalitatsrisiko fiir die Betroffenen dar.

Prakonditionierung bewirkt klinisch nachweisbar eine Reduktion von Ischamie-
Reperfusion-Schaden: Patienten, die vor einem Myokardinfarkt unter Angina pectoris
Beschwerden leiden (ischamische Prakonditionierung), weisen eine geringere
Morbiditat (reduzierte Infarktgrof3e, geringere Inzidenz von schwerer Herzinsuffizienz
oder Schock®, verbesserte ventrikuldre Funktion®”) und Mortalitat auf als Patienten
ohne Pra-Infarkt-Angina®®. Auch volatile Anasthetika (Anasthetika-induzierte
Prakonditionierung) bewirken in klinischen Untersuchungen protektive Effekte.
Verschiedene Untersuchungen bei Patienten mit koronarer Bypass-Operation zeigen,
dass die Anasthetika einen gunstigen Einfluss auf die postoperative linksventrikulare

Funktion®®®°, biochemische Marker myokardialer Dysfunktion (Brain Natriuretic

Peptide®™) und myokardialen Schadens (postoperative Troponin | Freisetzung®®,

929 und die

Creatinkinase®) sowie die Verweildauer auf der Intensivstation
Gesamtliegedauer im Krankenhaus® haben. Des Weiteren wird durch die

Verabreichung bestimmter Anasthetika der Bedarf an inotropen Substanzen, die
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Beatmungsdauer der Patienten, die Inzidenz eines postoperativen Myokardinfarktes
und die postoperative Mortalitét reduziert®. Die groRten protektiven Effekte werden
erreicht, wenn das Anasthetikum repetitiv vor Beginn der Ischamie®® oder kontinuierlich
wahrend der gesamten Operation verabreicht wird®. Die Durchfilhrung der Anasthesie
mit Desfluran fihrt zu geringerem zellularem Schaden postoperativ und verbesserter
Erhaltung der linksventrikuldren Funktion im Vergleich zur totalen intravendsen
Anasthesie mit Propofol®®. Guarracino und Kollegen verglichen ebenfalls Patienten, die
Desfluran oder Propofol wahrend einer Bypass-Operation erhielten und registrierten
eine verminderte postoperative Troponin | Freisetzung bei Patienten in der Desfluran-
Gruppe®™. Hier fand der Eingriff allerdings am schlagenden Herzen ohne
kardiopulmonalen Bypass statt. Insofern lassen sich diese Ergebnisse auch auf andere
chirurgische Prozeduren Ubertragen, bei denen kardiale Risikopatienten eine
Koronarischamie erleiden kdénnten und hierbei von der Anasthesie mit einem volatilen

Anasthetikum profitieren wirden.

Hyperglykdme Stoffwechsellagen erbrachten in experimentellen und klinischen
Untersuchungen Nachteile: normoglykdme Patienten zeigten im Vergleich zu Patienten
mit Hyperglykdmie (ohne Diabetes mellitus) eine bessere linksventrikuldre Funktion

und ein vermindertes Mortalitatsrisiko®"%,

1.4 Signalkaskade und molekulare Mechanismen

Der Prakonditionierungsstimulus induziert die Aktivierung einer Kaskade stress-
aktivierter Kinasen. Diese leiten das Signal weiter und bewirken letztlich die Aktivierung

schutzender Kinasen oder die Generierung schitzender Proteine.

Bereits bei mehr als 100 Proteinen, die mit Kardioprotektion assoziiert sind, konnten
durch Gabe volatiler Anasthetika lang anhaltende Veranderungen im Expressionsprofil

nachgewiesen werden®.

Die APC vermittelt iiber sogenannte Trigger (z.B. Adenosin'®, Stickstoffmonoxid-

Synthase'”!, freie Sauerstoffradikale’®)

die Aktivierung intrazellularer Kinasen. Diese
Enzyme bewirken ihrerseits durch Phosphorylierung bestimmter Proteine (Mediatoren)
die Aktivierung von Endeffektoren, welche die Kardioprotektion wahrend und nach der

Koronarischamie vermitteln.
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Ob IPC und APC Uber einen gemeinsamen Signalweg vermittelt werden, ist bislang
unklar. Verschiedene Arbeiten konnten sowohl Gemeinsamkeiten als auch

Unterschiede in der Signalvermittlung zeigen'®"%.

Der Signalweg der APC, soweit er bisher entschlisselt werden konnte, wird in der

folgenden Abbildung (Abb. 1.3) dargestellt und im nachfolgenden Text erlautert.

Transkriptionsfaktoren

Quellen z.B. NF-kB

Transkriptionsfaktoren, Kinasen, Strukturproteine

Abb. 1.3: Schema des Signalweges der Anasthetika-induzierten Prakonditionierung. Die Aktivierung
der Signalkaskade durch Anasthetika erfolgt iber den ATP-abhangigen Kaliumkanal (Katp) oder G-Protein
gekoppelte Rezeptoren (RezG). Der Karp 6ffnet sich bei Anderung der intrazelluléren Adenosintriphosphat
(ATP) Konzentration und bei vermehrtem Anfall freier Sauerstoffradikale (ROS). Die Aktivierung der RezG
beeinflusst die Phospholipase C (PLC) und D (PLD) und dariiber die Phosphatidylinositol-abhangige
Kinase 1 (PDK-1). Dies wiederum kann zur Phosphorylierung der Proteinkinase C (PKC) fiihren, die unter
anderem die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) Extrazellular-regulierte Kinase (ERK) und p38
MAPK (p38) beeinflusst. An der Signalweiterleitung beteiligt sind auBerdem Calcium-abhangige
Kaliumkanale chg), die zyklisches Adenosinmonophosphat- (cCAMP-) abhangige Proteinkinase A (PKA),
Calcium (Ca”™), die mitochondriale Permeabilitats-Transitions-Pore (mPTP) und das durch die
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) hergestellte Stickstoffmonoxid (NO). Letztlich kommt es Uber die
Beeinflussung von Transkriptionsfaktoren, weiteren Kinasen und Strukturproteinen zur Genregulation.
DAG = Diacylglycerol, Elk-1 = E twenty-six-like transcription factor 1, ER = Endoplasmatisches Retikulum,
HSP27/90 = Hitzeschockprotein 27/90, IP 3 = Inositoltrisphosphat, JNK = c-Jun-N-terminale Kinase, NF-
kKB = Nukleédrer Faktor 'kappa-light-chain-enhancer', (€)NOS = (endotheliale) Stickstoffmonoxid-Synthase,
PIP2 = Phosphatidylinositolbisphosphat, TK = Tyrosinkinase

1.4.1 Aktivierung

Eine zentrale Rolle der APC auf molekularer Ebene spielt die Aktivierung des
Adenosintriphosphat-abhangigen Kalium Kanals (Kar)®*'%"'"®. Dieser ist sowohl an der

Plasmamembran (sarkolemmal) als auch an der inneren Mitochondrienmembran
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(mitochondrial) der Kardiomyozyten gelegen und reagiert auf Verminderung der
intrazelluldren Adenosintriphosphat Konzentration und den vermehrten Anfall von
freien Sauerstoffradikalen (ROS) mit Offnung’'*""°. Verbleiben die Kanale im stabilen
Offnungsstatus, fiihrt dies Uber eine Stabilisierung des Membranpotentials und eine
Verklrzung des Aktionspotentials zu einer Verminderung des zytosolischen und
mitochondrialen Calcium-Uberschusses und somit zum Zellschutz''®. Die Aktivierung
der Signalkaskade kann auch Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren (wie Adenosin-,
a- und B- oder Opioid-Rezeptoren) stattfinden’®"""'?". Uber deren Veranderung kommt
es unter anderem zur Beeinflussung der Phospholipase C (PLC) und D (PLD) und 3-
Phosphoinositol-abhédngigen Kinase-1 (PDK-1)""¢"22"2% | etztlich kann dies zu einer

Phosphorylierung und Dissoziation der Proteinkinase C ins Zytosol fiihren'?.

1.4.2 Proteinkinase C und B

Infolge der oben genannten Mechanismen werden weitere Kaskaden aktiviert.

Zunachst sind vor allem die Proteinkinasen C (PKC) und B (AKT) involviert.

Die PKC existiert in verschiedenen Isoformen, welche Uber Translokation in
verschiedene  Zellkompartimente  (Zytosol, Kern, Zytoskelett) und Uber
Phosphorylierung aktiviert werden'?'?°. Wie verschiedene Untersuchungen gezeigt
haben, spielt die Isoform PKC ¢ besonders in der Kaskade der Kardioprotektion eine
bedeutende Rolle™'*?, Bei der Prakonditionierung mit Isofluran und Xenon wurde die

PKC ¢ als wichtiger Signaltransduktor identifiziert®'3*1%,

Die AKT nimmt ebenfalls eine wichtige Stellung in der Signalkaskade ein. Wie
schematisch in Abbildung 1.4 dargestellt, wird die AKT durch die Phosphatidylinositol-
3-Kinase (PI3K) aktiviert'®. Aktivierung dieser Kinase fiihrt zu InfarkgréRenreduktion
und durch Phosphorylierung proapoptotischer und Hochregulation antiapoptotischer

Gene zu verminderter myokardialer Apoptose'®

. Weitergeleitet wird das Signal unter
anderem durch die proto-onkogene Serin/Threonin-Proteinkinase Pim-1 (Pim-1-K)'™’,
deren Expression ebenfalls einen schitzenden Effekt auf die InfarktgroRe ausubt und
myokardiale Hypertrophie und Apoptose hemmt'*®'*° Diabetes mellitus fiihrt zu einer

Abschwichung des PlsK-AKT Signalweges'.



Einleitung 16

Stimulus, z.B. Isofluran

l

veranderte Expression pro- und antiapoptotischer Proteine

Abb. 1.4: Signalweg der Proteinkinase B (AKT). Ein Stimulus erreicht den G-Protein gekoppelten
Rezeptor (RezG), dem die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) nachgeschaltet ist. Diese phosphoryliert (P
= Phosphat) die AKT. Die Signalweiterleitung erfolgt Uber die proto-onkogene Serin/Threonin-
Proteinkinase Pim-1 (Pim-1-K) und fihrt zu veranderter Genexpression.

1.4.3 mitogen-aktivierte Proteinkinasen

Der PKC im Signalweg nachfolgend existieren kleine Proteinkinasen mit einer
Molektulmasse zwischen 36 und 44 kDa, die so genannten mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK). Hierzu z&hlen: die Extrazellular-regulierte Kinase (ERK), auch
p42/p44 MAPK genannt, die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK), auch stress-aktivierte
Proteinkinase (SAPK) genannt und die p38 MAPK (p38)'*'. Diese werden mitogen-
und/oder stressaktiviert durch verschiedenste Stimuli wie Hyperosmolaritat,
mechanische  Dehnung und  Hitzeschock, Rezeptoren mit intrinsischer
Tyrosinkinaseaktivitat (Wachstumsfaktoren), Zytokinrezeptoren wie Interleukin-1 (IL-1)
oder der Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF a) oder G-Protein gekoppelte Rezeptoren

(Adenosin, Angiotensin 11)'*

. Die MAPK sind in die Signalibermittiung zwischen
Zellmembran und Transkriptionsapparat involviert und beeinflussen dadurch unter
anderem Wachstum und Differenzierung der Zelle"*"*®. Wie schematisch in Abbildung
1.5 dargestellt, erreicht das Signal zundchst bestimmte Serin/Threonin-Kinasen, die

MAP Kinase Kinase Kinasen (MKKK). Diese wiederum phosphorylieren die
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dualspezifischen Kinasen, die MAP Kinase Kinasen (MKK). Die dualspezifischen
Kinasen sind in der Lage, die ihr nachfolgenden MAPK an zwei verschiedenen
Aminosauren, Threonin und Tyrosin, gleichzeitig zu phosphorylieren und damit zu

aktivieren™’.

Aktivatoren

MKKK

MKK

MAPK

l

Substrate

Ziele

Abb. 1.5: Schema Signalweg. Ein Signal erreicht die MAP Kinase Kinase Kinasen (MKKK), die die MAP
Kinase Kinasen (MKK) phosphorylieren, welche ihrerseits die mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)
aktivieren. Die MAPK sind an der SignalUbermittlung zwischen Zellmembran und Transkriptionsapparat
beteiligt und beeinflussen unter anderem Wachstum und Differenzierung der Zelle.

Den MAPK wurde in den letzten Jahren eine zentrale Rolle in der Kardioprotektion
durch ischamische Prakonditionierung zugeschrieben. Bereits 1996 konnte am
isolierten Herzen gezeigt werden, dass die p38 durch globale Ischamie und die JNK
durch Ischamie-Reperfusion aktiviert wird*®. Auch die Anasthetika-induzierte

Prakonditionierung zeigt Effekte auf die unterschiedlichen MAPK.

Der Signalweg der Extrazellular-regulierten Kinase (ERK) ist mitogen-aktiviert. ERK
1 (Molekilmasse 44 kDa) und ERK 2 (Molekilmasse 42 kDa) weisen grofe
strukturelle Ahnlichkeiten auf und werden in der Signaltransduktion haufig gemeinsam
untersucht'*®. Signale wie Wachstumsfaktoren, Phorbolester (z.B. Tumor Promoting
Agent, TPA) oder Virustransformation treiben die Zelle zur Teilung an''. Die
Stimulation von Rezeptor-Tyrosinkinasen, G-Protein gekoppelten Rezeptoren oder

spezifischen Zytokinrezeptoren bewirkt Uber einige Zwischenschritte die Aktivierung
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der Serin/Threonin-Kinase Rapid accelerating fibrosarcoma (Raf). Diese phosphoryliert
in der Folge die dualspezifische MAPK/ERK Kinase (MEK) an Serin-Resten. Die
dualspezifische Kinase verdient ihre Bezeichnung weil sie nun die ihr nachfolgende
Kinase, in diesem Fall die ERK, an zwei verschiedenen Aminosaureresten, Threonin
und Tyrosin, gleichzeitig phosphorylieren kann. Die aktivierten MAPK vermitteln nun
Signale an Transkriptionsfaktoren im Zellkern, wie den E 26-ahnlichen
Transkriptionsfaktor 1 (Elk-1), wodurch eine Veranderung der Genexpression, weiterer
Kinasen und zytosolischer Proteine induziert werden kann'#®"'#"'%° | etztlich werden
hierdurch Wachstum und Differenzierung der Zelle gesteuert. Ein Schema der Kaskade
ist in Abbildung 1.6 dargestellt. Prékonditionierung sowohl mit Xenon als auch mit
Desfluran bewirkt einen zeitabhangigen Anstieg der ERK Phosphorylierung”™'®'. Auch
fur Isofluran konnte eine Erhdhung der Aktivitat der ERK nach Ischdmie-Reperfusion

gezeigt werden'%*"3,

Wachstumsfaktoren

Elk-1

Wachstum, Differenzierung

Abb. 1.6: Schema ERK Signalweg. Die Aktivierung des Signalweges erfolgt unter anderem Uber
Wachstumsfaktoren. Uber Rezeptoren wie den G-Protein gekoppelten Rezeptor (RezG) wird die Kinase
Rapid accelerating fibrosarcoma (Raf) aktiviert. Diese phosphoryliert die MAPK/ERK Kinase (MEK),
welche ihrerseits die Extrazellular-regulierte Kinase (ERK) phosphoryliert (P = Phosphat). Die ERK
vermittelt wiederum die Signalweiterleitung, unter anderem zum E 26-ahnlichen Transkriptionsfaktor 1
(Elk-1) und induziert auf diesem Weg Wachstum und Differenzierung der Zelle.

Die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) wurde 1990 zum ersten Mal als eine 54-kD

Proteinkinase beschrieben'®. Sie besteht aus 3 Subgruppen: JNK 1 und 2 kommen in
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verschiedensten Geweben vor, die JNK 3 hingegen findet sich vorwiegend in Herz-,
Hoden- und Nervengewebe. Eine Vielzahl unterschiedlicher Stimuli bewirkt die
Signalvermittlung Uber die JNK. Neben Wachstumsfaktoren werden dazu Stressoren
wie die inflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF a, UV-Strahlung, Hyperosmolaritat
und Hitzeschock gezahlt. Uber die Aktivierung spezifischer Serin/Threonin-Kinasen
(z.B. die Apoptose-Signal-regulierende Kinase 1, ASK 1) und dualspezifischer Kinasen
(MKK 7, MKK 4) wird letztlich die JNK phosphoryliert, und Gbermittelt, je nach Stimulus,
die Befehle fiir Zellwachstum oder -differenzierung, Zelliiberleben oder Apoptose'®.
Schematisch dargestellt ist die Kaskade in Abbildung 1.7. Isch@mische
Prakonditionierung fuhrt zur Aktivierung der JNK und damit zur Kardioprotektion'®.
Zum Einfluss der Anasthetika-induzierten Prakonditionierung auf die JNK in
Kardiomyozyten liegt bisher nur eine aussagekraftige Studie vor. Diese konnte keine
Involvierung der JNK bei Prakonditionierung durch Xenon nachweisen'’. Die Rolle

dieser Kinase in der APC bleibt somit bislang ungeklart.

inflammatorische Zytokine
Stress
Wachstumsfaktoren

l

ASK 1

/.

MKK 7 MKK 4

\/
*

Zellwachstum und —differenzierung
Apoptose

Abb. 1.7: Schema JNK Signalweg. Die Kaskade wird Uber inflammatorische Zytokine, Stress und
Wachstumsfaktoren induziert. Es folgt die Aktivierung bestimmter Kinasen, unter anderem der Apoptose-
Signal-regulierenden Kinase 1 (ASK 1), welche zur Aktivierung der MAP Kinase Kinase 7 und 4 (MKK 7,
MKK 4) fihrt und eine Phosphorylierung (P = Phosphat) der c-Jun-N-terminalen Kinase (JNK) bewirkt. Je
nach Stimulus werden hierdurch Zellwachstum und —differenzierung oder Apoptose vermittelt.

Die p38 MAPK (p38) wird ahnlich wie die JNK (iber Stressoren aktiviert'**. Wie in
Abbildung 1.8 dargestellt, fuhrt die Signalkaskade Uber die Aktivierung der ASK 1 zur
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leichten Aktivierung der MKK 3 und zur ausgepragten Aktivierung der MKK 6, welche
letztlich die Threonin- und Tyrosin-Reste auf der p38 phosphorylieren'®. Diese
vermittelt in der Zelle schlieRlich eine Entziindungsreaktion bzw. hypertrophe Reaktion,
leitet die Apoptose ein oder fuhrt zu Zellwachstum und Genregulation. Sowohl globale
als auch regionale Ischamie und Reperfusion fiihren zu einem starken Anstieg der p38
Phosphorylierung in vitro und in vivo in Ratten-, Hunde- und Schweineherzen'1%%"%8,
Im menschlichen Herzen scheint die Aktivierung dhnlich zu verlaufen'®. Hemmung der

160-162 und

p38 wahrend Ischamie oder Ischamie-Reperfusion fuhrt zu Kardioprotektion
zur Verbesserung der myokardialen Kontraktilitat'®*. Im Kontrast zu diesen
offensichtlich negativen Effekten durch Aktivierung der p38 steht die Tatsache, dass
dieser Kinase eine bedeutende Rolle in der Prakonditionierung zugeschrieben wird'®,
Isofluran und Xenon zeigen einen starken Anstieg der Phosphorylierungsrate dieses
Enzyms nach Prikonditionierung®. Hemmung der p38 filhrt zu kompletter Blockade
der Kardioprotektion'®*'®’. Griinde fiir diesen Widerspruch sind bisher nicht eindeutig
auszumachen. Ursachlich kénnten kontroverse Wirkmechanismen der vier Isoformen
(a, B, y und &) der p38 sein. a- und B-Subform besitzen viele sequenzielle
Ahnlichkeiten und lassen sich beide durch den p38-selektiven Proteinkinase-Inhibitor
SB203580 hemmen. y- und &-Subform hingegen unterscheiden sich wesentlich von
den beiden erstgenannten Formen und kdénnen durch SB203580 nicht gehemmt
werden'®®. Insbesondere die Isoform a tritt im menschlichen Myokard gehauft auf'®%'%
und wird haufig in Zusammenhang mit Zelltod und Apoptose beschrieben, da
zahlreiche Studien ihre starke Aktivierung durch Myokardischdmie mit konsekutiv

erhéhtem kardialen Schaden belegen'®"'"*"""!

. Doch sie wurde auch als notwendiger
Mediator in der ischamischen Prakonditionierung identifiziert'? und vermittelt nicht
ausschlieRlich die Apoptose'®. Die p38-Isoformen B und y zeigen eine schwache
Aktivierung, die Isoform & zeigt keine Aktivierung nach Myokardischamie'®®. Der p38 in
der Signalkaskade nachgeschaltet ist die mitogen-aktivierte-proteinkinase-aktivierte
Proteinkinase 2 (MAPKAP 2), welche wiederum das Hitzeschockprotein (HSP) 27"
oder den TNF a phosphorylieren kann. Hemmung der p38 flhrt auch zu Hemmung der

HSP27-Phosphorylierung'”®.
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Stress

l

ASK 1

/

MKK 6 MKK 3

\/

— w2 —>

Entziindung
Apoptose
Abb. 1.8: Schema p38 Signalweg. Die Kaskade wird durch Stressoren aktiviert und bewirkt zunachst eine
Stimulation der Apoptose-Signal-regulierenden Kinase 1 (ASK 1) und Uber diesen Weg eine starke
Aktivierung der MAP Kinase Kinase 6 (MKK 6, dicker Pfeil) und eine leichte Aktivierung der MAP Kinase
Kinase 3 (MKK 3, diinner Pfeil), welche schlieRlich die Phosphorylierung (P = Phosphat) der p38 MAPK
(p38) bewirkt. Dadurch kommt es zur Aktivierung der mitogen-aktivierte-proteinkinase-aktivierte
Proteinkinase 2 (MAPKAP 2), die ihrerseits zu einer Phosphorylierung des Hitzeschockproteins 27

(HSP27) oder des Tumornekrosefaktors a (TNF a) fihren kann und Uber diesen Weg Entziindung oder
Apoptose induzieren kann.

1.4.4 Weitere Substrate

Neben den Adenosintriphosphat-abhangigen Kaliumkandlen sind an der inneren
Mitochondrienmembran auch Calcium-abhangige Kaliumkanale vorhanden (Kc,), die
unabhangig von der Aktivierung der mitochondrialen (mito) Kare agieren und deren
Offnung mit konsekutiver Kalium-Aufnahme ins Mitochondrium  ebenfalls
kardioprotektiv wirkt'’®. Die Offnung dieser Kanile wird durch die zyklische
Adenosinmonophosphat- (cAMP-) abhangige Proteinkinase A (PKA) beeinflusst'”’.
Diese depolarisiert das Membranpotential und vermindert die mitochondriale Calcium-
Last'®. Der verminderte zytosolische Calciumgehalt und die verbesserte myokardiale
Reaktion auf Calcium spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in der Vermittlung der
Prékonditionierungm. Des Weiteren ist die mitochondriale Permeabilitats-Transitions-
Pore (mPTP) in die Signalvermittiung der APC involviert. Offnung der Pore vermittelt

letztlich den Zelltod. Die Hemmung der Offnung ist somit entscheidend fiir die
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Kardioprotektion und wird durch Anéasthetika-induzierte Prakonditionierung Uber die
PKC ¢ vermittelt’""°. Eine Absenkung des Membranpotentials an isolierten
Kardiomyozyten wahrend der APC hat sich als kardioprotektiv erwiesen, da dies die
Offnung der mPTP verzogert'®. Bei Diabetikern konnte eine erhdhte Sensitivitét
gegeniiber der durch Calcium vermittelten Offnung der mPTP gezeigt werden'". In der
Signalkaskade aktivierend wirkt zudem die mitochondriale Produktion freier

Sauerstoffmetabolite'*?

sowie die Bereitstellung von Stickstoffmonoxid (NO), welches
durch die in verschiedenen Kompartimenten lokalisierte Stickstoffmonoxid-Synthase
(NOS) hergestellt wird'®. Die endotheliale NOS (eNOS) vermittelt die friihe Desfluran-
Prakonditionierung'®. Die eNOS benétigt die Interaktion mit dem Hitzeschockprotein
90 (HSP90), welche durch APC verstarkt wird und damit zu einer vermehrten NO-
Produktion fiihrt'®*. Dieser Mechanismus wird durch Hyperglykdmie blockiert'®. Die
Rolle der Tyrosinkinase (TK) wahrend der myokardialen Prakonditionierung durch
Anasthetika ist bislang nicht eindeutig geklart. Die Prakonditionierung mit Desfluran

1
1188,

bleibt von diesem Enzym unbeeinfluss Isofluran hingegen scheint Uber die

Tyrosinkinase eine Veranderung der sarkolemmalen Katp zu bewirken'®’.

Die induzierten Signalkaskaden fuhren letztlich Gber die Beeinflussung verschiedener
Transkriptionsfaktoren (z.B. NF-kB'®) zur Genregulation mit Stimulation von

Wachstum oder Differenzierung, Entziindung oder Apoptose.

Unklar bleibt bisher, wann (frihe versus spate Prakonditionierung) und wo in der
Signalkaskade der Prakonditionierung die Blockade stattfindet. Dies wird in der

vorliegenden Arbeit untersucht.



Einleitung 23

1.5 Fragestellung

Die kardioprotektiven Eigenschaften volatiler ~An&sthetika wurden vielfach
experimentell und klinisch nachgewiesen. Gut belegt ist auch die Tatsache, dass
Hyperglykdmien und ein vorliegender Diabetes mellitus eine Blockade dieser
Protektion bewirken kénnen. In welcher Phase der Prakonditionierung diese Blockade
stattfindet, bleibt bislang allerdings unklar. Des Weiteren unbekannt ist die Rolle der
MAPK in Bezug auf die Organprotektion durch Prakonditionierung wahrend einer

Hyperglykamie.

Ziel dieser Arbeit war es, zur Aufklarung dieser Aspekte anhand der Prakonditionierung

mit Desfluran beizutragen.

Es ergaben sich die folgenden Fragestellungen:

1. Wird die Prakonditionierung mit Desfluran durch akute Hyperglykdamie am

Rattenherzen in vivo blockiert?

2. In welcher Phase (wahrend der Trigger- oder wahrend der Mediatorphase) wird die

Prakonditionierung durch Hyperglykamie blockiert?

3. Zeigt sich bei den MAPK ERK, JNK und p38 ein Unterschied hinsichtlich der
Regulierung der Kinasen (gemessen an der Phosphorylierung) wahrend einer frih

induzierten Hyperglykdmie unter Desfluran-Prakonditionierung?



2. Material und Methoden
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Die experimentellen Untersuchungen erfolgten in Ubereinstimmung mit dem deutschen
Tierschutzgesetz und den geltenden Bestimmungen. Fir die Versuche lag die
Genehmigung des Regierungsprasidenten vor (Aktenzeichen 50.05-230-23/04). Die
Teilnahme an der versuchstierkundlichen Einfihrung zum Erwerb des
Fachkundenachweises gemall § 9 des geltenden Tierschutzgesetzes erfolgte im
Sommer 2005. Die tierexperimentellen Teile der Arbeit wurden mit Unterstitzung von

Kollegen durchgefiihrt.

Fur die Versuche wurden 250-320 g schwere mannliche Wistar Ratten aus der

Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf bezogen.

2.1 Praparation

Zur Narkoseeinleitung erhielten die Ratten S-Ketamin 150 mg kg™ und Diazepam
intraperitoneal. Nach endotrachealer Intubation wurden die Tiere an das
Beatmungsgerat angeschlossen und mit einem Luft-Sauerstoffgemisch beatmet
(Rhema-Labortechnik Beatmungsgerat, Typ 10 ml, Cass 34931, Deutschland). Der
positive endexspiratorische Druck (PEEP) betrug bei einem Atemzugvolumen von ca. 5
ml und einer Atemfrequenz von ca. 60 pro Minute 2-3 cmH,0. Zur Aufrechterhaltung
der physiologischen Grenzen des Kohlendioxidpartialdrucks (pCO.) wurde die
Atemfrequenz entsprechend reguliert. Die Kérpertemperatur der Ratten wurde mit Hilfe
von Warmeplatten, auf denen die Tiere wahrend der gesamten Dauer der Praparation
lagen, bei ca. 38° C aufrechterhalten. Nach Freilegen und Kandllieren der rechten
Jugularvene war es mdglich, Uber diesen Zugang Flussigkeit (5 ml h™ physiologische
Kochsalzlésung, NaCl 0,9%) und Medikamente zu applizieren. Zunachst wurden 0,8
mg des Muskelrelaxans Pancuronium in die Vene injiziert. Die Aufrechterhaltung der
Anasthesie fand durch kontinuierliche Perfusion einer a-Chloralose-Infusion (5 ml a-
Chloraloselésung + 20 ml NaCl 0,9%; o-Chloralose 25 mg kg™ h™) dber die
Jugularvene statt. Die linke Arteria carotis wurde freigelegt und kandliert. Die Kanule
wurde bis zum Aortenbogen vorgeschoben und anschlieBend mit einem
Druckaufnehmer verbunden, um eine kontinuierliche Aortendruckmessung
gewahrleisten zu kénnen. Die Impulse wurden mit Hilfe eines Umwandlers digitalisiert
(PowerLab/8SP, ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia) und mit einer
Abtastfrequenz  von 500 Hz kontinuierlich auf einen Computer mit dem
Betriebsprogramm Windows (ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia)

aufgezeichnet. Um die spater folgende Okklusion zu ermdglichen, wurde eine
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Thorakotomie und Perikardiotomie links, mit Umstechung des Ramus interventrikularis
anterior des Herzens durchgefuhrt (Prolene 5-0). Arterielle Blutgasanalysen zu Beginn
und wahrend der Versuche ermdéglichten durch Anpassung der Beatmungsparameter
die Aufrechterhaltung einer Normokapnie. Um einen stabilen Zustand der Tiere
sicherzustellen, erfolgte ein =zeitlicher Abstand von 15-20 Minuten zwischen

Praparation und Versuchsbeginn.

a-Chloraloselésung
19 a-Chloralose
1,59 Sodium Tetra Borat
100 ml NaCl 0,9%

2.2 InfarktgroBRenbestimmung

Es wurden die Unterschiede der Infarktausdehnung bei Desfluran-Prakonditionierung
unter Normo- und Hyperglykdmie wahrend der Trigger- und der Mediatorphase

untersucht.

2.2.1 Experimentelles Protokoll

Im Anschluss an die chirurgische Praparation erfolgte die Randomisierung der Tiere in
sechs Gruppen. Bei allen Gruppen folgte nach Ablauf der ersten 40 Minuten eine
Ischamiephase fur 25 Minuten. Dabei wurde der vorher eingebrachte Okkluder um den
Ramus interventrikularis anterior zugezogen und so eine Ischamie des
Herzmuskelgewebes herbeigefiihrt. Die erfolgreiche Koronarokklusion konnte durch
Entstehen einer lokalen myokardialen Zyanose verifiziert werden. Ein Schema der

Koronarokklusion ist in Abbildung 2.1 dargestellt.
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Hauptschlagader Lll_'ék; Kranzarterie Hauptschlagader Linke Kranzarterie
(Aorta) i _ (Aorta) (LCA)
absteigender Ast absteigender Ast
rechte Kranzarterie RIVA oder LAD)
(RCA) )

Verschiull
/

Umschlingender Ast Umschlingender Ast b
(RCX) (RCX)

Abb. 2.1: Darstellung der Koronarien. Abbildung links: physiologische Verhéltnisse, Abbildung rechts:
Infarkt durch Verschluss des Ramus interventrikularis anterior (RIVA); die Abbildung links wurde von
Schwarz Pharma AG, Monheim erstellt und mit deren Genehmigung von Dr. med. C. Leuner modifiziert
und verdffentlicht; die Weiterverwendung erfolgt mit der Genehmigung von Dr. med. C. Leuner.

Im Anschluss an die Ischamiephase wurde durch Offnen des Okkluders eine
Reperfusion des Gewebes ermdglicht, welche durch Verschwinden der lokalen
Zyanose erkennbar wurde. Die Reperfusionsphase dauerte in allen Gruppen zwei

Stunden.

Abbildung 2.2. stellt den Versuchsablauf schematisch dar.
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2. DesPC

3.FH

4. FH+DesPC
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Abb. 2.2: Protokoll InfarktgroBenbestimmung. Es erfolgte eine Unterteilung in 6 Gruppen: Kontrolltiere
(Kon) wurden einer 25-mindtigen Ischamie mit nachfolgender 120-minutiger Reperfusion unterzogen.
Desfluran-Prakonditionierung (DesPC) bezeichnet die zweimalige 5-minitige Prakonditionierung mit
Desfluran, jeweils gefolgt von einer 10-miniitigen Auswaschphase vor Ischamie und Reperfusion. Tiere
der Gruppe frithe Hyperglykéamie (FH) erhielten eine Glukoseinfusion vor Ischamie und Reperfusion, Tiere
der Gruppe friihe Hyperglykdmie und Desfluran-Prakonditionierung (FH+DesPC) wurden zusatzlich mit
Desfluran prakonditioniert. Tiere der Gruppe spate Hyperglykdmie (SH) erhielten eine Glukoseinfusion
wahrend der Ischamiephase, Tiere der letzten Gruppe (spate Hyperglykdmie und Desfluran-
Prakonditionierung, SH+DesPC) wurden zuvor mit Desfluran prakonditioniert. Zeitangabe () = min., die
Ubrigen Zeitangaben beziehen sich wenn nicht anders gekennzeichnet auf alle Gruppen: 40 min.
Prakonditionierung, 25 min. Ischamie, 120 min. Reperfusion. Die orangefarbenen Balken stellen die Dauer
der Glukosezufuhr dar, die grauen Balken die Zeit der Koronarischamie. Die Ventilation der Tiere mit
Desfluran wurde blau gekennzeichnet.

Die Kontrollgruppe (Kon, n = 10) wurde, neben Ischamie und Reperfusion, keiner

zusatzlichen Behandlung unterzogen.

Tiere der Desfluran-Prakonditionierungsgruppe (DesPC, n = 11) wurden nach zehn
Minuten fur je zwei Mal funf Minuten mit Desfluran im Inspirationsgemisch ventiliert,
jeweils gefolgt von einer zehnminltigen Auswaschphase. Diese Gruppe diente als
Positivkontrolle, da die InfarktgroRenreduktion durch Desfluran-Prakonditionierung

bereits nachgewiesen werden konnte®®.

Die Hyperglykamiegruppe der frihen Phase (FH, n = 12) erhielt eine Glukoseinfusion,
die 5 Minuten vor Beginn des Prakonditionierungsprotokolles gestartet und zu Beginn
der infarktinduzierenden Ischamie gestoppt wurde. Diese Tiere wurden nicht
prakonditioniert.
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Die vierte Gruppe (FH+DesPC, n = 9) erhielt ebenfalls eine Glukoseinfusion vor der

Koronarokklusion, wurde jedoch zusatzlich mit Desfluran prékonditioniert.

Tiere der Hyperglykdmiegruppe der spaten Phase (SH, n = 9) erhielten eine
Glukoseinfusion, die in der 40. Minute des Protokolls gestartet wurde und Uber 26
Minuten, Uber die gesamte Dauer der infarktinduzierenden Ischamie hinweg,

andauerte. Diese Tiere wurden nicht prakonditioniert.

Der letzten Gruppe (SH+DesPC, n = 9) wurde ebenfalls eine Glukoseinfusion
wahrend der Koronarokklusion verabreicht, zusatzlich wurden diese Tiere nach

Protokoll mit Desfluran prakonditioniert.

Die Desfluranventilation der Prakonditionierungsgruppen erfolgte durch die
Beimischung von 1 MAC (minimale alveolare Konzentration) Desfluran zu dem Uber
das Beatmungsgerat verabreichten Inspirationsgemisch. Das verwendete Desfluran

wurde bei Baxter (Unterschleissheim, Deutschland) bezogen.

Zur Induktion einer Hyperglykdmie wurde den entsprechenden Gruppen eine Infusion
mit 50 % Glukose verabreicht. Die Blutzuckerwerte dieser Tiere wurden wahrend der
Dauer der Infusion zwischen 400 und 600 mg dI"" konstant gehalten. Eine Kontrolle
erfolgte durch Blutzuckermessungen im Abstand von fiunf Minuten, die eine

entsprechende Anpassung der Glukosezufuhr ermdglichten.

2.2.2 InfarktgroRenbestimmung durch Farbung

Im Anschluss an die Reperfusion wurde eine mediane Sternotomie durchgefiihrt, das
Herz entnommen und an eine modifizierte Langendorff-Anlage angeschlossen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die, urspringlich zur Untersuchung der mechanischen
Tatigkeit des Herzens und des Myokardstoffwechsels verwendeten Anlage, zum
Auswaschen des Blutes aus den KoronargefalRen und der anschlielRenden Perfusion
der KoronargefalRe mit einer Farbeldsung genutzt. Die Aorta wurde dabei an einer
Metallkanule (Olive) befestigt um so eine retrograde Perfusion des Herzens zu
ermoglichen.  Zum  Auswaschen der Koronargefale wurde physiologische
Kochsalzlésung mit einem Druck von 80 mmHg infundiert. Nach erneutem Verschluss
des Ramus interventrikularis anterior konnten dann anschlieBend 5-10 ml 0,2 %
Evansblue-Lésung Uber die Aortenwurzel ins Herz gespult werden. Durch diese
Farbung imponierte das unbeschadigte Gebiet blau, wohingegen das vom Ramus

interventrikularis anterior versorgte Risikogebiet ungefarbt blieb und damit sichtbar
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wurde. Die Herzen wurden im nachsten Schritt bei -80° C gefroren und spater quer zur
Herzachse in 1-2 mm dicke Scheiben geschnitten. Nach dem Tauen wurde jede
Herzscheibe flr 10 Minuten in 500 ul 37° C warmer Triphenyltetrazoliumchlorid- (TTC-)
Lésung inkubiert. Das farblose TTC wird in vitalem Gewebe in einen roten Farbstoff
umgewandelt und macht damit eine Abgrenzung zwischen nekrotischem und vitalem
Gewebe sichtbar. Diese Reaktion erlaubt es somit, im Risikogebiet das Ausmal’ der
stattgehabten Schadigung zu erfassen. Im Anschluss an die Farbung wurden die
Scheiben fur sechs Stunden bei Raumtemperatur in 4 % Formalin inkubiert. Dadurch
wurde das auszuwertende Gebiet deutlicher abgrenzbar. Infarktgewebe erschien grau,
Risikogewebe roétlich. Mit Hilfe von Planimetrie konnte letztlich die Ausdehnung der
Gebiete quantifiziert werden (Software: SigmaScan Pro, SPSS Inc., Chicago, USA). Im
Anschluss wurde das Trockengewicht der einzelnen Myokardscheiben bestimmt
(Analysenwaage LA230 S, Sartorius, Géttingen), anhand dessen die ermittelten Werte
des Infarktgebietes in Bezug auf das Gewicht korrigiert wurden. Die Angabe der

Infarktgro3e erfolgte in Prozent des Risikogebietes.

Evansblue-Lésung
1g Evansblue
5g Dextran
ad 500 ml NaCl 0,9%

Triphenyltetrazoliumchlorid- (TTC) Losung, pH =7,42
200 ml NaCl 0,9%
2,429  Trishydroxymethylaminomethan (Tris-Puffer)
1,59 Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)

2.3 Western Blot-Analyse

In einem Zeitverlauf wurde die Desfluran-Prakonditionierung wahrend Hyperglykamie

molekularbiologisch untersucht.

2.3.1 Experimentelles Protokoll

Nach Praparation der Tiere folgte der Versuchsablauf wie in Abbildung 2.3 dargestellt.
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Abb. 2.3: Protokoll Western Blot. Einteilung in 4 Gruppen: Kon = Kontrolle, DesPC = Desfluran-
Prakonditionierung (4 Untergruppen), FH+DesPC frihe  Hyperglykdmie und Desfluran-
Prakonditionierung (4 Untergruppen), FH = friihe Hyperglykdmie (4 Untergruppen); Zeitangabe () = min.
Der Zeitpunkt der Herzentnahme wird durch die schwarzen Pfeile markiert. In der Kontrollgruppe erfolgte
die Herzentnahme sofort im Anschluss an die Praparation. In den Gruppen DesPC, FH+DesPC und FH
erfolgt die Herzentnahme in den jeweiligen Untergruppen 15, 25, 30 oder 40 min. nach Praparation. Die
Desflurangabe ist blau markiert, die Glukosezufuhr orange.

Es wurden 39 Tiere in 13 gleich groRe Gruppen randomisiert.

Den Tieren der Kontrollgruppe (Kon, n = 3) wurden die Herzen direkt im Anschluss an

die Praparation entnommen.
Vier Gruppen (DesPC) wurden mit Desfluran prakonditioniert:

Die erste Gruppe (DesPC 15°, n = 3) wurde nach zehn Minuten fiur funf Minuten

prakonditioniert. Danach erfolgte die Herzentnahme.

Die nachste Gruppe (DesPC 257, n = 3) wurde ebenfalls nach zehn Minuten fir funf
Minuten prakonditioniert. Bevor die Herzen entnommen wurden gab es jedoch noch

eine zehnminutige Auswaschphase.

Gruppe drei (DesPC 307, n = 3) wurde nach zehn Minuten fur finf Minuten, und nach
einer zehnminutigen Auswaschphase, fur weitere finf Minuten prakonditioniert bevor

die Herzen entnommen wurden.

Die letzte Gruppe (DesPC 40°, n = 3) erhielt nach zehn Minuten eine zwei Mal
funfminGtige  Desfluranventilation, jeweils gefolgt von einer zehnminutigen

Auswaschphase. Zuletzt erfolgte die Herzentnahme.
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Die nachsten vier Gruppen (FH+DesPC) wurden nach dem gleichen Protokoll
behandelt wie die DesPC-Gruppen. Allerdings erhielten alle Tiere dieser Gruppen

zusatzlich eine Glukoseinfusion.

Tiere der letzten vier Gruppen (FH) wurden nicht mit Desfluran prakonditioniert,
bekamen jedoch Glukose infundiert. Die Herzentnahme erfolgte jeweils zum gleichen
Zeitpunkt wie bei den DesPC und FH+DesPC-Gruppen.

Auch in diesem Protokoll erhielten die Tiere der prakonditionierten Gruppen jeweils 1
MAC Desfluran. Die Ratten, bei denen eine Hyperglykdmie induziert wurde, bekamen
eine Glukoseinfusion von 50% Glukose. Die Blutzuckerwerte dieser Tiere wurden

wahrend der Dauer der Infusion zwischen 400 und 600 mg dI"" konstant gehalten.

Im direkten Anschluss an die Herzentnahme wurde das jeweilige Herz halbiert und in

flissigem Stickstoff schock gefroren.

2.3.2 Probenaufarbeitung fiur den Western Blot

Die schock gefrorenen Herzen wurden fiir die Homogenisation aus dem flissigen
Stickstoff herausgenommen und mit Hilfe eines Hammers in einem Metall Potter (Dick,
Deizisau, Deutschland) pulverisiert. Das Pulver wurde anschlieBend mittels eines
Homogenisators (T8 Ultra-Turrax, IKA, Staufen, Deutschland) grindlich mit dem
beigefugten Lysepuffer vermischt und die entstandene Mischung gleichmaRig in
Reaktionsgefalie verteilt. Puffer und Mischung standen wahrend des Vorgangs sténdig
auf Eis. Die Homogenisation bewirkt das Aufbrechen der Zellen und ist Voraussetzung

fur die Auftrennung der Zelle in ihre Subsegmente.
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Lysepuffer

Stammldésung

Aqua dest 100 ml

Sigma 7-9 60,57 mg 10ml
Natriumfluorid (NaF) 210 mg

Natriumvanadat (Na3zVOy) 36,78 mg

EGTA (C10H1sN20s) 76,08 mg
Inasen-Inhibitoren-Mix, pH = 7,4

Aprotinin 1mg

Leupeptin 1mg 200pl
Pepsatin 1 mg

Tris-HCI 10 ml

Dithiothreitol (DTT) 7,7mg
Okadaic Acid (100uM/ml) 100 pl

Im nachsten Schritt erfolgte die zellulare Fraktionierung in Zytosol-, Membran- und
Kernfraktion. Diese Separierung der Zellkomponenten erméglicht die Bestimmung des
gesuchten Proteins in der jeweiligen Fraktion und kann Aufschluss Uber
Translokationen zwischen den jeweiligen Fraktionen geben. Dazu wurde das
Homogenisat zunachst fir 10 Minuten bei 1000 g und 4° C zentrifugiert
(Tischzentrifuge 5417R, Eppendorf, Deutschland). Der Uberstand wurde abpipettiert
und erneut zentrifugiert, diesmal fur 15 Minuten bei 16000 g und 4° C. Der nun
entstandene Uberstand stellte die Zytosolfraktion (P1) dar und wurde nach Abfiillen in
GefalRe bei -80° C tiefgefroren. Die Zytosolfraktion wurde in dieser Arbeit untersucht.
Das nach dem ersten Zentrifugieren entstandene Pellet wurde in weiteren Schritten mit
Tritonpuffer (1% Triton x 100) vermischt und geschdttelt, nach 60 Minuten Inkubation
auf Eis erneut grundlich geschittelt und fir 15 Minuten bei 16000 g und 4° C
zentrifugiert. Der nun entstandene Uberstand wurde als Membranfraktion (P2)
aufgefangen, das Pellet wurde ein weiteres Mal mit Tritonpuffer gemischt und stellte
die Kernfraktion (P3) dar. Auch diese Proben wurden aliquotiert und bei -80° C

eingefroren. Ein Schema zur Fraktionierung ist in Abbildung 2.4 dargestellt.
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Abb. 2.4: Schema der Fraktionierung. Separierung der Zellkomponenten in Zytosol-, Membran-
und Kernfraktion. Nach Zentrifugation des Homogenisats wird der Uberstand abpipettiert und erneut
zentrifugiert. Dies ist die Zytosolfraktion (P1). Dem Pellet wird Tritonpuffer zugefugt, die Mischung
wird geschiittelt, auf Eis inkubiert und zentrifugiert, der Uberstand wird abpipettiert und stellt die
Membranfraktion (P2) dar. Das verbliebene Pellet wird erneut mit Tritonpuffer vermischt und stellt
die Kernfraktion dar (P3).

2.3.3 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Bestimmung der Proteinmengen geht auf Oliver Lowry'® zuriick und erfolgt durch
die Bildung von Farbkomplexen, die sich proportional zu der Menge an enthaltenen
Proteinen verhalt. Nach Berechnung der bendtigten Mengen (fir jede Probe und jeden
der sieben Standards der Eichreihe werden 500 pl Lowry Reagenz benétigt) wurden
die entsprechenden Lésungen hergestellt. Losung 1 bestand aus drei verschiedenen
Reagenzien, deren Zusammensetzung in der dem Textabschnitt nachfolgenden
Tabelle aufgefuhrt wird. Reagenz A wurde im Verhaltnis 100:1:1 mit Reagenz B und
Reagenz C vermischt. In diesem ersten Schritt kommt es zur Komplexbildung
zwischen Peptidbindung und Kupfer-lonen in alkalischer Losung. Mit Hilfe von bovinem
Serumalbumin (BSA) wurde eine Eichreihe hergestellt, deren Proteinwerte als
Referenz fur die Herzproben genutzt wurden. Die eigenen Proben der Zytosolfraktion
wurden 1:100 mit Aqua destillata (Aqua dest) verdinnt. In weiteren Schritten wurden
Mischungen fur die Proteinbestimmung fertig gestellt. Fir die Mischung fur die

Eichreihe wurde Losung 1 mit den Standards und Lésung 2 vermischt. Die Mischung
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fur die Herzproben bestand aus Lésung 1, verdinnten Proben und Lésung 2. Nach
einer Inkubationszeit von einer Stunde bei Raumtemperatur wurden Proben und
Standards als Doppelbestimmungen auf eine 96 Well Platte Ubertragen und die
Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe eines Plattenlesegerates (Plate-Reader p-
Quant, BioTek Instruments, Bad Friedrichshall, Deutschland) gemessen. Durch
Reaktion der Proteine mit den entsprechenden Ldsungen und den dadurch
hervorgerufenen Farbumschlag konnte die Extinktion der Proben mit der BSA-Kurve
abgeglichen werden. Uber eine Exceltabelle lieRen sich die entsprechenden
Konzentrationen und die Umrechnungsfaktoren flr die Probenverdinnung darstellen

und berechnen.

Losung 1 (Reagenz A:B:C im Verhaltnis 100:1:1)

Reagenz A
500 ml Aqua dest
10g Natriumcarbonat (Na,CO3)
24 Natronlauge (NaOH)

Reagenz B
29 Kalium-Natrium-Tartrat
ad 100 ml Aqua dest
Reagenz C

29 Kupfersulfat (CuSO,4 x 5 H,0)
ad 100 ml Aqua dest

Losung 2 (im Verhaltnis 1:1)
Folins Reagenz
Aqua dest

2.3.4 Verdunnung der Proben

Fur den Western Blot mussen alle Herzproben die gleiche Proteinmenge beinhalten.
Um dies zu erreichen, wurden die Proben auf den niedrigsten Proteinwert, der durch
das Plattenlesegerat gemessen wurde, mit Lysepuffer (siehe 2.3.2) verdunnt. Die

fertigen Proben wurden aliquotiert und bei -80° C eingefroren.

2.3.5 Herstellung der Gele

Die Gele wurden einen Tag vor dem geplanten Western Blot gegossen. Damit wurde
sichergestellt, dass das Gel ausreichend fest geworden war. Man bendtigt zwei

verschiedene Gele, das Trenngel, in dem die Proteine wahrend der Elektrophorese der
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GroRe nach aufgetrennt werden und das Sammelgel, das die Proteine vor der

Trennung auf eine gleiche Ausgangsbasis bringt.

Das Trenngel beinhaltet Polyacrylamid 30% (PAA), destilliertes Wasser (Aqua dest),
1,5 M Sigma 7-9 (pH = 8,8), das anionische Tensid Sodiumdodecylsulfat 10% (SDS,
C,H2sNa0,4S), das die Eigenladungen der Proteine Uberdeckt und damit dazu flhrt,
dass die Proteine eine konstante Ladungsverteilung aufweisen. Zudem den
Quervernetzer und Polymerisationskatalysator Tetramethylethylendiamin (Temed) und
Ammoniumpersulfat 10% (APS, (NH4).S,0s), das durch seinen hohen Sauerstoffgehalt
ein starker Radikalbildner ist. Bei der Herstellung von Gelen wirkt APS als
Polymerisationsinitiator. Die gebildeten Sulfat-Radikale koénnen durch einen
nukleophilen Angriff die Doppelbindung von Kohlenstoff-Atomen auflésen und so eine
Kettenreaktion starten, die die Hartung des Gels bewirkt. Je nach Zusammensetzung
der Komponenten PAA und Aqua dest wird das hergestellte Gel grober oder feiner. Je
héherprozentiger das Gel, desto feiner - kleinere Proteine wandern schneller und
trennen sich besser als groRe. Je niederprozentiger das Gel, desto gréber - grofiere

Proteine trennen sich besser auf.

Trenngel 10% Trenngel 12% Sammelgel

(ERK und JNK) (p38)
PAA 30% 6,6 ml 7,92 ml 2,55 ml
Aqua dest 8,2 ml 6,88 ml 10,5 ml
Sigma 7-9 5 ml 5 ml 1,5 ml
SDS 10% 0,2 pl 0,2 pl 0,15
Temed 0,02 ul 0,02 ul 0,03 ul
APS 10% 0,1 pl 0,1 pl 0,15

Das Sammelgel wird erst auf das Trenngel aufgetragen, wenn dieses nach 10 bis 30
Minuten ausgehartet ist. Es besteht aus den gleichen Inhalten wie das Trenngel, mit
der Ausnahme, dass hier 1,25 M Sigma 7-9 (pH = 6,8) anstelle von 1,5 M Sigma 7-9

(pH = 8,8) zur Verwendung kommt.
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2.3.6 Losungen und Material fur Elektrophorese und

Transfer

Ladepuffer

7ml  Aqua dest
1ml  Tris-HCI, 500 mM, pH 6,8
2ml  Glycerol
1g SDS
30 mg Bromphenolblau (= 0,5%)

Laufpuffer (10x)
30g Sigma7-9
144 g Gylcin
10g SDS

ad 1000 ml  Aqua dest

Coomassie Farbeldsung Coomassie Entfarbeldsung
750 mg Coomassie Blau
25ml  Eisessig 100 ml  Eisessig
112,5ml  Ethanol 333,3ml  Ethanol
112,5ml  Aqua dest ad 1000 ml  Aqua dest

Transferpuffer (1x)

6g Sigma7-9
28,8 g Gylcin
400 ml  Methanol
ad 1600 ml  Aqua dest

Waschpuffer (TPBS), pH = 8,0

2000 ml Aqua dest
10 Tabl.  Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS)
2ml  Tween 20 (0,1%)

Blocklésung 5%

5Tabl. PBS
50g Trockenmilchpuder
1000 ml  Aqua dest
1ml Tween 20 (0,1%)

Blocklésung 1%, pH = 8,0

Blocklésung 5% 1:5 mit Waschpuffer (TPBS) verdunnt

BSA 5%

50g bovines Serumalbumin (BSA)
1000 ml Waschpuffer (TPBS)
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Das Material stammt von der Firma BioRad aus Hercules, California, USA.

2.3.7 Elektrophorese

Mercaptoethanol (C,HsOS), zum Aufbrechen von Disulfidbriicken, und Ladepuffer
wurden 1:10 vermischt. AnschlieRend wurden Puffer und Proben 1:1 verdinnt und bei
95° C fur 5 Minuten erhitzt, was zur Denaturierung der Proteine fiuhrte. Die Gelplatten
wurden in die vorgesehenen Halterungen eingesetzt und der Zwischenraum mit
Laufpuffer (1x) geflllt. Nach Entfernen der Kdmme konnten die Geltaschen mit dem
Proben/Puffer-Gemisch beladen werden. Eine bestimmte Tasche wurde mit einem
Marker beladen, der als Referenz fir die Proteinbanden diente. Die Elektrophorese zur
Auftrennung der Proteine dauerte ca. 1,5 Stunden bei einer Spannung von 100 Volt
(Powersupply EPS1001, Amersham pharmacia biotech). Bei der Elektrophorese
wandern die negativ geladenen Proteine durch das Gel. Kleinere Molekile wandern
schneller durch das Gel, groRe Molekile langsamer. Dadurch erfolgt die Auftrennung
der Proteine im Gel, es entstehen Molekilbanden. Die Gele wurden zur spateren

Identifizierung markiert.

Beladen der Geltasche mit Probe

Kathode } /

P 4 Blot-Vorrichtung

— A
- B _—1
=

4 J Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht

(kleinere Molekule bewegen sich schneller im Gel,

groRere Molekule langsamer)
Puffer

Gel | i ( Anode

Puffer

Abb. 2.5: Schema der Gel-Elektrophorese. Die Gelplatten werden in die Blot-Vorrichtung eingesetzt
und es wird Laufpuffer zugefugt. Die Geltaschen werden mit den Proteinproben beladen, danach wird
der Strom angeschlossen. Wahrend der Elektrophorese wandern negativ geladene Proteine durch
das Gel und werden nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Abbildung erstellt von Dr. rer. nat.
Olivia Barton, mit freundlicher Genehmigung modifiziert und veroffentlicht.

2.3.8 Transfer

Zur Vorbereitung wurden die Membranen auf die GréRRe der Gele zugeschnitten und
Fiberpad und Filterpapier in kalten Transferpuffer eingelegt. Nach Ende der

Elektrophorese wurden die Transferkammern wie folgt beladen (von Minus- zu



Material und Methoden 39

Pluspol): 1 Fiberpad, 3 Filterpapiere, Gel, Membran, 3 Filterpapiere, 1 Fiberpad. Je
zwei fertige Transferkammern kamen gemeinsam mit einem Kuhlelement in einen
Tank mit kaltem Transferpuffer. Der Proteintransfer von den Gelen auf die Membranen

dauerte 60 Minuten bei einer Stromstarke von 230 mA.

2.3.9 Gel-Kontrolle

Im Anschluss an den Transfer wurden die Gele zum Anfarben mit Coomassie
Farbelésung bedeckt und 30 Minuten geschattelt (Schittler VXR basic IKA-Vibrax, IKA,
Staufen, Deutschland). Der Farbstoff Coomassie-Blau lagert sich dabei an die
basischen Seitenketten der Aminosauren an und farbt damit die Proteine. Der in der
Lésung enthaltene Eisessig fixiert die Proteine am Gel. Danach wurde die Farbel6sung
entfernt und das Gel mit Coomassie Entfarbeldsung fir 60 Minuten und anschlieRend
in Leitungswasser entfarbt. Die Proteinbanden wurden nach der Entfarbung des Gels
sichtbar und ermdglichten eine zusatzliche Kontrolle Gber die Beladung der Geltaschen

mit gleichen Proteinmengen.

2.3.10 Blocken der Membran

Freie Bindungsstellen wurden auf der Membran blockiert. Dazu wurden die
Membranen nach dem Transfer fir zwei Stunden in Blocklésung 5 % inkubiert. Wirde
diese Absattigung der Bindungsstellen mit BSA, einem fur die Antikérper nicht
erkennbaren Protein, nicht stattfinden, wirden sich Antikorper an diese

Bindungsstellen heften und einen spezifischen Nachweis von Antigenen verhindern.

2.3.11 Material: Antikorper und Detektion

Die polyklonalen Rabbit-Antikdrper phospho und totale p38 MAPK, phospho und totale
ERK 1/2, totale JNK 1/2, 3 und die polyklonalen Mouse-Antikérper phospho JNK 1/2, 3
stammten von Cell Signaling, Frankfurt am Main, Deutschland; ebenso der Anti-Biotin-
Antikorper. Der monoklonale Mouse-Antikdrper Anti-a-Tubulin wurde von der Firma
Sigma-Aldrich Chemie in Taufkirchen, Deutschland bezogen. Von Jackson/Dianova
Immunolab, Hamburg, Deutschland verwendeten wir die Peroxidase-gekoppelten Goat
Anti-Rabbit- und Monkey Anti-Mouse-Antikérper. Das Chemilumineszenz- (ECL-)
Reagenz wurde von Santa Cruz in Heidelberg, Deutschland bezogen. Der
Papierentwickler (Eukobrom) stammte von Tetenal (Norderstedt, Deutschland), der

Fixierer (Dental Readymatic) von Kodak (Chalon sur Saone, Frankreich). Die
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Kassetten (Hypercassetten) und den Roéntgenfilm (Hyperfilm) mit den MalRen 18x24 cm
lieferte die Firma Amersham Biosciences (Minchen, Deutschland), der transparente

Film wurde von Ahrend (Neuss, Deutschland) bezogen.

Primarantikorper Spezies Hersteller Verdinnung
phospho-ERK (phospho-p42/44 MAPK = Thr202/Tyr204)  Kaninchen  Cell Signaling 1:10.000, BSA 5%

ERK (p42/44 MAPK) Kaninchen Cell Signaling 1:10.000, BSA 5%
phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) Maus Cell Signaling 1:5.000, Blocklésung 1%
SAPK/JNK Kaninchen Cell Signaling 1:5.000, BSA 5%
phospho-p38 MAP Kinase Kaninchen Cell Signaling 1:1.000, BSA 5%

p38 MAP Kinase Kaninchen Cell Signaling 1:1.000, BSA 5%
Anti-a-Tubulin Maus Sigma-Aldrich  1:50.000, Blocklésung 1%
Sekundarantikorper Spezies Hersteller Verdiinnung

Anti-Rabbit 1IgG Ziege Dianova 1:10.000, Blocklésung 1%
Anti-Mouse 1gG Affe Dianova 1:10.000, Blocklésung 1%
Anti-Biotin (HRP-konjugiert) Ziege Cell Signaling 1:2.000, Blocklésung 1%

2.3.12 Inkubation mit Antikorpern

Nach Blocken der Membran wurde diese Uber Nacht bei 4° C in einer Losung mit dem
Primarantikorper inkubiert, um eine spezifische Bindung der Antikérper an das
gesuchte Protein zu ermodglichen. Dabei wurden die polyklonalen Rabbit-Antikdrper
phospho- und totale p38 MAPK (1:10.000), ebenso wie phospho- (phospho-p42/44
MAPK = Thr202/Tyr204) und totale (p42/44 MAPK) ERK 1/2 (1:1.000) und totale
SAPK/JNK (1:5.000) mit BSA 5% verdinnt. Der polyklonale Mouse-Antikdrper
phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) wurde im Gegensatz zu den anderen 1:5.000 mit
Blocklésung 1% verdunnt. Nach ca. 20 Stunden Inkubation mit dem Primarantikdrper
wurde die Membran am nachsten Tag mit frischer, kalter TPBS gewaschen um
schwacher haftende, unspezifische Antikérperbindungen von der Membran zu
entfernen. AnschlieBend wurde die Membran bei Raumtemperatur fir etwa 2 Stunden
in einer Losung mit Meerrettichperoxidase- (HRP-) gekoppeltem Anti-Biotin- und
Sekundarantikérper inkubiert. Dies sollte gewahrleisten, dass der Sekundarantikérper
spezifisch an bestimmte Bereiche des Primarantikérpers binden konnte. Auf
Membranen mit Rabbit-Antikbérpern kam nun Anti-Rabbit-, auf die mit Mouse-
Antikérpern Anti-Mouse-Antikdrper, 1:10.000 verdinnt mit Blocklésung 1%. Dartber
hinaus wurde der LAsung Anti-Biotin-Antikdrper in einer Verdinnung von 1:2.000

beigefligt, um bei der Detektion auch den biotinylierten Proteinmarker sichtbar machen
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zu konnen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Membranen wiederum mit

TPBS gewaschen.

2.3.13 Detektion

In der Dunkelkammer wurde die Membran in ECL-Reagenz geschwenkt. Dies
ermoglichte das spatere Sichtbarmachen der immunreaktiven Proteinbanden auf dem
Film. Das ECL-Reagenz reagierte mit der an den Sekund&rantikdrper gebundenen
Meerrettichperoxidase, wodurch das Luminol in seine oxidierte Form umgesetzt wurde,
und fuhrte zur Lumineszenz dieser Banden und dadurch wahrend der Belichtungszeit
zur Schwarzung des Filmes. Die Belichtung erfolgte in einer Kassette. Darin befanden
sich in dieser Reihenfolge: ein transparenter Film, die Membranen, ein weiteres Blatt
transparenter Film und schlie8lich der Rontgenfilm. Die Kassette wurde geschlossen
und der Film je nach Antikdrper unterschiedlich lange exponiert. Im Anschluss wurde
der Film in Eukobrom-Entwickler geschwenkt, dann ins Stoppbad und schlie3lich in ein
Behaltnis mit Fixierer getaucht. Nach Abspilen des Fixierers wurde der Film zum
Trocknen aufgehangt. Die Membran wurde in TPBS gespilt und dem néachsten

Antikdrper ausgesetzt.

2.3.14 Auswertung

Die Auswertung fand mit Hilfe der Kodak Image Station 440 CF (Eastman Kodak
Comp., Rochester, New York, USA) statt. Mit diesem Gerat konnte die Intensitat der
Schwarzung der einzelnen Banden gemessen und somit quantifiziert werden. Die

Ergebnisse zeigen das Verhaltnis phosphorylierter (aktivierter) Proteine zu a-Tubulin.

2.3.15 Datenanalyse und Statistik

Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) dargestellt. Zur Prifung auf
statistische Signifikanz wurde ein Student’s f-test (Graph Pad Prism version 4.00),
gefolgt von einer Bonferroni-Korrektur fir Mehrfachvergleiche fir den statistischen
Vergleich der hamodynamischen Daten verwendet. Die Western Blot Daten wurden
durch One-way ANOVA und Dunnett’'s Test fur Mehrfachvergleiche analysiert. Ein a-
Fehler (P-Wert) von kleiner 0,05 (p<0.05) wurde als signifikant betrachtet.



3. Ergebnisse
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3.1 Blutglukosekonzentration

Die Glukosekonzentration im Blut der Tiere Uber die Dauer des Versuches wird in
Abbildung 3.1 gezeigt. Unter Ausgangsbedingungen betrug die
Blutglukosekonzentration bei den Tieren 120 + 28 mg dI”". Im Versuchsverlauf sank der
Blutzucker der nicht mit Glukose behandelten Gruppen leicht ab: bei den Kontrolltieren
auf 91 + 32 mg dI"’" und bei den mit Desfluran behandelten Tieren auf 93 + 43 mg dlI™".
Die FH und FH+DesPC Tiere, die wahrend der Triggerphase eine Glukoseinfusion
erhielten, erreichten im Mittel Werte zwischen 500 und 600 mg dI”", die nach Stoppen
der Infusion stetig abfielen und zum Ende der Ischamiephase 248 + 153 mg dI"" und
284 + 77 mg dI"" und nach Ablauf der zwei Stunden Reperfusion 80 + 25 mg dI"' und
124 + 93 mg dl”’ betrugen. In den Gruppen der spaten Glukoseinfusion stiegen die
Blutzuckerwerte wahrend der Mediatorphase ebenfalls auf 500 bis 600 mg dI”', um
dann nach Ende der Infusion bis zum Ende des Versuches auf 120 + 48 mg dI”" bei den
Tieren der SH-Gruppe und auf 107 + 39 mg dI” bei denen der SH+DesPC-Gruppe

abzufallen.
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Abb. 3.1: Blutzuckerkonzentration. Darstellung der Ergebnisse der Messungen des Blutzuckers (Einheit
mg dl'1) der verschiedenen Gruppen wahrend der Versuchsphasen (in Anlehnung an das Protokoll
InfarktgroRenbestimmung, Abbildung 2.2). DesPC = Desfluran-Prékonditionierung, FH = frihe
Hyperglykdmie, FH+DesPC = frihe Hyperglykdmie und Desfluran-Prékonditionierung, SH = spate
Hyperglykdmie, SH+DesPC = spate Hyperglykamie und Desfluran-Prakonditionierung. Die Behandlung
der Tiere wurde oben skizziert, der graue Balken stellt die Ischamiephase dar. Tiere, die eine
Glukoseinfusion erhielten, erreichten Blutzuckerwerte zwischen 500 und 600 mg dI'". Der Blutzuckerwert
stieg dabei jeweils rasch an. Tiere, die einer friihen Hyperglykédmie unterzogen wurden, hatten auch noch
wahrend der Ischamie (Mediatorphase) erhéhte Blutzuckerwerte. Am Versuchsende waren alle Tiere
wieder normoglykam.
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3.2 Hamodynamik

Der Verlauf von Herzfrequenz und mittlerem Aortendruck wahrend des Versuches ist in
den Abbildungen 3.2.1 und 3.2.2 dargestellt. Unter Ausgangsbedingungen zeigten die
hamodynamischen Variablen der verschiedenen Gruppen keine signifikanten
Unterschiede. Die Herzfrequenz betrug im Mittel 434 + 48 Schlage pro Minute, der
Aortendruck 132 + 25 mmHg. Wahrend der ersten Prékonditionierung mit Desfluran fiel
in den entsprechenden Gruppen die Herzfrequenz auf 85 + 11% und der mittlere
Aortendruck auf 55 + 11% des Ausgangswertes, wahrend der zweiten
Prakonditionierung auf 84 + 6% und 49 £ 10%. In den Auswaschphasen stiegen die
Werte jedoch wieder auf das Ausgangsniveau. Vor Beginn der Ischamiephase betrug
in allen Gruppen die Herzfrequenz 93 + 10% und der mittlere Aortendruck 91 + 16%
des Ausgangswertes. Bis zum Ende der Reperfusion sank die Herzfrequenz nur noch
um weitere 3% ab, der mittlere Aortendruck jedoch um weitere 24%. Es gab weder im
Verlauf der Ischamie- noch im Verlauf der Reperfusionsphase hamodynamische

Unterschiede zwischen den jeweiligen Gruppen.
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Abb. 3.2.1: Herzfrequenz. Verlauf der Herzfrequenz der verschiedenen Gruppen wahrend der
Versuchsphasen (in Anlehnung an das Protokoll InfarktgroRenbestimmung, Abbildung 2.2). DesPC =
Desfluran-Prakonditionierung, FH = frihe Hyperglykdmie, FH+DesPC = fruhe Hyperglykdmie und
Desfluran-Prakonditionierung, SH = spate Hyperglykdmie, SH+DesPC = spate Hyperglykdmie und
Desfluran-Prakonditionierung. Die Behandlung der Tiere wurde zur Orientierung oben in der Abbildung
skizziert: der graue Balken stellt die Ischamiephase dar. Desflurangabe fiihrte bei den behandelten
Gruppen jeweils zu einem leichten Abfall der Herzfrequenz. Die Werte erholten sich nach Beendigung der
Desfluranzufuhr zlgig.
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Abb. 3.2.2: Mittlerer Aortendruck. Verlauf des mittleren Aortendruckes der verschiedenen Gruppen
wahrend der Versuchsphasen (in Anlehnung an das Protokoll InfarktgroRenbestimmung, Abbildung 2.2).
DesPC = Desfluran-Prakonditionierung, FH = friihe Hyperglykamie, FH+DesPC = friihe Hyperglykdmie
und Desfluran-Prakonditionierung, SH = spate Hyperglykdmie, SH+DesPC = spate Hyperglykdmie und
Desfluran-Prakonditionierung. Die Behandlung der Tiere wurde zur Orientierung jeweils oben in der
Abbildung skizziert: der graue Balken stellt die Ischamiephase dar. Desflurangabe flihrte bei den
behandelten Gruppen jeweils zu einem deutlichen Abfall des mittleren Aortendruckes. Die Werte erholten
sich nach Beendigung der Desfluranzufuhr zlgig.

3.3 InfarktgrofRe

Abbildung 3.3 zeigt die Ergebnisse der Messung der Infarktgrof3e. Im Vergleich zu den
Kontrollen (51,7 = 9,0%) reduzierte die Prakonditionierung mit Desfluran die
InfarktgroRe signifikant auf 28,9 + 11,9% des Risikogebietes (P = 0,0005). Weder die
frGhe (FH 51,5 £ 9,0%, P = 1,0 vs. Kon) noch die spate Hyperglykamie (SH 42,2 +
16,5%, P = 1,0 vs. Kon) alleine beeinflussten die GroRe des Infarktes. Beide flihrten
jedoch zu vollstandiger Blockierung der durch Desfluran-Prakonditionierung
vermittelten Kardioprotektion (FH+DesPC 49,1 + 12,3, P = 0,005 vs. DesPC;
SH+DesPC 48,1 + 17,6%, P = 0,04 vs. DesPC). Das Trockengewicht der Herzen
betrug im Mittel 0,134 + 0,026 g und unterschied sich nicht zwischen den Gruppen.
Das Risikogebiet machte im Mittel 39 £ 14% des Herzens aus und wog 0,052 + 0,025

g. Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich der Gruppen.
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Abb. 3.3: Ergebnisse Infarktgrofe. Die Infarkigroe wird angegeben in % des Risikogebietes in der
jeweiligen Versuchsgruppe: Kon = Kontrolle, DesPC = Desfluran-Prékonditionierung, FH = frihe
Hyperglykdmie, FH+DesPC = frihe Hyperglykdmie und Desfluran-Prékonditionierung, SH = spate
Hyperglykdmie, SH+DesPC = spate Hyperglykdmie und Desfluran-Prakonditionierung. Desfluran-
Prakonditionierung fihrt zu einer signifikanten InfarktgréRenreduktion im Vergleich mit den Kontrollen. [* =
Signifikanz (p<0.05) Kon zu DesPC]. Frihe (wahrend der Triggerphase) oder spate (wahrend der
Mediatorphase) Glukosezufuhr blockiert die Infarktgrofienreduktion durch Desfluran-Prakonditionierung

vollstandig [$ = Signifikanz (p<0.05) DesPC zu FH+DesPC und DesPC zu SH+DesPC]. n = Anzahl der
Versuchstiere.

3.4 Molekularbiologie

Mit dem Western Blot wurde der Grad der Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK,
JNK und p38 in der zytosolischen Fraktion bestimmt. Die Herzen von DesPC,
FH+DesPC und FH Tieren wurden zu finf unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht.
Den Kontrolltieren wurden die Herzen sofort nach der chirurgischen Praparation
entnommen. Der Kontrollwert wurde bei 100% festgelegt. Die Western Blot Daten der
anderen Gruppen sind als Prozentwert der Kontrollen dargestellt. Die Werte ergeben
sich aus dem Quotienten aus der Menge an phosphoryliertem Protein und a-Tubulin
als Standard.

3.4.1 Phosphorylierung der ERK 1/2

Wie in Abbildung 3.4 dargestellt, ist eine Abnahme der Phosphorylierung der MAP-
Kinase ERK im Vergleich zu den Kontrollen auszumachen. Was sich bei der Isoform

ERK 1 nur als Tendenz andeutet, erreicht bei Isoform 2 Signifikanz. Hier zeigt sich
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deutlich eine Abnahme der Phosphorylierung in den DesPC-Gruppen, deren Herzen
nach 15, 25 und nach 30 Minuten entnommen wurden. Dies wurde ebenfalls nach 30
Minuten in der Gruppe FH+DesPC beobachtet. Hyperglykdmie alleine nimmt keinen
signifikanten Einfluss auf die Phosphorylierung der ERK 1/2 wahrend des
Zeitverlaufes.
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Abb. 3.4: Ergebnisse Zeitverlauf ERK. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot der
Kontrollen (Kon) und mit Desfluran prakonditionierten Herzen (DesPC, blaue Balken), Entnahme nach 15,
25, 30 oder 40 min. bzw. mit Desfluran prakonditionierten und hyperglykdmen Herzen (FH+DesPC, rote
Balken) oder nur hyperglykdme, nicht prékonditionierte Herzen (FH, orange Balken), jeweils n = 3. Oben:
Ergebnisse der Densitometrie: phosphorylierte ERK 1 und 2, totale ERK 1 und 2 und der Standard a-
Tubulin. Erstes Histogramm: Verhaltnis phospho ERK 1 zu a-Tubulin. Zweites Histogramm: Verhaltnis
phospho ERK 2 zu a-Tubulin, jeweils angegeben in % der Kontrolle. Mittelwert + Standardfehler. * =
p<0.05 vs. Kon
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3.4.2 Phosphorylierung der JNK 1 und 2/3

Entsprechend der Ergebnisse der p38 MAPK zeigte sich sowohl bei Untersuchung der
JNK 1 als auch bei Untersuchung der JNK 2/3 ein zeitabhangiger
Phosphorylierungsverlauf. Fir die Isoform JNK 2/3 ist nach 40 Minuten ein signifikanter
Anstieg der Phosphorylierung in Herzen der FH-Gruppe nachweisbar. Auflerdem ist
zum gleichen Zeitpunkt auch die phosphorylierte Form in der FH+DesPC-Gruppe
signifikant erhdht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.5 dargestellt.
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Abb. 3.5: Ergebnisse Zeitverlauf JNK. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot der
Kontrollen (Kon) und mit Desfluran prakonditionierten Herzen (DesPC, blaue Balken), Entnahme nach 15,
25, 30 oder 40 min. bzw. mit Desfluran prakonditionierten und hyperglykdmen Herzen (FH+DesPC, rote
Balken) oder nur hyperglykdmen, nicht prakonditionierten Herzen (FH, orange Balken), jeweils n = 3.
Oben: Ergebnisse der Densitometrie: phosphorylierte JNK 2/3 und 1, totale JNK 2/3 und 1 und der
Standard a-Tubulin. Erstes Histogramm: Verhaltnis phospho JNK 1 zu a-Tubulin. Zweites Histogramm:
Verhaltnis phospho JNK 2/3 zu a-Tubulin, jeweils angegeben in % der Kontrolle. Mittelwert *
Standardfehler. * = p<0.05 vs. Kon
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3.4.3 Phosphorylierung der p38 MAPK

Die Abbildung 3.6 zeigt die Ergebnisse der Messungen. Die phosphorylierte Form der
p38 MAPK war nach 25 Minuten in FH+DesPC Herzen und nach 40 Minuten in FH
Herzen signifikant erhéht. Zu allen anderen Zeitpunkten zeigten sich keine

Signifikanzen.
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Abb. 3.6: Ergebnisse Zeitverlauf p38. Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western Blot der
Kontrollen (Kon) und mit Desfluran prakonditionierten Herzen (DesPC, blaue Balken), Entnahme nach 15,
25, 30 oder 40 min. bzw. mit Desfluran prakonditionierten und hyperglykdmen Herzen (FH+DesPC, rote
Balken) oder nur hyperglykamen, nicht prakonditionierten Herzen (FH, orange Balken), jeweils n = 3.
Oben: Ergebnisse der Densitometrie: phosphorylierte p38, totale p38 und der Standard a-Tubulin.
Histogramm: Verhaltnis phospho p38 zu o-Tubulin, angegeben in % der Kontrolle. Mittelwert *
Standardfehler. * = p<0.05 vs. Kon

Alle vorliegenden Ergebnisse wurden in Form eines peer-reviewed Manuskriptes im

European Journal of Pharmacology publiziert'®.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Kardioprotektion durch Desfluran-
Prékonditionierung am Rattenherzen in vivo unter normo- und hyperglykdmen
Bedingungen zu untersuchen und die Regulation der MAP-Kinasen ERK, JNK und p38

im Zeitverlauf darzustellen.

Die durch Desfluran-Prakonditionierung vermittelte kardiale Protektion wird durch
Hyperglykdmie blockiert. Mit dieser Arbeit gelang der Nachweis, dass die Blockade
durch Hyperglykdmie in der Mediatorphase (wahrend der Ischamie) stattfindet. Hierzu
wurde das Modell der durch Glukoseinfusion induzierten Hyperglykamie

(Blutzuckerwerte zwischen 500 bis 600 mg dI”') verwendet.

Die Enzyme ERK, JNK und p38 vermitteln keine Kardioprotektion wahrend Desfluran-
Prakonditionierung in der frlhen Phase. Frih induzierte Hyperglykdmie unter

Desfluran-Prakonditionierung wirkt sich auf die Kinasen unterschiedlich aus.

Fur die MAP-Kinase ERK zeigt sich eine Abnahme der Phosphorylierung in der
zytosolischen Fraktion der mit Desfluran prakonditionierten Herzen, der mit Desfluran
prakonditionierten und hyperglykdmen Herzen und der nicht prakonditionierten
hyperglykdmen Herzen (Abbildung 3.4, Seite 47). Signifikant ist diese Abnahme bei der
Isoform ERK 2 nach 15, 25 und 30 min. bei normoglykdmen mit Desfluran
prakonditionierten Tieren (Abbildung 3.4 unteres Histogramm, blaue Rechtecke) und
nach 30 min. bei hyperglykdmen mit Desfluran prakonditionierten Tieren (Abbildung
3.4, unteres Histogramm, rote Rechtecke). Die Isoform ERK 1 zeigt tendenziell einen
ahnlichen Phosphorylierungsverlauf, jedoch ohne statistische Signifikanz zu erreichen

(Abbildung 3.4, oberes Histogramm).

Die Kinasen JNK und p38 werden im hyperglykdmen Myokard anders reguliert als die
ERK. Hier zeigt sich eine zeitabhangige Zunahme der Phosphorylierung. Wie in
Abbildung 3.5 auf Seite 49 im unteren Histogramm dargestellt, ist die Phosphorylierung
der Isoform JNK 2/3 nach 40 min. bei hyperglykdmen mit Desfluran prakonditionierten
Tieren (rote Rechtecke) und bei hyperglykdmen, nicht prékonditionierten Tieren
(orange Rechtecke) erhoht. Fir die Isoform JNK 1 zeigt der Verlauf die gleiche
Tendenz, statistische Signifikanz wird jedoch nicht erreicht (Abbildung 3.5, oberes
Histogramm). Der Anteil phosphorylierter p38 MAP-Kinase ist nach 25 min. in mit
Desfluran prakonditionierten hyperglykdmen Herzen (Abbildung 3.6, Seite 50, rote
Balken) und nach 40 min. in hyperglykdmen nicht prakonditionierten Herzen erhdht

(orange Balken).
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4.1 Blockade der Desfluran-Prakonditionierung durch

Hyperglykamie wahrend der Mediatorphase

Experimentelle Untersuchungen zeigen, dass hyperglykdme oder diabetische
Stoffwechsellagen die schitzenden Effekte einer Prakonditionierung

blockieren’®82185.191

, wahrend kurzzeitiger Glukoseentzug prakonditionierend und damit
organprotektiv wirkt'>'®®, Um den negativen Effekt der Hyperglykdmie zu verhindern,
ist es zwingend notwendig den Mechanismus der Blockade zu verstehen. Die vier
bisher vorliegenden in vivo Arbeiten zu diesem Thema wurden allesamt mit dem
volatilen Anasthetikum Isofluran durchgeflhrt, drei am Hundemodell und eine Arbeit

am Kaninchenmodell’®%>18%19",

Aussagekraftige Untersuchungen mit anderen
Anasthetika oder an anderen Spezies liegen bisher nicht vor. Die vorliegenden Daten
lassen leider keinen definitiven Rulckschluss darauf zu, in welcher Phase die
Prakonditionierung durch Hyperglykdmie blockiert wird. Die Glukose wurde im Protokoll
der Arbeit von Kehl et al. in der Triggerphase verabreicht. Weitere Messungen des
Blutzuckers in der Ischamie- oder Mediatorphase fanden jedoch nicht statt. Es ist
wahrscheinlich, dass die Blutzuckerwerte bei den behandelten Tieren auch in der
Mediatorphase noch hoch waren. Daher kann man anhand dieser Daten nicht auf eine
alleinige Blockade der Prakonditionierung durch Hyperglykdmie wahrend der
Triggerphase schlieRen. Die vorliegende Arbeit untersucht diesen Sachverhalt Uber
einen erweiterten Ansatz, indem die Glukose zum einen in der Trigger-, zum anderen
in der Mediatorphase verabreicht wurde. Es zeigt sich, dass beide Varianten zu einer
Blockade der Prakonditionierung fihren. Definitiv nachgewiesen ist die Blockade durch
Hyperglykdmie wahrend der Mediatorphase. Auch wahrend Trigger- und
Mediatorphase zusammen findet eine Blockade durch Hyperglykdmie statt. Ob
dahingegen auch isoliert in der Triggerphase ein Teil der Blockade durch
Hyperglykédmie stattfindet, kann mit dieser Arbeit leider nicht beantwortet werden, da
die Blutzuckerwerte bis zur Mediatorphase noch nicht ausreichend abgefallen waren,

um auf eine alleinige Blockade in der Triggerphase schlieRen zu kénnen.

4.2 Rolle der MAPK

Bislang bleibt unklar, an welcher Stelle in der Signalkaskade die Hemmung der
Prakonditionierung durch Hyperglykamie stattfindet. Eine Reihe unterschiedlicher

Substrate und Mechanismen scheint hierbei beteiligt zu sein: Die endotheliale
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185

Stickstoffmonoxid-Synthase, Stickstoffmonoxid'®*'®, Tetrahydrobiopterin (BH4)'®, mito

Kate' "% sowie die Freisetzung von Sauerstoffradikalen’"”.

Die meisten Untersuchungen, die die wichtige Rolle der mitochondrialen Katp
hervorheben, konnen bisher nicht ausschlieRen, dass eine Blockade durch
Hyperglykdmie auch in den weiteren Schritten der komplexen Kaskade stattfindet. Eine
Arbeit von del Valle et al. mit diabetischen Schafen konnte zeigen, dass durch akute
Hyperglykdmie alleine keine Aufhebung der Prakonditionierung auftritt'®®. Dies zeigt
auch eine weitere Arbeit, die bei hyperglykdmen Tieren, die seit zwei Wochen unter
einem induzierten Diabetes mellitus litten, einen groBeren Schutz durch
Prakonditionierung vor Kammertachykardien und —flimmern nachwies als bei
normoglykdmen, nicht diabetischen Tieren. Dieser Schutz war nur voribergehend.
Tiere, die 4 oder 8 Wochen diabetisch waren, hatten signifikant mehr kardiale
Ereignisse und keine Kardioprotektion durch Prakonditionierung’. Zu beachten ist,
dass Studien, die Diabetes-Modelle untersuchen, sich von jenen, die akute

Hyperglykdmie untersuchen, unterscheiden.

Die durch die Offnung der mito Karp freigesetzten ROS sind in der Lage,
verschiedenste Kinasen zu aktivieren”. Neben der PKC, die nachweislich eine
zentrale Rolle innerhalb des Signalweges der APC spielt''>'?*"** werden viele weitere
Substrate bezlglich ihrer Funktion innerhalb des Signalweges untersucht, unter
anderem die MAPK. Fir ERK 1/2, JNK und p38 konnte eine Beteiligung bei der
ischamischen Prakonditionierung nachgewiesen werden**'*#'®_Die Rolle dieser MAP-
Kinasen wahrend pharmakologischer Prakonditionierung wurde bislang nur wenig

untersucht.

421 ERK

Die ERK wird bei der Prakonditionierung mit Isofluran (als Mediator)'®, Desfluran™ und

Xenon (in der partikularen Fraktion) im Rattenherzen aktiviert'".

Es gibt auch
Untersuchungen zum Einfluss der ERK wahrend Isofluran-Prakonditionierung auf die
Nierenfunktion?®', auf Neuroblastomzellen®®® und Neurone des Hippocampus®®, sowie

204205 |m Rahmen der

die Neuroprotektion wahrend Sevofluran-Prakonditioinierung
Prakonditionierung gibt es bislang keine Uberzeugenden Daten zum Einfluss von
Hyperglykdmie oder Diabetes mellitus auf die ERK. Die vorliegende Arbeit zeigt eine
verminderte Phosphorylierung der ERK im Zytosol in allen drei Gruppen (DesPC,
FH+DesPC, FH; Abbildung 3.4, Seite 47). Dies bestatigt die Ergebnisse von Weber et

al., die fur die Prakonditionierung mit Xenon ebenfalls eine Abnahme der
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Phosphorylierung der ERK im Zytosol, jedoch einen zeitabhangigen Anstieg derselben
in der partikuldren Fraktion nachweisen konnten'™'. Die partikulare Fraktion wurde in
der vorliegenden Arbeit allerdings nicht untersucht, eine definitive Aussage kann
bezlglich der mdglichen Translokation der Kinase anhand der vorliegenden
Ergebnisse also nicht getroffen werden. Auch da Silva und Kollegen konnten bei der
Préakonditionierung mit Isofluran keinen Anstieg der Phosphorylierung der ERK in der
Triggerphase nachweisen. Einen signifikanten Anstieg gab es erst nach Ischamie und
Reperfusion (insgesamt 80 min. nach Beendigung der Isofluran-Gabe)'®. Es erscheint
also aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeiten mdglich, dass die zytosolische ERK in
der Signalkaskade der Anasthetika-induzierten Prékonditionierung eine Funktion als
Mediator (nach der Indexischamie), nicht jedoch als Trigger einnimmt. Eine Arbeit von
Toma et al. hingegen zeigt eine ansteigende Phosphorylierung der ERK nach
Desfluran-Prakonditionierung. Hier wurde jedoch im Vergleich zur vorliegenden
Untersuchung ein anderes Prakonditionierungsprotokoll verwendet und die

Kontrollherzen wurden den Tieren erst nach 40 min. entnommen’>.

4.2.2 JNK

Bezuglich der Beteiligung der JNK, an der durch Anasthetika-induzierte
Prakonditionierung vermittelten Kardioprotektion, wurden neben einer Arbeit von
Weber et al. bislang keine Uberzeugenden Daten publiziert. Die genannte Arbeit konnte
keine Beteiligung der stress-aktivierten Kinase wahrend Xenon-Prakonditionierung
nachweisen™’. Einen schiitzenden Einfluss der JNK, allerdings auf die Nierenfunktion,
durch Hemmung der Kinase wahrend Isofluran-Prakonditionierung, wurde von
Hashigushi und Kollegen nachgewiesenzm_ Bisher liegen keine eindeutigen Daten zum
Einfluss von Hyperglykdmie auf die JNK vor. Die vorliegende Arbeit konnte eine
signifikante Zunahme der Phosphorylierung der JNK 2/3 nach 40 min. bei mit
FH+DesPC und mit FH alleine behandelten Herzen zeigen (Abbildung 3.5, Seite 49).
Die nur leicht ansteigende Phosphorylierung bei den lediglich mit Desfluran
behandelten Herzen erreichte keine Signifikanz. Dies korreliert mit den Ergebnissen
frherer Arbeiten, in denen die Andasthetika-induzierte Prakonditionierung ebenfalls
keinen Einfluss auf den Phophorylierungsstatus der kardialen JNK ausiibte''. Die JNK
scheint somit keinen Einfluss als Trigger auf die Anasthetika-induzierte

Prakonditionierung zu nehmen.
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4.2.3 p38

Die Kardioprotektion durch Xenon-Prakonditionierung wird Uber die p38, ein Enzym
welches in der Signaltransduktionskaskade der Prakonditionierung der PKC
nachgeordnet ist, vermittelt®®. Die Prakonditionierung mit Isofluran zeigte keinen
Einfluss auf die p38 in einer Untersuchung von da Silva und Kollegen'®, eine Arbeit
von Weber et al. hingegen konnte eine Aktivierung der p38 nach Xenon- und Isofluran-
Prakonditionierung nachweisen'™. Der Versuchsaufbau beider Arbeiten unterscheidet
sich jedoch wesentlich. Da Silva et al. untersuchen in ihrer Arbeit die Anasthetika-
induzierte Prakonditionierung an isolierten Rattenherzen in der Triggerphase und nach
Ischamie-Reperfusion. In der Arbeit von Weber et al. hingegen wird ein in vivo-Modell
verwendet und Messung der Enzymaktivitat mittels Nachweis eines direkten
Substrates der p38 (ATF-2) durchgefiihrt. Die pharmakologische Prakonditionierung
mittels Adenosin und Phenylephrin (a4 Agonist) zeigte eine Beteiligung des Adenosin-
und a;-Rezeptors den Beginn der Signalweiterleitung durch Offnung der
mitochondrialen Karp, eine Aktivierung der PKC und die nachfolgende Aktivierung der

p38 im Signalweg?®®®.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Effekte der frihen Hyperglykdmie wahrend
Prakonditionierung mit Desfluran auf die p38 im Myokard. Ein eindeutiger Einfluss auf
die p38 konnte nicht nachgewiesen werden. Wie auf Seite 50 in Abbildung 3.6
dargestellt, liegen, ahnlich zur Regulierung der JNK im Zeitverlauf, auch hier vereinzelt
erhdohte Phosphorylierungsraten in den hyperglykdmen Gruppen vor. Signifikanz
erreicht der Unterschied bei den hyperglykdmen Herzen nach 40 min. und bei den
prakonditionierten und hyperglykdmen Herzen nach 25 min. Dies korreliert mit den
Ergebnissen von Strniskova et al., deren Untersuchung bei diabetischen Ratten
ebenfalls einen Anstieg in der Phosphorylierung der zytosolischen p38 nach langerer
Ischamie (30 min.) nachweisen konnte®”’. Trotz der gleichen Tendenz der Ergebnisse
ist ein direkter Vergleich der Arbeiten nicht mdglich, da Strniskova et al. isolierte
Herzen mit Streptozotocin-induziertem Diabetes mellitus nach ischamischer
Prakonditionierung untersucht haben, im Gegensatz zu einer durch Glukoseinfusion
induzierten Hyperglykadmie in der vorliegenden, in vivo durchgefiihrten Arbeit. Igarashi
et al. untersuchten die p38 in Zellen der glatten Muskulatur der Rattenaorta und
zeigten zum einen, dass durch Glukoseinfusion induzierte Hyperglykdmie zu einem
zeitabhangigen Anstieg der p38 Aktivitat fuhrt, zum anderen, eine deutliche Zunahme
der Phosphorylierung der p38, 6 Wochen nach Streptozotocin-induziertem Diabetes

mellitus®®®. Die Ergebnisse der zahlreichen Untersuchungen der p38 stehen teilweise in
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Widerspruch zueinander. Dies mag zum einen an dem unterschiedlichen
Studiendesign der verschieden Arbeiten liegen: Es werden Zellkulturen oder isoliert
perfundierte Organe untersucht oder Versuche in vivo durchgefihrt. Der
prakonditionierende Stimulus unterscheidet sich in den Arbeiten hinsichtlich seiner Art
(ischédmische vs. Anasthetika-induzierte Prakonditionierung) und Konzentration (bei
Anasthetika-induzierter ~ Prakonditionierung) bzw. Dauer (bei ischamischer
Prakonditionierung) der Verabreichung. Die Hyperglykdmie besteht in den
verschiedenen Arbeiten unterschiedlich lange und wird durch verschiedene Methoden
induziert. Die Regulierung der Kinase wird durch Bestimmung der Enzymaktivitat oder
anhand der Phosphorylierung gemessen. Zum anderen kdnnten die widersprichlichen
Ergebnisse auch Resultat unterschiedlicher Aktivierung der verschiedenen Isoformen
(a, B, y und d) der p38 sein, die unterschiedliche biologische Funktionen innehaben
kdnnten (siehe Kapitel 1.4.3 mitogen-aktivierte Proteinkinasen, Seite 19-20). Die
beschriebenen Arbeiten sowie die vorliegende Arbeit gehen jedoch leider nicht naher
auf die Wirkweisen der unterschiedlichen Isoformen ein. Die gezielte Aktivierung oder
Hemmung der einzelnen p38-Isoformen misste in weiteren Studien untersucht
werden, um die Rolle der p38 im Rahmen der Desfluran-Prakonditionierung mit oder

ohne Hyperglykdmie besser zu verstehen.

Letztlich bleibt bislang der Endeffektor, also das Substrat, das fir die Blockade der
Prakonditionierung durch Hyperglykdmie bzw. Diabetes mellitus verantwortlich ist,
unbekannt. Nicht ausschlieBen sollte man die Wechselwirkung verschiedener
Mechanismen. Die Vielfalt der bisher nachweislich involvierten Substanzen lasst immer
unwahrscheinlicher erscheinen, dass nur ein einzelner Effektor fir die Blockade

verantwortlich ist.

4.3 Methodenkritik

Eine Einschrankung dieser Arbeit ist die mangelnde Beurteilbarkeit der Blockade der
Prakonditionierung durch Hyperglykamie isoliert in der Triggerphase. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Glukose zwar zum einen in der Trigger-, zum anderen in
der Mediatorphase verabreicht, wir koénnen jedoch anhand der vorliegenden
Ergebnisse dennoch nicht ausschlieRen, dass Hyperglykdmie alleine wahrend der
Triggerphase, ebenfalls eine Blockade hervorrufen kann. Die Blutzuckerwerte waren
bei unseren Untersuchungen bis zur Mediatorphase noch nicht ausreichend

abgefallen, um beide Phasen getrennt beurteilen zu kdnnen. Zur Klarung dieses
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Sachverhaltes bedarf es weiterer Untersuchungen, die einer isolierten Hyperglykamie
in der Trigger- und einer Normoglykdmie in der Mediatorphase bedirfen. Eine
Umsetzung im in vivo Modell erscheint jedoch schwierig, da eine rapide
Blutzuckersenkung innerhalb kirzester Zeit kaum madglich sein wird, ohne durch
Nebeneffekte das empfindliche physiologische Gleichgewicht der Versuchstiere zu
stéren. Eine Blutzuckersenkung durch Insulin kdnnte zum Beispiel Hypoglykamien,
Elektrolytstorungen und Osmolaritdtsschwankungen verursachen, die das Ergebnis
beeinflussen und die Aussagekraft limitieren konnten. Alternativ kdnnte die
Glukosezufuhr wahrend der Triggerphase vorzeitig beendet werden. Dies wirde
jedoch bewirken, dass die Tiere nur fir einen Teil der Triggerphase und nicht wahrend
der gesamten Triggerphase hyperglykdm sind. Findet die hyperglykdmiebedingte
Blockade erst am Ende der Triggerphase statt, so wirde dies durch ein solches
Protokoll nicht erfasst werden. Ein in vitro Modell kdnnte moéglicherweise hilfreicher fir

die Beantwortung dieser wichtigen Frage sein.

Zur Induktion der Hyperglykdmie verwendeten wir in der vorliegenden Arbeit eine
Infusion von Glukose 50%. Die Infusionsrate zu Beginn der jeweiligen Versuche betrug
1 ml/h, Messungen der Blutglukose wurden dem Protokoll gemafl alle 5 min.
durchgefiihrt. Die Glukosezufuhr wurde jeweils entsprechend der gemessenen Werte
angepasst. Die gemessenen Werte 5 min. nach Beginn der Glukoseinfusion lagen alle
Uber 500 mg dI"'. Vereinzelt wurden Uber die Versuchsdauer Werte von Uber 600 mg
dI"" erreicht. Eine genauere Differenzierung der Werte Uber 600 mg dI™* war leider nicht
moglich, da das verwendete Blutzuckermessgerat Werte tber 600 mg dI™" nicht mehr
als Einzelwert angeben konnte. Es besteht somit die Mdglichkeit, dass vereinzelte
Werte wesentlich héher als 600 mg dI" waren. Tanaka et al. zeigten ein
dosisabhangiges Verhaltnis zwischen Blutglukosekonzentration und GroéRe des
Infarktareals und postulierten, dass schwere Hyperglykdmien einen grof3eren
myokardialen Schaden verursachen als moderate Hyperglykdmien®s. In der
vorliegenden Arbeit wurde bei den entsprechenden Tieren eine schwere
Hyperglykdmie mit einem Ziel von 400 bis 600 mg dI"* Blutglukose induziert. Frihere
Arbeiten, in denen der Einfluss der Blutglukose auf die ischamische und Anasthetika-
induzierte Prakonditionierung untersucht  wurde, verwendeten ahnliche
Blutglukoselevel®®. Auch in diesen Arbeiten wurde die Glukose iiber eine intravendse
Infusion verabreicht. Grundsatzlich kann Hyperglykdmie auch durch andere Modelle
erzeugt werden. In vielen Arbeiten wurden Tiere mit chronischer Hyperglykdmie bei
Diabetes mellitus untersucht. Die Induktion des Diabetes mellitus Typ 1 kann Uber

Verabreichung chemischer Substanzen wie Streptozotozin oder Alloxan erfolgen.
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Diese Medikamente verursachen eine Zerstérung der insulinproduzierenden Betazellen
des Pankreas und l6sen somit einen Insulinmangeldiabetes aus. Wie Tosaki und
Kollegen zeigen konnten, scheint die Hohe des Blutglukosespiegels dabei abhangig
von der Dauer des induzierten Diabetes mellitus zu sein. Je langer der Diabetes
mellitus Typ 1 bestand, desto héher war die gemessene Plasmaglukose der Tiere’.
Die verschiedenen Zeitpunkte der Versuchsdurchfiihrung nach Diabetesinduktion
konnten ein  Grund flir die sehr unterschiedlichen Ergebnisse bei der
InfarktgroRenbestimmung bei diabetischen Tiermodellen sein. Als weiterer
ergebnisbeeinflussender Faktor wird der Insulinplasmaspiegel diskutiert. Dieser ist in
den Tiermodellen mit induziertem Diabetes mellitus Typ 2 (Hyperinsulindmie bei
Insulinresistenz) deutlich erhéht gegeniber normoglykdmen Tieren und Tieren mit
Diabetes mellitus Typ 1 (absoluter Insulinmangel). Die meisten der Arbeiten, die den
Diabetes mellitus Typ 2 am Tiermodell untersuchen, kommen zu dem Ergebnis einer
InfarktgréRenreduktion nach Ischamie-Reperfusion. Jedoch liegen auch hierzu
Ergebnisse vor, die keine Kardioprotektion nachweisen. Eine gute Ubersicht tber die
Arbeiten, die Diabetes mellitus und Hyperglykdmie im Zusammenhang mit Ischamie-

Reperfusion untersuchen, bietet der Artikel von Miki und Kollegen®®.

Die hamodynamischen Variablen der hyperglykdmen Tiere unterscheiden sich
wahrend unserer Versuche nicht von denen der Kontrolltiere (dargestellt in den
Abbildungen 3.2.1 und 3.2.2 auf Seite 44-45). Aortendruck und Herzfrequenz erreichen
lediglich bei den (normo- und hyperglykdmen) mit Desfluran prakonditionierten Tieren
eine andere Tendenz. Die Parameter werden folglich somit durch Desfluran, nicht

jedoch durch Hyperglykamie beeinflusst.

Glukose 50% bewirkt neben einer Hyperglykdmie auch eine Osmolalitatssteigerung.
Inwiefern sich die Veranderung der Osmolalitdt auf die durch Anéasthetika-
Prakonditionierung induzierte Kardioprotektion auswirkt ist unbekannt. Kersten und
Mitarbeiter konnten keine Wirkung einer Osmolalitdtsverdnderung wahrend friher
ischamischer Prakonditionierung nachweisen®', somit erscheint ein Einfluss auf die

Anasthetika-induzierte Prakonditionierung ebenfalls wenig wahrscheinlich.

Die vorliegende Arbeit untersucht die kardiale ERK, JNK und p38 im Zeitverlauf, um
anhand der Phosphorylierungsraten dieser MAPK Unterschiede zwischen den mit
Desfluran behandelten und hyperglykdmen Tieren und nur hyperglykdmen Tieren zu
ermitteln. Alle drei Kinasen werden bekanntermallen durch Ischamie und Reperfusion
beeinflusst und sind an der durch ischamische Prakonditionierung vermittelten

Kardioprotektion  beteiligt*®'**'®.  Auch  bei der  Anésthetika-induzierten
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68,73,151

Prakonditionierung spielen die MAPK ERK und p38 eine Rolle . Bezuglich der
JNK liegen bislang kaum aussagekraftige Untersuchungen vor. Wir sind somit vor
Beginn unserer Untersuchungen davon ausgegangen, dass die untersuchten MAPK
ebenfalls an der Prakonditionierung mit Desfluran beteiligt sind. Ziel war es
herauszufinden, welche Rolle die jeweilige MAPK im Zusammenhang mit
Hyperglykdmie im Zeitverlauf einnimmt. Wie sich letztlich durch unsere
Untersuchungen zeigte, scheint von den MAPK lediglich die ERK 2 durch die
Prékonditionierung mit Desfluran beeinflusst zu werden (siehe Abbildung 3.4).
Signifikante Anderungen der Phosphorylierung der JNK und p38 zeigen sich im
untersuchten Zeitverlauf nicht (Abbildung 3.5 und 3.6). Retrospektiv hatte sich hierfir
zunachst die Durchfihrung einer Voruntersuchung angeboten, die lediglich den
Einfluss der Desfluran-Prakonditionierung unabhangig von der Hyperglykdmie
untersucht hatte, um zu verhindern, dass Gruppen untersucht werden, die im
Nachhinein betrachtet, unbeteiligt sind. Andererseits ware dann nicht aufgefallen, dass
auch ohne Einfluss der alleinigen Desfluran-Prakonditionierung auf die jeweilige Kinase
Veranderungen im Phosphorylierungsmuster in  den hyperglykdmen Gruppen
vorkommen koénnen und die Untersuchung der MAPK ware unvollstandig geblieben.
Unser Vorgehen erklart sich zudem dadurch, dass eine addquate Randomisierung der

Tiere in die jeweiligen Gruppen nur mit Einschrankungen mdglich gewesen ware.

Um die notwendige Prakonditionierung hervorzurufen, haben wir in dieser Arbeit das
volatile Anasthetikum Desfluran verwendet. Fur Desfluran konnte bereits in
verschiedenen Untersuchungen die Potenz zur kardialen Prakonditionierung
nachgewiesen werden®>’%732'° Das Anasthetikum, als prakonditionierender Stimulus,
darf definitionsgemal wahrend der Ischamiephase nicht mehr im Gewebe vorhanden
sein. Desfluran besitzt die geringste Blut- und Gewebeldslichkeit aller volatilen
Anasthetika und somit ist die Wahrscheinlichkeit, dass das Anasthetikum in der
vorliegenden Arbeit bis zur Ischdmiephase aus dem Gewebe eliminiert war, aufgrund
der zugrunde liegenden Kinetik des Andasthetikums recht hoch. Sicherheitshalber
erfolgte jedoch nach jeder Desflurangabe eine 10-minttige Auswaschphase. Eine
Messung des myokardialen Gasgehaltes zur Objektivierung konnte nicht stattfinden.
Die Metabolisierungsrate des Desflurans ist jedoch im Vergleich zu anderen
gasformigen Anasthetika gering. Nur 0,02% der applizierten Menge werden in der
Leber metabolisiert, der Ubrige Anteil wird im Rahmen des Gasaustausches Uber die
Lunge eliminiert. Die Verabreichung von Desfluran kann kardiovaskulare
Nebenwirkungen durch eine sympathoadrenerge Stimulation (Herzfrequenzanstieg,

Vasodilatation mit Abnahme des peripheren Gefallwiderstandes und Blutdruckabfall)
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hervorrufen. Aus diesem Grunde fand die kontinuierliche Messung von Blutdruck und

Herzfrequenz wahrend der Versuche statt.

In der vorliegenden Arbeit wurde Desfluran nicht als Narkosemittel sondern rein zur
Prékonditionierung in einer Konzentration von 1 MAC in maximal zwei Gaben zu je 5
min. verabreicht. Dieses Protokoll hat sich bereits in vorherigen Studien mit Desfluran
bewahrt”. Eine andere Untersuchung aus dem Jahr 2004 zeigt fiir die Anwendung von
1 MAC Desfluran ebenfalls eine signifikante InfarktgréRenreduktion und zwar
unabhangig davon, ob Desfluran vor, wahrend oder nach der Ischdmie oder Uber die
gesamte Dauer hinweg verabreicht wird®''. Kehl und Kollegen verdffentlichten eine
Prékonditionierungsuntersuchung, in der die kontinuierliche mit der repetitiven Gabe
von 0.5, 1.0 und 1.5 MAC Desfluran verglichen wurde. Allein die kontinuierliche Gabe
von 0.5 MAC Uber 30 min. erbrachte keine InfarktgréRenreduktion, im Gegensatz zur
kontinuierlichen Gabe von 1.0 oder 1.5 MAC oder zur wiederholten Verabreichung aller
getesteten Konzentrationen (3 x 10 min. jeweils unterbrochen durch 10 min.
Auswaschphase). Mit Ausnahme der Ersten flihrten alle Gbrigen Versuchsanordnungen
zu einer vergleichbaren signifikanten InfarktgroRenreduktion; die Erhéhung der
Konzentration oder eine langere Verabreichung der jeweiligen Konzentration
verbesserte den Effekt nicht weiter’®. Trotz des Unterschiedes zu unserer Arbeit (2 x 5
min. Desfluran) weist das Ergebnis darauf hin, dass auch das hier vorliegende
Protokoll einen maximalen prakonditionierenden Effekt auszulésen vermag. Die
Desflurangabe in mehr als zwei Zyklen, langer anhaltender Verabreichung oder

veranderter Konzentration wurde jedoch in dieser Arbeit nicht untersucht.

Wir konnten jeweils zum Zeitpunkt der Desfluranverabreichung einen Abfall von
Blutdruck und Herzfrequenz feststellen. Dies lasst darauf schlieRen, dass die
Verabreichung des Anasthetikums zu keiner sympathotonen Reaktion des
kardiovaskularen Systems flhrte. Blutdruck und Herzfrequenz der Tiere erholten sich
in den Auswaschphasen zugig und waren zum Zeitpunkt der Indexischamie wieder auf
dem gleichen Niveau wie in den Ubrigen Gruppen. Es ist unwahrscheinlich, dass die
arterielle  Hypotension und der Abfall der Herzfrequenz wahrend der
Desfluranapplikationen fir die Kardioprotektion verantwortlich sind, da dies auch die
mit Desfluran prakonditionierten hyperglykdmen Tiere betraf, bei denen keine
Kardioprotektion gezeigt werden konnte. Eine direkte Ubertragung vom Tiermodell auf
den klinischen Alltag ist jedoch nicht moglich, insbesondere da bei den Versuchstieren

keinerlei kardiale Vorerkrankungen bestanden.
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Von der Vielfalt mdglicher Storfaktoren bei experimentellen Versuchen kénnen einige
in dieser Arbeit ausgeschlossen werden. So bleibt die Prakonditionierung der Tiere in
vivo bei Verwendung von S-Ketamin, welches wir zur Narkoseeinleitung verwendet
haben, nachweislich unbeeintrichtigt’’?, ebenso die Wirkung von S-Ketamin auf die
untersuchten Enzyme. Dies konnte bereits zuvor durch Western Blot Analysen, die S-

Ketamin behandelte und nicht behandelte Tiere verglichen, ausgeschlossen werden'".

4.4 Translationelle Aspekte

Versucht man die experimentellen Daten in einen klinischen Kontext einzuordnen, so
ist zu berlcksichtigen, dass eine Ubertragung der Ergebnisse aus Arbeiten mit
Tiermodellen auf den Menschen nicht ohne weiteres moglich ist. Die Tiere sind in der
Uberwiegenden Zahl der Arbeiten jung und gesund, Multimorbiditdt und regelmaRige
Medikamenteneinnahme oder Risikofaktoren kommen nicht vor. Der Myokardinfarkt
wird in der vorliegenden Arbeit kiinstlich, an einem gesunden Herzen mit gesunden
Koronarien, herbeigeflhrt, ebenso die Reperfusion. Im Gegensatz dazu, bestehen bei
Patienten, die im Laufe ihres Lebens einen Herzinfarkt erleiden, in der Regel schon
lange vor dem akuten ischamischen Ereignis atherosklerotische GefaRveranderungen
und endotheliale Funktionseinschrankungen, initial meist ohne klinische Symptome bei
den Patienten. Oft sind die Patienten zudem weiteren Risikofaktoren, die das
Fortschreiten einer KHK beglnstigen, wie arterieller Hypertonie, Diabetes mellitus,

Rauchen und Hypercholesterinamie ausgesetzt.

Die meisten klinischen Arbeiten, die die kardioprotektive Wirkung volatiler Anasthetika
untersuchen, wurden bei Patienten durchgefiihrt, die sich einer koronaren
Bypassoperation unterziehen mussten und damit dem Risiko einer perioperativen
Myokardischamie unterlagen. Als moglicher Nachteil fur die Anwendung der
Anasthetika bei koronarkranken Patienten wurde das Risiko kardiovaskularer
Nebenwirkungen durch sympathoadrenerge Stimulation diskutiert. Zahlreiche klinische
Studien haben mittlerweile die Anwendung von Desfluran auf herzkranke Patienten
untersucht und konnten die Bedenken gegen den Einsatz dieses Anasthetikums bei
kardial vorerkrankten Patienten verringern. De Hert und Kollegen veréffentlichten 2003
eine Arbeit Uber kardiochirurgische Hochrisikopatienten (>70 Jahre, 3-Gefalkrankheit,
Ejektionsfraktion <50%), die eine Bypass-Operation erhielten. Im Vergleich zur
Propofolgruppe zeigten die Patienten mit Sevo- oder Desfluran-Anasthesie eine

bessere linksventrikuldare Funktion und einen geringeren Myokardschaden
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postoperativ’®. But und Kollegen zeigten, dass es keine hamodynamischen
Unterschiede bei Bypass-Patienten gab, die entweder Desfluran und Fentanyl oder
Midazolam und Fentanyl erhielten. Nach Anwendung von Desfluran konnten die
Patienten im Durchschnitt schneller extubiert und zigiger von der Intensivstation
entlassen werden®'®. Zwei weitere klinische Arbeiten vergleichen Desfluran, Isofluran
und Sevofluran in Bezug auf die linksventrikuldre diastolische Relaxation. Dabei
scheinen die drei Anasthetika keine nachteiligen Effekte bei Gesunden oder Patienten
mit friher diastolischer Dysfunktion hervorzurufen. Bei allen Patienten war die Nachlast
signifikant reduziert und die linksventrikulare Funktion verbessert. Allerdings konnten in
der Arbeit bei gesunden Patienten Hinweise fir eine Beeintrdchtigung der spaten
diastolischen Fullung des Ventrikels wahrend der Vorhofkontraktion gefunden

214215 7usammenfassend scheinen alle drei volatilen Anasthetika kaum

werden
hamodynamisch relevante Nebenwirkungen hervorzurufen und erweisen sich auch im

klinischen Einsatz als potente Kardioprotektoren.

Die beschriebenen Arbeiten verwenden Desfluran zur Basisnarkose, nicht jedoch als
prakonditionierenden Stimulus. Meco und Kollegen setzten Desfluran in ihrer
Untersuchung bei koronarkranken Patienten als prakonditionierenden Stimulus ein und
konnten eine Reduktion der myokardialen Nekrose und eine Verbesserung der
kardialen Funktion postoperativ nachweisen?'®. Prakonditionierung mit den volatilen
Anasthetika Iso- und Sevofluran konnte bei Patienten teilweise kardioprotektive Effekte
hervorrufen, teilweise erbrachte die Prakonditionierung keinen Schutz. Ahnlich wie bei
den tierexperimentellen Untersuchungen ist auch hier davon auszugehen, dass die
Kardioprotektion von dem verwendeten Prakonditionierungsprotokoll abhangt. So
konnte eine Untersuchung von Fraldorf et al. nachweisen, dass die einmalige
Verabreichung von Sevofluran uber funf Minuten bei Patienten vor koronarer
Bypassoperation keine kardioprotektiven Effekte hatte, die zweimalige Sevoflurangabe
den myokardialen Schaden jedoch signifikant reduzierte®. Bein und Kollegen
verglichen die kontinuierliche  Sevofluranverabreichung vor Beginn des
kardiopulmonalen Bypasses, gegenlUber der zweimaligen intermittierenden Gabe
(Prakonditionierung) und konnten ebenfalls eine Kardioprotektion bei zyklischer
Verabreichung nachweisen®'’. Dies deckt sich mit der Erkenntnis aus
tierexperimentellen Studien, dass die Prakonditionierung durch wiederholte
Verabreichung des Stimulus eine sicherere Kardioprotektion hervorruft als die

einmalige Verabreichung”®.
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In der Klinik leidet ein grolRer Teil der koronarkranken Patienten zusatzlich unter
erhdhten Blutzuckerwerten. Wie Untersuchungen zeigten, haben viele dieser Patienten
einen Diabetes mellitus Typ 2 oder eine verminderte Glukosetoleranz ohne Kenntnis
davon zu haben (siehe Kapitel 1.1.2 Diabetes mellitus und Hyperglykdmie). Das in
dieser Arbeit verwendete Modell, der durch Glukoseinfusion induzierten
Hyperglykdmie, soll der durch verminderte Glukosetoleranz und Stress ausgeldsten
Hyperglykdmie bei Patienten mit Myokardinfarkt nahe kommen. Hyperglyk&mie ist nicht
nur in Tiermodellen, sondern auch bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt und
koronarer Bypassoperation mit einer erhéhten Morbiditat und Letalitat assoziiert?'®. Die
Relevanz eines adaquaten Blutglukosemanagements ist in der Klinik schon lange
bekannt. Die von der Gesellschaft fiur Thoraxchirurgie herausgegebenen
Empfehlungen sehen wahrend und nach einem herzchirurgischen Eingriff eine

Senkung der Blutglukose auf unter 180 mg/dL vor '8

4.5 Ausblick

Die vorliegende Arbeit weist keine Beeinflussung der drei untersuchten MAPK wéahrend
der Prakonditionierung mit Desfluran nach. Interessant erscheint, dass eine Aktivierung
der JNK und der p38 nach langerer Hyperglykamie stattfindet. Welchen Weg diese
Aktivierung nimmt und welchen Mechanismus sie letztlich auszulésen vermag, bleibt
unklar. Es ist vorstellbar, dass die stress-aktivierten Proteinkinasen nach langerer
Hyperglykdmie in der Zelle Apoptose induzieren; es ist jedoch auch denkbar, dass
Hyperglykamie Uber einen gewissen Zeitraum einen protektiven Effekt auslost. Denn
wie beschrieben, 16st eine Diabetesmanifestation auch eine gewisse Protektion aus®’.
Ein ,schitzendes Fenster‘, das moglicherweise eine halbe bis eine Stunde nach
Hyperglykdmie beginnt und fraglich bis zu Wochen anhélt, ware somit vorstellbar und
sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Zudem ist die weitere Erforschung
der Trigger und Mediatoren der Signalkaskade notwendig, um letztlich den Endpunkt
der Blockade der Prakonditionierung durch Hyperglykdmie zu identifizieren und damit
Mechanismen zu entwickeln, die die negativen Effekte einer Hyperglykdmie auf die
Kardioprotektion durch Prakonditionierung ausschalten oder umgehen und diese

Mechanismen schlief3lich klinisch einsetzbar zu machen.
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4.6 Schlussfolgerung

Die Kardioprotektion durch Desfluran-Prakonditionierung wird wahrend der
Mediatorphase oder wahrend Trigger- und Mediatorphase durch Hyperglykdmie
blockiert. Eine Aktivierung der mitogen-aktivierten Proteinkinasen findet trotz
mangelnder Kardioprotektion wahrend Hyperglykdmie statt. Die Ergebnisse lassen
unwahrscheinlich erscheinen, dass Veranderungen im Phosphorylierungsmuster der
MAPK fir die mangelnde Protektion wahrend Hyperglykdmie verantwortlich sind. Somit
muss vermutet werden, dass die Blockade der Prakonditionierung durch
Hyperglykdmie nicht auf dieser molekularen Ebene, sondern in einer anderen
Signalkaskade stattfindet, oder aber, dass der Blockademechanismus zwar in dieser

Signalkaskade, jedoch distal der Ebene der MAPK vermittelt wird.
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6.1 Summenformeln

BH, Tetrahydrobiopterin/Sapropterin
C.,HsOS Mercaptoethanol

C4H100:S; Dithiothreitol (DTT)

C1oH1sN20g Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N'-Tetraessigsaure (EGTA)
C12H25Na0,4S Sodiumdodecylsulfat (SDS)
CuSOq, Kupfersulfat

H,O Wasser

HCI Chlorwasserstoff

NaF Natriumfluorid

NaOH Natriumhydroxid/Natronlauge
Na,CO; Natriumcarbonat

NaszVO, Natriumvanadat

(NH4)2S204 Ammoniumpersulfat (APS)
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