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Zusammenfassung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind weltweit die haufigste Todesursache. Aufgrund
dieser Relevanz mussen kardioprotektive Strategien identifiziert werden, welche die
Toleranz des Myokards gegenuber Ischamie-/Reperfusionsereignissen erhdhen.

Von der bekannten Kardioprotektion von Morphin ausgehend wurden die
Proteinkinase A (PKA) und die mitochondriale Permeabilitatspore (mPTP) als
mogliche Teile des molekularen Mechanismus dieser protektiven Strategie
untersucht. Daflr wurde ein in vivo Modell an mannlichen Wistar-Ratten angewandt.
Die Tiere wurden in sechs Gruppen randomisiert (n=6), die einer 25-minutigen
Ischamiephase mit einer folgenden 120-minitigen Reperfusionsphase unterliefen.
Zuvor wurde Morphin (0,3 mg/kg) alleine, in Kombination mit dem PKA-Inhibitor H-89
(10 pg/kg) und in Kombination mit dem Offner der mPTP Atractyloside (5 mg/kg)
appliziert. H-89 und Atractyloside wurde ebenfalls alleine angewandt; die
Kontrollgruppe unterlief keiner weiteren Behandlung. Die Infarktgrof3e wurde mittels
Triphenyltetrazoliumchlorid als prozentualer Anteil am Risikogebiet bestimmt.
Zusatzlich wurde die Expression des phosphorylierten Phospholambans mittels
Western blot als Mal fur die Aktivierung der PKA nach Morphinbehandlung (1 und 10
MM) in vitro an primar isolierten Rattenkardiomyozyten untersucht (n=7).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Morphin-Prakonditionierung die Infarktgrof3e von in
der Kontrollgruppe beobachteten 64 (5) % auf 39 (9) % signifikant reduziert (p<0,05
vs. Con). H-89 hob den Effekt der Prakonditionierung auf (64 (10) %, p<0,05 vs. M-
PC), wahrend H-89 in alleiniger Applikation keine Wirkung auf die InfarktgroRe zu
verzeichnen hatte (61 (10) %, ns vs. Con). Auch Atractyloside hob den protektiven
Effekt der Morphin-Prakonditionierung auf (65 (9) %, p<0,05 vs. M-PC) und hatte
selbst keinen Einfluss auf die Infarktgrof3e (64 (5) %, ns vs. Con). Die InfarktgroRen
sind als Mittelwert (+ Standardabweichung) angeben.

Die in vitro Versuche ergaben eine signifikante Steigerung der Phosphorylierung des
Phospholambans als Ruckschluss auf eine Zunahme der Aktivitat der Proteinkinase
A bei 10-minutiger Behandlung mit 10 yM Morphin (Median 1,18; 25. Perzentile:
1,06; 75. Perzentile: 1,24, p<0,05 vs. Con), 1 uM hatte keinen signifikanten Effekt
(Median 1,05; 25. Perzentile: 0,85; 75. Perzentile: 1,21 ns vs. Con).

Die Ergebnisse geben Hinweise auf eine Beteiligung der PKA und der mPTP in der
Signalkaskade der morphininduzierten Prakonditionierung und tragen zur weiteren
Entschllisselung des molekularen Mechanismus dieser effektiven Strategie der
Organprotektion bei. Die Signalkaskade konnte neben anderen, bereits
beschriebenen Signalkaskaden, folgendermallen aussehen (s. Abb. 1): Morphin
erhoht die cAMP-Konzentration, welche zu einer vermehrten Aktivitat der
Proteinkinase A fuhrt. Diese fuhrt Gber einen Kaliumeinstrom Uber die
mitochondrialen calciumabhangigen Kaliumkandle (mKca) zur SchlieBung der
mitochondrialen Permeabilitatspore als Endeffektor. Die ausbleibende Offnung dieser
verhindert den Zelluntergang und induziert so eine Protektion.

Morphin === cAMP | ==p PKAT ==p mK,, | == mPTP!

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Signalkaskade der M-PC



Summary

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in the world. Due to this
importance, it is of big interest to elucidate strategies having a cardioprotective effect.
Morphine can protect the heart by an underlying mechanism called preconditioning.
With this, the resistance towards undergoing organ ischemia/reperfusion injury can
be raised.

In this study, we examined proteinkinase A (PKA) and the mitochondrial permeability
transition pore (MPTP) as an optional part of the molecular mechanism of this
protective strategy. Male wistar rats were randomised to six groups (n=6). All animals
underwent 25 minutes of myocardial ischaemia and 120 minutes of reperfusion.
Morphine was injected alone (0,3 mg/kg), in combination with the PKA-blocker H-89
(10 ug/kg) and the mPTP opener atractyloside (5 mg/kg). H-89 and atractyloside
were also investigated without morphine. Control animals underwent no further
treatment. Infarct size was determined by triphenyltetrazoliumchloride staining as the
percentage area at risk. Furthermore, the expression as a degree of the
phosphorylated phospholamban was measured to investigate the activation of PKA
in isolated adult rat cardiomyocytes due to morphine stimulation (1 and 10 uM, n=7).
The results show significant infarct size reduction in morphine treated animals (64 (5)
% to 39 (9) %, p<0,05 vs. Con). H-89 abolished the effect of preconditioning (64 (9)
%, p<0,05 vs. M-PC), H-89 itself had no effect on infarct size (61 (10) %, ns vs. Con).
Atractyloside combined with morphine blocked infarct size limitation (65 (9) %,
p<0,05 vs. M-PC) and application itself didn’t exert an influence (64 (5) %, ns vs.
Con). Data are stated as mean (+ standard deviation).

Phospholamban phosphorylation was significantly increased with a morphine
concentration of 10 uM (median 1,18; 25. percentile: 1,06; 75. percentile: 1,24,
*p<0,05 vs. Con). However, 1 uyM morphine had no significant effect on the
phosphorylated phospholamban concentration (median 1,05; 25. percentile: 0,85; 75.
percentile: 1,21 ns vs. Con).

The results indicate that PKA and mPTP are part of the molecular mechanism of
morphine-induced preconditioning and contribute to decode this effective organ
protective strategy.

The molecular mechanism could be like as follows: morphine raises concentration of
cAMP which leads to an increasing activity of PKA. Therefore, a calcium dependent
potassium channel causes the closure of mPTP. Consequently, cell death can be
prevented.
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1 Einleitung

Kardiovaskulare Erkrankungen sind bis heute die haufigste Todesursache in
Deutschland und der gesamten westlichen Welt. 2015 waren 38,5 % aller Sterbefalle
in Deutschland durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Myokardinfarkte verursacht’.
Es wird geschatzt, dass im Jahr 2012 weltweit von 56 Millionen Todesfallen etwa
17,5 Millionen Menschen an kardiovaskularen Erkrankungen verstorben sind. Die
fuhrende Ursache ist die koronare Herzerkrankung (KHK) mit der Folge der
ischamischen Kardiomyopathie (7,4 Millionen) gefolgt von zerebrovaskularen
Erkrankungen, zu denen auch der Schlaganfall gehort (6,7 Millionen)?.

Auch perioperativ steigt die Morbiditat und Mortalitat bei Vorliegen von
kardiovaskularen Risikofaktoren mit moglichen Komplikationen des Myokardinfarkts,
Arrhythmien, Herzinsuffizienz und Schlaganfall®. Daher ist es von entscheidender
Bedeutung, Strategien zu entwickeln, mit denen das Myokard vor Ischamien und

dadurch bedingter Gewebeschadigung geschutzt werden kann.

1.1 Myokardinfarkt

1.1.1 Pathophysiologie

Die wichtigste Genese eines Myokardinfarkts ist die KHK. In Deutschland betragt die
Lebenszeitpravalenz einer KHK bei Frauen im Alter zwischen 40 und 79 Jahren
6,4 % und bei Mannern dieser Altersgruppe 12,3 %, was einer Gesamtpravalenz von
9,3 % entspricht. Die Pravalenz eines Myokardinfarkts liegt in dieser Altersgruppe bei
4,7 %*.
Eine KHK entsteht auf dem Boden einer Arteriosklerose und kann zu Plaquebildung
und Koronarstenosen in den betroffenen GefalRen fuhren.
Diese Gefal’stenosen bewirken, dass unter verschiedenen Bedingungen die
Blutversorgung des Myokards und damit eine ausreichende Sauerstoffversorgung
nicht mehr gewahrleistet werden kann. Dies bezeichnet man als Ischamie. Die
Ischamie fuhrt im betroffenen Myokard zu einem Missverhaltnis zwischen
Sauerstoffangebot und Sauerstoffverbrauch.
Perioperativ sind hierflr insbesondere arterielle Hyper- oder Hypotonien, auftretende
Arrhythmien mit Tachykardien sowie Anamien ursachlich. Sie bewirken die Erhéhung
1



der Wandspannung und der Herzarbeit. Durch die Aktivierung des Sympathikus
kommt es zur Ausschittung von Katecholaminen und Cortisol. Die chronischen,
stabilen Plaques kdnnen instabil werden. Instabile Plaques rupturieren und setzen
thrombogenen Plaqueinhalt, Makrophagen und Lipide frei, die durch
Thrombozytenaggregation zum Thrombus und damit zum partiellen oder auch
kompletten Verschluss der Arterie fiihren kdnnen®. In bis zu 15 % der Falle sind nicht
stenosierende arterielle Plaques, sondern Emboli, Vaskulitiden, Koronarspasmen
oder Koronardissektionen fir einen veranderten Blutfluss in der Herzkranzarterie
verantwortlich®.

Das Infarktgeschehen lauft in mehreren Phasen ab. Die fruhe Ischamiephase (s.
Abb. 2) ist durch einen Adenosintriphosphat(ATP)mangel und durch den anaeroben
Stoffwechsel mit Laktatproduktion charakterisiert. Diese veranderte Stoffwechsellage
fuhrt zu einer Elektrolytverschiebung und einer Abnahme des zellularen pH-Werts,
was dazu fuhrt, dass das Membranpotential nicht weiter aufrechterhalten werden
kann. Es kommt zur Einschrankung der kontraktilen Fahigkeit des Myokards.

Bei ausbleibender Reperfusion entwickelt sich durch eine verminderte Aktivitat der
Natrium(Na*)-Kalium (K*)-ATPase und eine erhodhte Aktivitat des Na*-Wasserstoff
(H*")-Antiporters primar eine Akkumulation von intrazellularem Na*. Die hohe Na*-
Konzentration aktiviert den 2Na*-Calcium (Ca?*)-Antiporter, der Ca?* in die Zelle
transportiert und in der Zelle sekundar zu einer gestérten Ca?*-Homoostase fiihrt’.
Die Ca?*-Uberladung induziert eine Offnung der mitochondrialen Permeabilitatspore
(mPTP), zusétzlich entwickelt sich ein intrazellulares Odem. Die daraus resultierende
Ruptur des Sarkolemms setzt Phosphatasen und Lipasen frei. Dieser Prozess sowie
die Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) bei beginnender Reperfusion
fuhren zur weiteren Schadigung der gesamten Zelle und letztendlich zum
Zelluntergang’ (s. Abb. 3). Jedoch ist auch ein Uberleben der Zelle méglich: So kann
der niedrige pH-Wert die Offnung der mPTP und dadurch den Zelltod verhindern.

Das Resultat der abgelaufenen Ischamie ist die Nekrose, die subendokardial im
Zentrum des Versorgungsgebiets der betroffenen Arterie beginnt und sich nach
epikardial ausbreitet. Die endgultige Infarktgrél3e wird nach ca. 4 bis 6 Stunden
erreicht®. Der Schaden kann sowohl irreversibel als auch bei nicht transmuraler
Ischamie reversibel sein. Dieser Zustand des Myokards wird als hibernierend
bezeichnet. Das Gewebe kann bei gelungener Reperfusion die ursprungliche

kontraktile Funktion wiedererlangen®.



Klinisches Ziel ist also, den Blutfluss in der betroffenen Arterie so frih wie mdglich
mittels Revaskularisationstherapie in erster Linie im Rahmen einer interventionellen
Koronarangiographie wiederherzustellen. Obwohl durch diese Vorgehensweise das
ischamieinduzierte Infarktgebiet limitiert oder gar deutlich reduziert werden kann, ist
zu erwahnen, dass die Reperfusion im betroffenen Gebiet paradoxerweise auch
Gewebeschaden auslésen kann. Dieses Ereignis wird als Reperfusionsschaden
bezeichnet'® und betrifft solche Zellen, die die Phase der Ischamie primar Uberlebt
haben (s. Abb. 3). Mit Beginn der Reperfusion werden vermehrt ROS aus den
Mitochondrien und extrazellular aus neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen
freigesetzt, was zu erhohtem oxidativen Stress fihrt!!. Die rasche Normalisierung
des pH-Werts durch Auswaschung des Laktats und die Ca2*-Uberladung
begiinstigen die Offnung der mPTP7'2'3, Der Reperfusionsschaden fiihrt
infolgedessen zu einer Zunahme der Infarktgrof3e, myokardialer Hypokontraktilitat
und zur Neigung zu Arrhythmien des Myokards'4. Die Zellen kénnen aber auch nicht
letal betroffen sein, was als Phanomen des Stunnings bezeichnet wird. Es beschreibt
einen Zustand der reversiblen postischamischen myokardialen Dysfunktion trotz
wiederhergestellter Reperfusion und ist vom hibernierenden  Myokard

abzugrenzen16,



Ischamie

K+
anaerobe
Energiegewinnung == ATP-Mangel =)
l — Nat
2 Na*

Laktat === | pH-Wert,

Mitochondrium

ischdmische, vitale
Myokardzelle

Arterie

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Ischamiekaskade

Die Ischamie verursacht durch den in der Myokardzelle herrschenden Sauerstoffmangel eine
Umstellung der Energiegewinnung von aerob auf anaerob. Dabei fallt als Metabolit vermehrt Laktat
an, das den pH-Wert sinken lasst. Der Na*-H*-Antiporter transportiert zum Ausgleich H*-lonen aus der
Zelle, die intrazellulare Na*-Kumulation wird durch die Energiemangel-bedingte verminderte Aktivitat
der K*-Na*-ATPase verstarkt. Die hohe intrazelluldare Na*-Konzentration treibt den 2Na*-Ca?*-
Antiporter an und fihrt konsekutiv zu einer gestérten Ca%*-Homdoostase. Durch den niedrigen pH-Wert
bleibt die mPTP geschlossen und die Zelle kann die Ischamie Uberleben. Die Abbildung ist modifiziert
nach Hausenloy et al.”.

ATP: Adenosintriphosphat, Ca?*: Calcium, K*: Kalium, H* Wasserstoff, mPTP: mitochondriale

Permeabilitatspore, Na*: Natrium
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Reperfusionsschadens

Die Reperfusion der Myokardzelle bedingt eine vermehrte Produktion von ROS intrazellular in den
Mitochondrien und extrazellular in neutrophilen Granulozyten (NADPH-Oxidase) und Endothelzellen
(Xanthin-Oxidase). Die hohe ROS-Konzentration bewirkt eine Schadigung des sarkoplasmatischen
Retikulums mit Ca2*-Ausstrom in das Zytoplasma. Darlber hinaus flihrt die Auswaschung der sauren
Metabolite zu einer Normalisierung des pH-Wertes. Diese Vorgange bewirken eine Hyperkontraktilitat
der Zelle und die Offnung der mPTP, es kommt zur Einleitung des Zelltods. Die Abbildung ist
modifiziert nach Hausenloy et al.”.

ATP: Adenosintriphosphat, Ca2*: Calcium, K*: Kalium, H*: Wasserstoff, mPTP: mitochondriale
Permeabilitatspore, Na*: Natrium, ROS: reaktive Sauerstoffspezies, SR: sarkoplasmatisches
Retikulum

1.1.2 Klinische Bedeutung
Weltweit werden jahrlich Gber 230 Millionen chirurgische Eingriffe durchgefuhrt.

Dabei sind kardiale Komplikationen der haufigste Grund flr perioperative Morbiditat
und Mortalitat!”-'®. Da die Lebenserwartung vor allem in industrialisierten Landern
immer weiter ansteigt, werden in Zukunft zunehmend mehr operative Eingriffe bei

Patienten mit multiplen Komorbiditaten durchgefihrt werden. So wird gleichermalien



erwartet, dass sich die Anzahl von perioperativen kardiovaskularen Ereignissen
erhoht.

Die Zusammenstellung mehrerer Studien ergab die Erkenntnis, dass 3,9 % der
Patienten, die einer elektiven, extrakardialen Operation unterzogen wurden und
unterschiedlich ausgepragte kardiovaskulare Risikofaktoren aufwiesen, ein
perioperatives kardiales Geschehen erlitten. Die Mortalitatsrate jener, die perioperativ
einen Myokardinfarkt erlitten, lag bei 15-25 %'°. Eine Studie von Sabaté et al. kam
zu einem ahnlichen Ergebnis. Es wurden uber 3000 Patienten nach chirurgischen
Eingriffen auf kardiovaskulare Ereignisse untersucht. Insgesamt 4,3 % entwickelten
Komplikationen wie Schlaganfall, Arrhythmien, Herzinsuffizienz, Angina pectoris,
Myokardinfarkt und Herzstillstand. Die hdéchste Rate wiesen Herz-Thorax-
chirurgische Eingriffe auf, gefolgt von vaskularen operativen Interventionen. Eine
geringe Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse war im Hals-Nasen-Ohren- und
gynakologisch-operativen Bereich zu verzeichnen. Die Krankenhausverweildauer
verlangerte sich bei entsprechenden Ereignissen im Mittel von 6 auf 12 Tage3.

Eine Studie bei rein kardialen Operationen zeigte perioperative Komplikationsraten
von 5,6 % bei Frauen und 11,8 % bei Mannern2°.

Diese Studien verdeutlichen, dass der Einsatz kardioprotektiver Strategien eine
groRe Bedeutung fur den klinischen Alltag haben konnte. Durch Anwendung
protektioninduzierender Medikamente bzw. Meidung derer, die solche Effekte
aufheben, konnte die Anzahl kardialer Ereignisse bzw. deren Ausmaly reduziert
werden. Von Nutzen konnte dies vor allem in Situationen sein, in denen Ischamien
vorauszusehen sind. Dies betrifft vor allem elektive Eingriffe wie PCls (perkutane
koronare Intervention) und herzchirurgische Operationen mit Einleitung eines
Herzstillstands, beispielsweise Bypass-Operationen und Organtransplantationen.
Jedoch ist aufgrund des potentiellen Auftretens kardialer Risikosituationen
grundsatzlich jeder chirurgische Eingriff fir die Anwendung kardioprotektiver

Strategien geeignet.

1.2 Kardioprotektion

“Alle Mechanismen und Strategien, die zum Schutz des Herzens beitragen, indem
sie myokardialen Gewebeschaden vorbeugen oder reduzieren®, werden unter dem
Begriff Kardioprotektion zusammengefasst?’. Anlehnend an diese Definition von
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Kubler und Haass gehoren sowohl physiologische Prozesse als auch therapeutische
Strategien zur Kardioprotektion.

Als entscheidende myokardschadigende Faktoren gelten sowohl die Ischamie und
Reperfusion jeweils fur sich alleine als auch deren kombinierte Wirkung (Ischamie-
Reperfusionsschaden). Eine Reihe von kardioprotektiven Strategien zielt darauf hin,
das Ausmal der Schadigung durch diese bedeutenden Prozesse zu begrenzen.

Dies kann beispielsweise durch die Durchfuhrung wiederholter kurzer Zyklen von
Ischamie und Reperfusion vor einem ischamischen Ereignis erreicht werden — ein
Phanomen, das als ischamische Prakonditionierung (IPC) bezeichnet wird?2. Findet
die Durchfuhrung kurzer Zyklen von Ischamie und Reperfusion nach einer Ischamie
statt, wird die kardioprotektive Strategie als ischamische Postkonditionierung (IPoC)
bezeichnet?®. Diese wenige Minuten andauernde Minderperfusion, auf die eine
ahnlich lange Reperfusion folgt, fihrt nicht nur im betroffenen Organ zu einer
Protektion, sondern auch in entferntem Gewebe. Dieser schitzende Effekt wird als
Fernprakonditionierung (Remote Ischemic Preconditioning, RIPC) bezeichnet?*2.
Dabei muss die Ischamie nicht zwangslaufig invasiv ausgeldst werden, sondern ist
auch nichtinvasiv, beispielsweise an der Skelettmuskulatur durch Anlegen eines
Tourniquets, moglich?®.

Eine Reihe von Studien gibt Hinweise auf die klinische Bedeutung der
kardioprotektiven Strategien IPC, IPoC und RIPC?’.

Die IPC kann nur bei vorhersehbaren, potentiell ischamischen Situationen eingesetzt
werden. Die klinische Studienlage bezieht sich deshalb vornehmlich auf elektive
Herz-Thorax chirurgische Eingriffe. Bei operativen Eingriffen wurde diese Erkenntnis
uber die Messung der Herzproteine Muscle-Brain type Creatin-Kinase (CK-MB) und
Troponin-T (Trop-T) gewonnen?®-3', Im Gegensatz zur IPC kann der protektive Effekt
der IPoC auch nach unvorhergesehenen ischamischen Ereignissen angewandt
werden. Beim abgelaufenen Myokardinfarkt ist die Durchfihrung der IPoC wahrend
einer PCI moglich32-34,

Obwohl diese Phanomene als effektive und protektive Prozesse beschrieben sind,
sind deren molekulare Mechanismen noch immer nicht vollstandig entschltsselt. Im
Folgenden werden einzelne therapeutische Strategien und die bisher bekannten

Mechanismen naher erlautert.



1.2.1 Ischamische Prakonditionierung

Das Phanomen der ischamischen Prakonditionierung wurde erstmals durch Murry et
al. im Jahr 1986 beschrieben®?. Sie setzten Hunde vier Zyklen einer jeweils
funfminltigen, regionalen Ischamie des Herzens mit darauffolgender ebenfalls
funfminutiger Koronarreperfusion aus, an die sich eine 40-minutige Koronarokklusion
anschloss. Diese Malnahme reduzierte die InfarkigroRe im Vergleich zu der
Kontrollgruppe, in der die Hundeherzen eine 40-minutige Koronarokklusion ohne
vorherige subletale Ischamien erhielten, um etwa 75 %.

Im Rahmen der Verhinderung von nekrotischem Zelluntergang des Myokards schutzt
die IPC auRRerdem vor Arrhythmien3® und verbessert Pumpfunktionsstérungen3®, zwei
mogliche  Komplikationen einer myokardialen Ischamie, die potentiell
lebensbedrohlich sein kdnnen.

Seit der Erstbeschreibung des Phanomens ist die IPC flr eine Vielzahl von Spezies
einschlieBlich dem Menschen und einer Vielzahl von Organen beschrieben worden.
So wurden protektive Effekte einer IPC neben dem Herzen auch fir Niere?’,
Leber3839, Gastrointestinaltrakt*®, Lunge*!, Gehirn*? und Skelettmuskel*® gezeigt.

Die protektive Wirkung ist auf einen zeitlich beschrankten Rahmen festgelegt: Das
frihe Fenster (first window of protection, FWOP) erscheint bis etwa drei Stunden
nach der IPC, das spate und weniger potente Fenster (second window of protection,
SWOP) offnet sich etwa 24-72 Stunden nach dem prakonditionierenden
Stimulus#4:43,

Die molekularen Prozesse der beiden Fenster unterscheiden sich grundsatzlich. Der
Mechanismus des FWOP unterliegt Uberwiegend der Aktivierung bereits
vorhandener Proteine, wahrend beim SWOP die Induktion der Expression von
Signalproteinen maRgeblich ist?":46,

Diese unterschiedlichen zugrundeliegenden = Mechanismen bieten einen
Erklarungsansatz, warum ein Zeitraum existiert, in dem der Effekt der IPC
wirkungslos ist.

Essentielle molekulare Bestandteile der IPC sind G-gekoppelte Rezeptoren,
Stickstoffmonoxidsynthetase (NOS), Guanylylcyclase (GC), Proteinkinase G (PKG)
und Proteinkinase C (PKC), ROS und mPTP#,



1.2.2 Pharmakologische Prakonditionierung

Vergleichbar zur ischamischen Stimulation kann die Prakonditionierung auch durch
verschiedene Pharmaka ausgelost werden. Diese Form wird als pharmakologische
Prakonditionierung bezeichnet und flhrt ebenfalls zu einem protektiven Effekt
bezuglich langerer Ischamien und deren potentiellen Komplikationen.

Nachgewiesen wurde eine |IPC-nachahmende Wirkung fur volatile Anasthetika,
darunter Desfluran, Sevofluran, Halothan und Isofluran“®-%°, sowie Agonisten, die an
G-Protein gekoppelte Rezeptoren binden, wie Katecholamine, Adenosin und
Bradykinin®'. Auch Muskarinrezeptoragonisten und Erythropoetin gehéren zu
Auslosern der pharmakologischen Prakonditionierung®2. Interessanterweise sind
auch Edelgase wie das anasthesiologisch wirksame Xenon®3® und Helium®* dazu
fahig, eine Gewebeprotektion zu induzieren.

Darliber hinaus wurde auch fiir Opioide eine solche Nachahmung der IPC bestatigt®°.
Es gibt zahlreiche Anhaltspunkte, dass die Rezeptorliganden, die ihre Wirkung uber
einen G-gekoppelten Rezeptor vermitteln, untereinander im sogenannten Receptor-
Cross-Talk kommunizieren und in der Aktivierung der PKC als gemeinsames
Zielprotein zusammentreffen*’.

Dabei konnen die G-gekoppelten Rezeptoren als Homo- oder Heterodimere
vorliegen. Die Heterodimerisation kann durch Kopplung von G-Rezeptoren der
gleichen Gruppe oder durch G-Rezeptoren unterschiedlicher Gruppen erfolgen56-57.
Beispielsweise wurde durch Peart et al. gezeigt, dass die kardioprotektive Wirkung
eines Ai-Adenosinrezeptoragonisten sowohl bei Applikation eines selektiven Ai-
Adenosinrezeptorantagonisten  als auch  selektiven  &1-Opioidantagonisten
aufgehoben wird®®,

Die vorliegende Arbeit untersucht das Opioid Morphin als Induktor der
pharmakologischen Prakonditionierung. Es gibt Hinweise, dass die morphininduzierte
Prakonditionierung (M-PC), ahnlich wie die IPC, wahrend eines friihen (bis 3 Stunden
nach  Morphinapplikation) und eines spaten (24-48 Stunden nach

Morphinapplikation) Fensters kardioprotektiv wirkt>°.



1.3 Morphin

1.3.1 Morphin als Medikament

Morphin gehort zur Gruppe der Opioide, bei denen zwischen endogenen und
exogenen, hier wiederum zwischen naturlich vorkommenden und synthetischen,
unterschieden wird.

Die Wirkung der Opioide wird Uber drei verschiedene Rezeptoren u, 8, und K
vermittelt. Sie gleichen sich in der Eigenschaft, durch Naloxon antagonisiert werden
zu koénnen, vermitteln in vivo jedoch unterschiedliche Wirkungen. So ist der p-
Rezeptor vor allem fur die Weiterleitung von Analgesie, Euphorie und
Atemdepression verantwortlich, k-Rezeptoren sind vornehmlich an der Vermittlung
von analgetischen, dysphorischen und sedierenden Effekien beteiligt, eine
Stimulation der &-Rezeptoren flhrt u. a. zur Atemdepression und Hemmung der
Magen-Darm-Motilitat. Zu den Nebenwirkungen gehoren Obstipation, Herz-Kreislauf-
Depression mit Bradykardie und Hypotonie, Muskelrigiditdt, Miosis und
Ubelkeit/Emesis. Morphin ist ein reiner Rezeptoragonist, weiter existieren partielle
Rezeptoragonisten wie Buprenorphin und komplette Rezeptorantagonisten wie
Naloxon und Naltrexon. Opioide werden bei akuten (z. B. perioperativ,
Myokardinfarkt) und chronischen (z. B. Tumorerkrankungen) Schmerzzustanden
eingesetzt. Die World Health Organisation (WHO) gibt ein Therapieschema vor, das
Opioide in analgetisch schwache und starke Opioide einteilt. Die Wirkungsweise
dieser Substanzgruppe beruht zentral auf der Hemmung der Schmerztbertragung im
Myelon und peripher in einer Abnahme der Empfindlichkeit der Nozizeptoren®®.

Nach bereits kurzer Anwendungsdauer von Opioiden kann es zur
Toleranzentwicklung kommen, was dazu flhrt, dass die Dosis gesteigert werden
muss, um die gleiche Wirkung zu erzielen. Dies betrifft vor allem die analgetische,
atemdepressive, sedierende und emetische  Wirkungskomponente, die
Obstipationsneigung jedoch unterliegt kaum der Toleranz. Daher sollte
therapiebegleitend immer ein abfiihnrendes Medikament eingenommen werden®’.
Aufgrund des physischen und psychischen Abhangigkeits- und
Missbrauchspotentials unterstehen Opioide dem Betaubungsmittelgesetz und

bedurfen fiir die Verschreibung eines speziellen Betdubungsmittelrezepts®'.
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Morphin fungiert als pharmakologische Bezugssubstanz der Opioide. Am Anfang des
19. Jahrhunderts wurde es erstmals von Friedrich Wilhelm Adam Serturner aus dem
getrockneten Milchsaft des Schlafmohns isoliert®? (Strukturformel s. Abb. 4).

HO

H \
N _CH3

HO

Abbildung 4: Strukturformel Morphin

Es interagiert als reiner Opioidrezeptoragonist vor allem mit dem p-Rezeptor und
weist eine geringe Affinitat zum k-Rezeptor auf. Die Indikation besteht Uber die der
Opioide im Allgemeinen hinaus in der Therapie des kardialen Lungenddems zur
vendsen Vor- und arteriellen Nachlastsenkung. Diese Wirkungen der Substanz
beruhen mdglicherweise auf einer Reduktion des Sympathikotonus im Rahmen der
anxiolytischen Eigenschaften®?.

Morphin hat als Opioid einen unabdingbaren Stellenwert in der Schmerztherapie und
wird in Deutschland immer haufiger eingesetzt®. Es ist davon auszugehen, dass die

klinische Bedeutung des Pharmakons auch in Zukunft wachsen wird.

1.3.2 Morphininduzierte Prakonditionierung

Die Induktion einer Gewebeprotektion mittels pharmakologischer Prakonditionierung
mit Morphin wurde anhand experimenteller und klinischer Studien untersucht.
Eine frUhe Studie zur Untersuchung des Effekts einer Morphin-Vorbehandlung auf

die InfarktgroRe bei der Ratte zeigte dabei allerdings einen signifikant grofReren
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Infarkt bei Tieren, die Morphin erhielten, im Vergleich zu vehikelbehandelten
Kontrollen. Den Versuchstieren wurde 10 Minuten vor einer koronaren lIschamie
subkutan eine hohe Dosis Morphin appliziert®>. Es existieren in der Literatur
allerdings keine weiteren Anhaltspunkte auf potentiell kardial schadliche Effekte einer
Vorbehandlung mit Morphin. Mittlerweile sind am Herzen und auch an anderen
Organen®-8 protektive Effekte gezeigt worden.

Schultz et al. zeigten, dass Opioidrezeptoren am molekularen Mechanismus der IPC
involviert sind. Die Applikation von Naloxon bei Ratten hob den protektiven Effekt des
zuvor gesetzten, ischamisch prakonditionierten Stimulus auf®®. Die Beobachtung,
dass nicht nur der ischamische Stimulus, sondern auch Morphin als unselektiver
Opioidagonist zur Aktivierung des Opioidrezeptors und zur deutlichen
InfarktgréRenreduktion flhrt, machten Schultz et al. 1996 an Rattenherzen. Die M-PC
wurde durchgeflhrt, indem auf eine finfminltige, intraventse Morphininfusion eine
funfminttige Auswaschphase folgte. Dieser Vorgang wurde drei Mal wiederholt.
Durch Applikation des selektiven d-Opioidrezeptorantagonisten Naltrindol wurde die
pharmakologische Prakonditionierung durch Morphin aufgehoben®?,

Mayfield et al. lieferten den Hinweis, dass durch die Anwendung des selektiven &1-
Opioidrezeptor-Agonisten [D-Pen2,5]-Enkephalin die Uberlebensrate von Mé&usen
nach Hypoxien erhoht ist’®. Diese Beobachtungen lenkten die Aufmerksamkeit auf
den &1-Rezeptor. Die M-PC und die damit verbundene InfarktgroRenreduktion wurde
durch den selektiven &1-Rezeptorantagonisten Benzylidennaltrexon aufgehoben’'-72.

In adulten atrialen und ventrikularen Kardiomyozyten werden &- und k-Rezeptoren
exprimiert’3, y-Rezeptoren kommen hauptsachlich im neonatalen Herzgewebe vor’4.
In der morphininduzierten Kardioprotektion ist die Beteiligung des &1-Rezeptors
mehrfach beschrieben®®-7275 die Rolle des k-Rezeptors ist unklar. Einige Studien
berichten protektive, die InfarktgroBe reduzierende’®’’, andere Uber gegenteilige
Effekte im Rahmen der Beglinstigung proarrhythmischer Effekte’®. Die Aktivierung
des k-Rezeptors durch den k-Rezeptoragonisten U50,488 reduzierte in einer Studie
von Peart et. al die InfarktgroRe an einem in vivo Rattenmodell und in vitro am
isolierten Mauseherz bei Applikation vor Beginn der Reperfusionsphase, bei
Anwendung vor der Ischamiephase konnte im in vitro Modell im Gegensatz zu in vivo

keine protektive Auswirkung verzeichnet werden’”.
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Eine groRe Anzahl tierexperimenteller Studien hat die protektive Wirkung der M-PC
bestatigt. Die Ubertragung auf den Menschen wurde bisher nur in wenigen Studien
untersucht und beobachtet.

In einer randomisierten Studie im Jahr 1999 infundierten Tomai und Mitarbeiter
Patienten wahrend einer PCl entweder den Opioidantagonisten Naloxon oder ein
Placebo. Sie evaluierten jeweils am Ende zweier Phasen der Ballondilatation
intrakoronare ST-Streckenveranderungen und die subjektive Schmerzempfindung
mittels einer visuellen Schmerzskala. Am Ende der ersten Ballondilatation
unterschieden sich die beiden Gruppen bezuglich ST-Streckenveranderungen und
Schmerz kaum, bei der zweiten Prozedur jedoch waren EKG-Veranderungen und
Schmerzauspragung in der Placebo-Gruppe signifikant geringer’®. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass auch beim Menschen Opioidrezeptoren und endogen
synthetisierte Opioide an der Kardioprotektion beteiligt sind.

Im Jahr 2005 untersuchten Murphy et al. Patienten auf den kardioprotektiven Effekt
der M-PC durch exogen applizierte Opioide. Sie erhielten vor aortokoronarer Bypass-
Operation 40 mg Morphin. Die Patientengruppe, welcher vorher Morphin verabreicht
wurde, wies im Vergleich zur Fentanylgruppe einen besseren Myocardial
Performance Index (Tei-Index) auf®, ein echokardiographischer Parameter, welcher
die globale diastolische und systolische ventrikulare Funktion des Herzens kombiniert
und ausdruckt.

Die Beobachtungen, dass Morphin protektiv am Herzen wirkt, wirde gerade bei
kardialen Risikopatienten eine Moglichkeit schaffen, vor einem chirurgischen Eingriff
zum entsprechenden Zeitfenster das Opioid gezielt zu applizieren. Damit konnte die
Gefahr, eine perioperative Ischamie zu erleiden, gesenkt bzw. die

GrolRenausdehnung des Infarkts reduziert werden.

1.4 Ubersicht iiber molekulare Mechanismen der M-PC

Insgesamt sind mehrere komplex ablaufende Signalwege der M-PC beschrieben, die
parallel ablaufen. Letztendlich ist der gesamte molekulare Mechanismus aber noch
nicht vollstandig entschlisselt. Die Signalkaskaden der IPC und M-PC weisen dabei
einige Gemeinsamkeiten auf. Sie beinhalten Proteine, die sowohl in der Zellmembran
als auch im Zytoplasma und im Mitochondrium lokalisiert sind und folglich die
Kommunikation zwischen den Zellkompartimenten fur die Ausbildung des protektiven
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Effekts gewahrleistet sein muss. Proteinkinasen sind dabei ein wichtiger Teil der M-
PC.

1.4.1 Die Signalkaskade uber die Proteinkinase C

Die PKC ist eine Familie aus Serin-Threonin-Kinasen. Es sind bisher elf Isoformen in
drei funktionell und strukturell verschiedenen Subgruppen beschrieben. Die Gruppe
der conventional PKC (cPKC) umfasst die Isoformen a, B12 und y. Sie sind Ca?*-
abhangig und durch Diacylglycerol (DAG) und Phosphatidylserin (PS) aktivierbar. Die
Isoformen der novel PKC (nPKC) 8, €, n und 6 sind durch die Ca?*-Unabhangigkeit
und die Abhangigkeit von DAG und PS gekennzeichnet. Die letzte Gruppe wird durch
die atypical PKC (aPKC) ¢ und I/A reprasentiert, welche nur durch PS aktivierbar
sind®!.

Ihre physiologischen Funktionen sind vielfaltig. Die PKC greift u. a. in
immunologische Vorgange®, Zellproliferation und -differenzierung, Genexpression
und apoptotische Mechanismen ein®. AuRerdem ist sie an kardioprotektiven
Strategien beteiligt. Welche Isoform fur die pharmakologische Prakonditionierung von
entscheidender Bedeutung ist, bleibt fraglich. Eine Aktivierung der Isoform PKC-¢
scheint dabei ausschliellich organprotektive Effekte auszulosen®. Die Rolle der
PKC-5 bei der IPC wird in der Literatur kontrovers dargestellt?®. Bei der
opioidinduzierten Prakonditionierung stellte sich eine Aktivierung als protektiv
heraus?®®.

Verschiedene Studien belegen, dass die PKC mit weiteren, fur den molekularen
Ablauf der M-PC unabdingbaren Proteinen interagiert. Nachgeschaltet sind
mitochondriale ATP-abhdngige Kaliumkanale (mKatp)®®®° und die Glykogen-
Synthase- Kinase-3B (GSK-3B)%’, deren Wirkung dazu fihrt, die SchlieBung der
mPTP als Endeffektor einzuleiten. Abbildung 5 veranschaulicht diese Ablaufe,
welche im Einzelnen in den folgenden Abschnitten beschrieben werden.

Die Inhibition der Offnung der mPTP erfolgt Uber einen komplexen Mechanismus, der
mehrere, gleichzeitig ablaufende Signalwege beinhaltet®%.88-0,

Morphin aktiviert den Gi-gekoppelten &1-Opioidrezeptor, der in der Zellmembran
lokalisiert ist. Durch ihn wird die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3-Kinase)

aktiviert®'.
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Durch die Produktion von Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat und
Phosphatidylinositol-3,4-diphosphat wird Akt in die Plasmamembran transloziert und
durch Aktivierung verschiedener Phospholipid-abhangiger Kinasen phosphoryliert®?.
Das phosphorylierte Akt wirkt aktivierend auf die endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase (eNOS)®, welche durch Stickstoffmonoxid(NO)-Produktion die GC
stimuliert. NO kann aber auch — sofern es in geringen Konzentrationen vorliegt —
ohne weitere zwischengeschaltete Proteine die Offnung der mPTP hemmen®. Das
von der GC produzierte cyclische Guanosinmonophosphat (cGMP) aktiviert die
Proteinkinase G (PKG). Sie ist fur die Kommunikation zwischen Zytosol und
Mitochondrium verantwortlich, die fur den nachsten Schritt unabdingbar ist.

Dieser wichtige Zwischeneffektor ist der mKarp-Kanal, der sich an der inneren
mitochondrialen Membran befindet. Es kommt zum Kaliumeinstrom ins
Mitochondrium. Vermutet wird, dass die erhohte Konzentration von Kalium in diesem
Zellorganell die mitochondriale Funktion beeinflusst®. Das
Elektronentransportsystem wird durch Volumenschwankungen des
intermembrandsen Spalts verandert. Durch einen Elektronenverlust werden ROS
produziert, welche bei der Aktivierung der PKC eine entscheidende Rolle spielen*’-%.
Die PKC kann dariber hinaus Uber Cross-Talk der Opioidrezeptoren mit
Adenosinrezeptoren mittels Phospholipase C (PLC) direkt aktiviert werden?’.

Der mPTP unmittelbar vorgeschaltet ist die GSK-33. Sie wird durch
Phosphorylierung inaktiv und vermittelt dariiber die Hemmung der Offnung der
mPTP.

Die vorgeschalteten Kinasen, die mittels Phosphorylierung zur Hemmung der GSK-
3B-Aktivitat fihren, sind zahlreich. Die aktivierte PKC hat die Fahigkeit, die GSK-3
direkt®” oder Uber die Aktivierung der p38 mitogen-activated protein kinase (p38
MAPK) zu phosphorylieren®.  AulRerdem findet ({ber Cross-Talk mit
Adenosinrezeptoren die Aktivierung der Reperfusion injury survival kinases (RISK)
statt, zu denen die PI3-Kinase, Akt und die extracellular signal-requlated
proteinkinase (ERK) gehoren. Des Weiteren sind fur mechanistic target of rapamycin
(mTOR) und Januskinase 2 (JAK2)/signal transducer and activator of transcription 3
(STAT3) eine entsprechende Rolle gezeigt worden®®:100,

Zusammenfassend unterliegt der Mechanismus der M-PC Uber die PKC einem

komplexen molekularen Mechanismus, an dem weitere zahlreiche Proteine beteiligt
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sind. Diese kénnen teilweise mehrfach untereinander interagieren, um die zellulare

Weiterleitung des protektiven Effekts zu gewahrleisten.
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Abbildung 5: Signaltransduktion der M-PC liber die PKC

Die Abbildung zeigt bisher beschriebene Mechanismen der M-PC Uber die PKC. Als relevante
Zwischeneffektoren agieren mKarte-Kanale und GSK-3[3 sowie die mPTP als Endeffektor.

Hauptweg: == Aktivierung, === Inhibierung

Nebenweg: ~=> Aktivierung, L] Inhibierung

Die Abbildung ist modifiziert nach Tanaka et al.88.

A1: Adenosinrezeptor A1, B1: Adrenorezeptor (31, &1: Opioidrezeptor &1, eNOS: endothelial nitric oxide
synthase, ERK: extracellular signal-regulated proteinkinase, GC: Gyanylylcyclase, GSK-33: Glykogen
Synthase Kinase-3R, JAK/STAT: Januskinase/Signal transducer and activator of transcription, p1:
Opioidrezeptor p1, mKatp: mitochondrialer ATP-abhangiger Kaliumkanal, NO: Stickstoffmonoxid,
mPTP: mitochondrial permeability transition pore, mTOR: mechanistic target of rapamycin, P:
phosphoryliert, p38 MAPK: p38 mitogen-activated protein kinase, PI3-K: Phosphatidylinositol 3-

Kinase, PKC: Proteinkinase C, PKG: Proteinkinase G, ROS: reaktive Sauerstoffspezies
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1.4.2 Die Rolle der Proteinkinase A

Die PKA wurde erstmals von Edwin G. Krebs und Edmond H. Fischer beschrieben'®’
und gehdrt zu den Serin-Threonin-Kinasen. Sie ist an vielfaltigen zellularen
Prozessen beteiligt, da sie dazu fahig ist, andere Proteine zu phosphorylieren und
damit zu aktivieren oder zu inaktivieren.

In inaktivem Zustand liegt die PKA in eukaryotischen Zellen als Heterotetramer
(R2C2) vor, bestehend aus zwei regulatorischen Untereinheiten (R) und zwei
katalytischen Untereinheiten (C)'%2. Eine regulatorische Untereinheit besitzt jeweils
zwei Bindungsstellen fur zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP). Insgesamt
konnten vier Isoformen der R-Untereinheit (Rla, RIB, Rlla und RIIB) sowie drei der C-
Untereinheit (Ca, CB und Cy) beschrieben werden. Durch sie wird auch die Isoform
der PKA abgeleitet (PKA | und PKA II). Die R-Untereinheiten verfligen Uber eine
unterschiedliche Affinitat fur cAMP, sodass die Isoformen bei unterschiedlich
vorliegenden Konzentrationen von cAMP aktiviert werden. Dabei zeichnet sich die
PKA Typ | durch ein Dimer aus Rla und RIB, Typ Il durch Rlla und RIIB aus.
Grundsatzlich ist die PKA | typischerweise im Zytoplasma lokalisiert, wahrend Typ Il
vor allem in den weiteren Zellkompartimenten vorkommt'3.

Die monomere C-Untereinheit der PKA verflgt tUber eine Bindungsstelle fir ATP und
erlangt durch dessen Bindung die Fahigkeit, katalytisch aktiv zu sein'%4. Die cAMP-
Synthese findet durch die Adenylatcyclase (AC) aus AMP statt und wird G-Rezeptor-
gekoppelt vermittelt.

Die gleichzeitige Besetzung der zwei Bindungsstellen senkt die Affinitat zwischen
den R- und C-Untereinheiten; sie zerfallen in ein R-Dimer und zwei C-Monomere. Die
C-Monomere sind nun aktiv und besitzen die Fahigkeit, eine Phosphorylierung
anderer Proteine einzuleiten und damit die Aktivitdt und Funktion dieser zu
verandern'®. Hierfir wird die y-Phosphatgruppe des ATPs der C-Untereinheit
transferiert und somit Threonin- bzw. Serinreste der Zielproteine phosphoryliert.
Dieser Prozess lauft fir eine kurze Zeit ab, kann aber verlangert werden, indem die
aktive Untereinheit in den Zellkern wandert und dort die Phosphorylierung
verschiedener Transkriptionsfaktoren einleitet’.

Die Regulation und damit auch die Beendigung der PKA-Aktivitat erfolgt durch
unterschiedliche Strategien. Zum einen ist die Konzentration von cAMP in der Zelle

ausschlaggebend. Diese wird kontrolliert, indem gleichzeitig zur Aktivierung der PKA
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die Phosphodiesteraseaktivitat erhoht wird. Sie spaltet cAMP in AMP und macht den
second  messenger  unwirksam. Zusatzlich wird die AC mittels
Ruckkopplungsmechanismus gehemmt und der Proteinkinase-Inhibitor (PKI)
aktiviert, welcher zur Inaktivierung der C-Untereinheit fiihrt'07.

Gleichermalien ist der subzellulare Aufenthaltsort der PKA wichtig, welcher durch A-
kinase anchoring proteins (AKAPs) modifiziert werden kann. Die Interaktion mit
AKAPs, die an die R-Untereinheit der PKA binden kdnnen, ermdglicht der PKA die
Verankerung in bestimmten Zellkompartimenten und flhrt so zur besseren
Koordination der Signaltransduktion. Hierdurch wird somit die Lokalisation und auch
mafgeblich die Funktion beeinflusst’®.

Der Aufbau und Aktivierungsweg der PKA sind in Abbildung 6 dargestellt.

G-Protein-
gekoppelte
Rezeptoren

C
C
AKAP
Inaktive PKA
C o w—— PDE [
Aktive PKA
\ CREB

( '_p '/';. | :‘\ |
N
Zellkern

Abbildung 6: Aufbau und Aktivierungsweg der PKA

Hauptweg: === Aktivierung, =l -1 Inhibierung

Die PKA liegt inaktiv als Heterotetramer vor. Die Besetzung zweier Bindungsstellen mit cAMP Iasst die
PKA in ein R-Dimer und zwei aktive C-Monomere differieren, welche nun eine Phosphorylierung der
Zielproteine in verschiedenen Zellkompartimenten einleiten kénnen. Die cAMP-Konzentration wird
durch die AC und die PDE reguliert. Die Modifikation der PKA erfolgt durch AKAPs.
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Die Abbildung ist modifiziert nach Sassone-Corsi et al.%°

A1: Adenosinrezeptor, AC: Adenylatcyclase, AKAP: A-kinase anchoring protein, C: katalytische
Untereinheit der PKA, B1: Adrenorezeptor 31, CAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat, CREB:
cAMP-responsive element-binding protein, ©1: Opioidrezeptor &1, M1: Opioidrezeptor p1, P:
Phosphorylierung, PDE: Phosphodiesterase, PKA: Proteinkinase A, R: Regulatorische Untereinheit
der PKA

Die Funktionen der PKA sind vielfaltig und greifen teilweise in fundamentale zellulare
Prozesse ein. Sie beinhalten die Regulation von lonenkandlen in der glatten
Muskulatur sowie im Myokard'°, Zu den Zielproteinen gehodren auferdem die
Glykogensynthase und Phosphorylasekinase, welche im Glykogenstoffwechsel zu
einer erhohten Glukosebereitstellung fiihren'''. Die Phosphorylierung der Acetyl-
CoA-Carboxylase flhrt zu einer verminderten Lipidsynthese. Auflerdem kann die
PKA in das zellulare Wachstum und die Differenzierung eingreifen. Eine veranderte
Aktivitat von PKA wird mit der Entstehung verschiedener Tumore assoziiert'2113,
Des Weiteren verfugt die PKA Uber ein Zielprotein, das im Zellkern die Transkription
von verschiedenen Genen steuern kann (cAMP-responsive element-binding protein,
CREB). Speziell in Kardiomyozyten induziert die PKA die Phosphorylierung von
Phospholamban zu phosphoryliertem Phospholamban (pPLB), was die Hemmung
der sarcoplasmic reticulum calcium ATPase (SERCA) aufhebt und zu erhohter
intrazellularer Ca?*-Aufnahme fiihrt. Die Kardiomyozyten sind auf diese Weise dazu
fahig, schneller relaxieren zu konnen'4.

Durch die Rolle der PKA in vielfaltigen zellularen Prozessen ist die Beteiligung an
kardioprotektiven Strategien denkbar und konnte bereits in mehreren Studien gezeigt
werden.

Im Jahr 1999 konnten Lochner und Mitarbeiter zeigen, dass das cAMP-Level und die
PKA-Aktivitat durch IPC im Myokard erhéht werden'®.

Sanada et. al beobachteten 2001, dass die Applikation von Olprinone, einem PDEIII-
Hemmer, mdglicherweise Uber eine cAMP-Erhéhung und PKA-Aktivierung zu einer
InfarktgroRenreduktion fuhrt. Sie applizierten Hunden 30 Minuten vor 90-minutiger
Ischamie Olprinone oder dibutryl-cAMP und kombinierten die Applikation von
Olprinone mit H-89, einem PKA-Inhibitor. Es zeigte sich eine signifikante
InfarktgroRenreduktion bei den Tieren, die mit Olprinone und dibutryl-cAMP
behandelt wurden, die gleichzeitige Applikation von H-89 hob den kardioprotektiven

Effekt von Olprinone auf'"6.
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2004 konnte dieselbe Arbeitsgruppe ebenfalls an Hunden zeigen, dass ein hoher
Spiegel an cAMP und eine Aktivierung der PKA wahrend der IPC die Infarktgrofie
reduziert!"”.

Auch in der pharmakologischen, anasthetikainduzierten Prakonditionierung wurde
die Involvierung der PKA beobachtet. Isofluran kann die PKA-Aktivitat erhohen'8, im
molekularen Mechanismus der Desfluran-Prakonditionierung ist sie dem
mitochondrialen calciumabhangigen Kaliumkanal (mKca) vorgeschaltet''®.
Gleichermalien kann Morphin den zellularen cAMP-Spiegel anheben und dariber die
PKA aktivieren'?°,

Es gibt also deutliche Hinweise, dass die PKA auch am molekularen Mechanismus
der M-PC als Zwischeneffektor beteiligt ist. Es ist wahrscheinlich, dass neben dem
bereits bekannten Teil der Signaltransduktion tber die PKC ein parallel ablaufender,
PKA-involvierter Mechanismus stattfindet. Bis jetzt ist dieser Signalweg und die damit
assoziierten Proteine nicht hinreichend auf eine Beteiligung in der M-PC untersucht

worden.

1.4.3 Die Rolle des Endeffektors mitochondriale Permeabilitatspore

Bereits 1965 gaben Crofts und Mitarbeiter Anhaltspunkte daflir, dass das
hepatozytare Mitochondrium in der Gegenwart von Ca?* mit einer Schwellung
reagiert'?’. Crompton et al. zeigten mehr als 20 Jahre spater, dass die gesteigerte
Durchlassigkeit durch einen Kanal verursacht wird, der als Ca?*-abhangige Pore
bezeichnet wurde'??. Der Begriff wurde bereits 1979 von Haworth und Hunter
gepragt'?®. Seitdem wird die mitochondriale Pore intensiv erforscht und als
Zielprotein fur zahlreiche kardioprotektive Prozesse beschrieben, darunter bei der
IPoC, der IPC und der pharmakologischen Prakonditionierung'4-1%7,

Die mPTP wird als Kanal mit groRRer Leitfahigkeit beschrieben und ist an der inneren
Membran des Mitochondriums lokalisiert. Ihr molekularer Aufbau ist bis heute nicht
komplett ermittelt. Bekannt ist die Konfiguration aus mehreren Bestandteilen, deren
einzelne Bedeutung aber noch nicht ausreichend erforscht ist.

Eine der Komponenten ist das Cyclophilin D (Cyc-D). Es wurde erstmals von
Halestrap et al. beschrieben und als in der mitochondrialen Matrix befindliche
Peptidyl-prolyl-cis-trans Isomerase (PPlase) identifiziert, die durch Cyclosporin A
gehemmt werden kann'?. Cyc-D kann durch Bindung an der Adenin-Nukleotid-
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Translokase (ANT), dem Phosphatkanal und dem oligomycin sensitivity conferring
protein der F-ATP-Synthase eine transmembrandse Offnung der inneren
Mitochondrienmembran bewirken'2%-131_ Oxidativer Stress fiihrt zu einer vermehrten
Konnektion dieser Proteine mit Cyc-D. Jedoch ist es essentiell zu wissen, dass
Knockout-Mause bei Fehlen der PPlase in Lebermitochondrien weniger sensitiv auf
Ca?* reagieren, sich jedoch bei adaquat hohem Ca?*-Stimulus die mPTP trotzdem
offnet’32.

Auch ANT-Knockout-Mause reagieren zwar weniger sensitiv auf eine hohe Ca?*-
Konzentration, die Abwesenheit der ANT verhindert aber nicht die Offnung der
mitochondrialen Pore'3. Die ANT kann grundsétzlich durch (Carboxy-)Atractyloside,
einem toxischen Glykosid, aktiviert werden'34.

Dies wirft die Frage auf, ob die Bestandteile vor allem regulatorische Aufgaben
erfillen oder im Falle ihrer Abwesenheit andere Proteine ihre Eigenschaften
ubernehmen kdnnen.

Als alternativer Bestandteil der mPTP zur ANT werden der mitochondriale
Phosphatkanal' und die FoF1-ATP-Synthase'3' gesehen. Diese sind momentan
Gegenstand intensiver Forschung.

Durch die Lokalisation der mPTP an der inneren Mitochondrienmembran ist es
durchaus wahrscheinlich, dass auch verschiedene Proteine der auleren
Mitochondrienmembran eine Rolle bei der Offnung der mPTP spielen. Weitgehend
erforschte  spannungsabhangige  Anionenkandle (VDAC) und periphere
Benzodiazepinrezeptoren (translocator protein of the outermembrane, TSPO)
scheinen nicht wesentlich an der Formierung der mPTP beteiligt zu sein; bei
Knockout-Mausen konnten auch ohne jene Bestandteile mPTPs nachgewiesen
werden3%136  Die Hexokinase-2 und Mitglieder der Bcl-2-Familie binden an die
auRere Mitochondrienmembran und kénnen die mPTP-Offnung beeinflussen. Daher
sind sie weitere mogliche Regulatoren’.

Unter physiologischen Bedingungen ist die mitochondriale Membran weitgehend
undurchlassig fur lonen oder andere Metaboliten. Dies dient dazu, das
Membranpotential und den pH-Wert aufrechtzuerhalten. Die absolute Konzentration
von Ca?* in der Mitochondrienmatrix, die Ca?*-Sensitivitat der mPTP und der pH-Wert
bestimmen ihren Offnungszustand. Oxidativer Stress, ein hoher Phosphatgehalt und
ein hoher pH-Wert setzen die Ca?*-Sensitivitat der Pore herauf, auch bei absoluter

hoher Ca?*-Konzentration kommt es schneller zur Offnung. Atractyloside (Atr) kann
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durch Aktivierung der ANT eine Offnung der Pore induzieren. Dagegen wirken
Adenosindiphopshat (ADP) und ATP, Cyclosporin A und ein niedriger pH-Wert
protektiv, indem sie die Offnung der Pore verhindern'38,

Wahrend einer Ischamie beglnstigen die Erhéhung von Ca?*, Phosphat und der
ATP-Verlust der Zelle die Durchlassigkeit der mPTP, der pH-Wert ist zunachst aber
in azidotischen Bereichen. Dieser Zustand bahnt die Offnung der mPTP wéahrend der
Reperfusionsphase, in der es zur Zunahme des pH-Wertes, vermehrtem Ca?* und
oxidativem Stress durch Produktion von ROS kommt'™° Es wird davon
ausgegangen, dass diejenigen Kardiomyozyten von kardioprotektiven Stimuli
profitieren, die nach Ischamie noch vital sind, jedoch einen Reperfusionsschaden
durch mPTP-Offnung erleiden wiirden. Die Inhibierung der Offnung der mPTP wirkt
also in der Reperfusionsphase protektiv auf die Kardiomyozyten.

Die Offnung der mPTP greift tief in die Funktion der Zelle ein. Sie fuhrt zum
Protoneneinstrom und zum Ausgleich von lonen und niedriggewichtigen Molekulen
von <1,5 kDa zwischen Mitochondrienmatrix und Zytosol. Dabei spielt der Ausgleich
von Ca?* eine bedeutende Rolle: Es fungiert als Trigger, um innermitochondriale
Ca?*-Vorrate auszuschitten. Es kommt zum Ausgleich des osmotischen Drucks
zwischen den zwei Zellkompartimenten, was zur mitochondrialen Schwellung fuhrt.
Die aulRere Mitochondrienmembran kann in diesem Zustand rupturieren und es
kommt zur Freisetzung des proapoptotischen Proteins Cytochrom C40,

Die Beteiligung der mPTP in der Signaltransduktion der IPC wurde initial durch
Hausenloy et. al beschriecben. Der mPTP-Offner Atr verhinderte den
kardioprotektiven Mechanismus im Rahmen der Signalvermittlung der IPC4".

Die mPTP ist auch an der M-PC beteiligt. Uber welche molekularen Mechanismen
die SchlieBung der mPTP vermittelt wird, ist noch nicht ausreichend untersucht.
Beschrieben ist die Vermittlung Uber die GSK-33 wahrend der Reperfusionsphase,
die durch verschiedene vorgeschaltete Proteine phosphoryliert wird und dadurch die
Offnung der mPTP inhibiert (s. 1.4.1).

Hinweise, dass auch andere vorgeschaltete Proteine zur SchlieBung der mPTP
fuhren kénnen, lieferten Fraldorf et al., die eine Mitwirkung von mKca-Kanalen an
der M-PC zeigten'2. Cao und Mitarbeiter erweiterten diese Erkenntnis, indem sie
eine Offnung der mPTP bei gleichzeitiger mKca-Kanal-Aktivierung induzierten. Auf

diese Weise wurde der kardioprotektive Prozess aufgehoben. Daraus konnte
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abgeleitet werden, dass der mKca-Kanal moglicherweise als vorgeschalteter
Regulator der mPTP in der Signaltransduktion der M-PC wirkt.

Die Aktivitat der mKca-Kanale kann durch die PKA reguliert werden. Dies wurde in
der glatten Muskulatur'?® und der Herzmuskulatur gezeigt'**. Ob PKA, mKca-Kanale
und mPTP tatsachlich miteinander interagieren und bei der M-PC eine Rolle spielen,

muss noch beleuchtet werden.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Bisher ist der molekulare Mechanismus der M-PC nur unzureichend geklart. Es
konnte gezeigt werden, dass die mKca-Kanale in dieser Signalkaskade involviert
sind, bisher bleibt aber unklar, welche Zwischeneffektoren vor- und nachgeschaltet
sind. Mdoglicherweise vorgeschaltet sein kann die PKA, die hauptsachlich durch
cAMP reguliert wird. Als Endeffektor konnte die mPTP fungieren. Um das Ziel zu
verwirklichen, die M-PC therapeutisch im klinischen Alltag anwenden zu kdénnen,
fehlen immer noch essentielle Erkenntnisse. Es ist daher Ziel der Studie, die
folgenden Fragen zu beantworten (s. Abb. 7):

1. Spielt die Aktivierung der PKA bei der M-PC eine Rolle?

2. Induziert die Offnung der mPTP den Verlust des kardioprotektiven Effekts der

M-PC und ist damit in der Signalkaskade der M-PC beteiligt?

FUr die Beantwortung dieser Fragen wird zum einen in vivo an Ratten die Beteiligung
der PKA und der mPTP getestet. Durch die Inhibition der Proteine bei gleichzeitiger
M-PC wird eine moégliche Auswirkung auf die myokardiale Infarktgrofle gemessen.
Das Ergebnis wird mit der InfarkigréRe der M-PC ohne entsprechende Hemmung
von PKA bzw. mPTP verglichen und auf Signifikanz untersucht.

Die Involvierung der PKA wird zusatzlich durch den Nachweis von pPLB in vitro nach

M-PC in isolierten Kardiomyozyten mittels Western blot bestimmt.
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Myokardzelle

Abbildung 7: Fragestellung der vorliegenden Arbeit

m=) Aktivierung, == -1 Inhibierung

Mogliche Signalkaskade der M-PC: Vermittlung Uber &1-Rezeptor, Aktivierung der PKA tber
verminderten Abbau von cAMP durch Hemmung der PDE bzw. erhéhte Produktion von cAMP durch
Steigerung der AC-Aktivitat. Mogliche Zwischenschaltung der mKca-Kanale zur Inhibierung der
Offnung der mPTP als Endeffektor der Zellprotektion. Beeinflussung der PKA durch den Inhibitor H-89
und der mPTP durch Induktion der Offnung mittels Atr.

A1: Adenosinrezeptor A1, AC: Adenylatcyclase, Atr: Atractyloside; B1: Adrenorezeptor (1, cAMP:
cyclisches Adenosinmonophosphat, H-89: Proteinkinase A Inhibitor, &1: Opioidrezeptor &1, mKca:
mitochondrialer, calciumabhangiger Kaliumkanal, p1: Opioidrezeptor p1, mPTP: mitochondriale

Permeabilitatspore, PDE: Phosphodiesterase, PKA: Proteinkinase A
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Allgemeine Chemikalien und Medikamente

Name Zusatzbezeichnung/ Hersteller
ArtikelInummer

2-B- Mercaptoethanol 28625 Serva Electrophoresis,
Heidelberg

Ammoniumperoxodisulfat 9592 Carl Roth GmbH & Co. KG,

(APS) Karlsruhe

Aqua ad injectabilia 10 ml 2351744 B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Aqua destillata Aqua B, 0082479E B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Atractyloside A6882 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Bromphenolblau 108122 Merck KGaA, Darmstadt

Bovines Serumalbumin | A9418 Sigma-Aldrich Chemie

(BSA) GmbH, Steinheim

Calciumchlorid (CaCl2) 1.02378.0500 Merck KGaA, Darmstadt

Coomassie Staining A152 Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Cytosin-3-D- C1768-100mg Sigma-Aldrich Chemie

Arabinofuranoside (Ara-C) GmbH, Steinheim

D(+)-Glukosemonohydrat 6780.1 Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Dithiothreitol (DTT) 0908 Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

DL-Carnitin 72121 Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Dextran 00268 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
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Dried skimmed milk T145 Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Enhanced Sc-2048 Santa Cruz Biotechnology,

Chemiluminescence Santa Cruz, USA

Reagence (ECL)

Evans Blue, Dye Content > | E2129 Sigma-Aldrich Chemie

75 %

GmbH, Steinheim

fetales Kalberserum

FCS Gold, A11-151

PAA Laboratories GmbH,
Colbe

Folin-Ciocalteus-Phenol F9252 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Formaldehydlosung, etwa | 1040031000 Merck KGaA, Darmstadt,

37 % Germany

Glycerol G5516 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Glycin 3790.2 Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

H-89 (N-[2-p- | B1427 Sigma-Aldrich Chemie

bromocinnamylamino)ethyl]- GmbH, Steinheim

5-isoquinoline sulfonamide)

Hydrochloric acid (HCI) 37 | 258148 Sigma-Aldrich Chemie

% GmbH, Steinheim

Kaliumchlorid (KCI) HNO02.1 Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Kaliumhydrogenphosphat 3904.2 Carl Roth GmbH & Co. KG,

(KH2PO4) Karlsruhe

Kalium-Natrium-Tartrat S2377 Sigma-Aldrich Chemie

(KNa-Tartrat) GmbH, Steinheim

Kollagenase, CLSII C2-28 Biochrom AG, Berlin

Kreatin 27910 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Kupfersulfat (CuSOa4) P023 Carl Roth GmbH & Co. KG,
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Karlsruhe

M 199 T061-01; 1L Biochrom AG, Berlin
(Earle's Salt)
Magnesiumsulfat P027.1 Carl Roth GmbH & Co. KG,
(MgS04.7H20) Karlsruhe
Morphinsulfat Pentahydrat M8777 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
N-2-Hydroxyethylpiperazin- | HN77 Carl Roth GmbH & Co. KG,
N‘-2-ethansulfonsaure Karlsruhe
(HEPES)
Natriumcarbonat (Na2COs) | S2127 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
Natriumchlorid (NaCl) AnalaR Normapur VWR Chemicals, Radnor,
PA, USA
Natrium-EDTA (Na2-EDTA) | ED2SS Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
Natriumfluorid (NaF) 201154 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Germany
Natriumhydroxid (NaOH) 106498 Merck KGaA, Darmstadt,
Germany
Nonidet P40 (NP 40) Tergitol® The Dow Chemical
119-01929-1107 Company, Midland MI, USA
Pentobarbital-Natrium 16 g/100 ml Merial GmbH, Hallbergmoos
Phosphate buffered saline | P4417 Sigma-Aldrich Chemie
(PBS) GmbH, Steinheim
Penicillin (10.000 IU) | P11-010 PAA Laboratories GmbH,
Streptomycin (10 mg/ml) Colbe
Polyacrylamid 30 % (PAA) | A3699 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
Protease-Inhibitor Complete™ F.Hoffmann La Roche AG,
04693116001 Basel, Switzerland
Protein-Marker 1:1000 Biotinylated Protein | Cell Signaling, Beverly, MA

Ladder Detection Pack

USA
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Sodiumdodecylsulfat 10 % | L4522 Sigma-Aldrich Chemie

(SDS) GmbH, Steinheim

Taurin T0625-25G Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Temed 110732 Merck KGaA, Darmstadt

Tris Base (=Sigma 7-9) 5429.3 Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe

Triphenyltetrazoliumchlorid | 37130 Serva Elekrophoresis,

(TTC) Heidelberg

Tween 20 (0,1 %) 655204 Merck KGaA, Darmstadt

2.1.2 Verbrauchsmaterial, Gerate und Software

Name Typ/ Artikelnummer Hersteller

96-Well-Platte 72.1979.202 Sarstedt, Nurnbrecht

Absauganlage M35 KNF  Neuberger = GmbH,
Freiburg

Abzug Vinitrex  Laboreinrichtungen
GmbH & Co KG, Coswig

Analysenwaage BP 1200 Sartorius AG, Gottingen

Anasthesiemonitor

Capnomac Ultima

Datex Engstrom, Duisburg

Arterielle Kantile

Vasofix® Safety 20G
(1,1x33 mm)

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Beatmungsgerat

Babylog 8000

Dragerwerk AG & Co. KGaA,
Lubeck

Buchnertrichter, PP 70ml 519-2362 VWR International GmbH,
Darmstadt

CanonScan FB620P Canon, Krefeld

Computergestutzte PowerlLab/8SP ADInstruments Pty  Ltd,

Messungen des arteriellen Castle Hill, Australia

Drucks

Chirurgischer Faden PDS ™Il (5-0) Ethicon, Johnson-Johnson,
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New Brunswick NJ, USA

Chirurgische Nadel, | 4-0 Prolene Ethicon, Johnson&Johnson,
atraumatisch New Brunswick NJ, USA
Chirurgische Klemme Aesculap GmbH, Tuttlingen
Drei-Wege-Hahn Discofix®C-3 B. Braun Melsungen AG,

Melsungen

Elektrophoresekammer

Mini-PROTEAN 3 cell

BioRad, Hercules, California,
USA

Endotrachealtubus

Vasofix® Safety 14G

B. Braun Melsungen AG,

(2,2x50 mm) Melsungen
Folie fur 96-Well-Platte 95.1994 Sarstedt, Nurnbrecht
Genb5-Software BioTek Instruments,
Winooski, Vermont, USA
GraphPad StatMate™ Version 1.01 GraphPad Software, San
Diego, USA
Infusionsleitung Original Perfusor®- | B. Braun Melsungen AG,

Leitung PE (150cm)

Melsungen

Inkubator

Art.-No 9040-0052

Binder GmbH, Tuttlingen

Kanule zur intraperitonealen

Injektion

BD Microlance™ 3

27G (0,4x19mm)

BD, Drogheda, Irland

Kamera und Dunkelkammer

DeVision DBox, SNo

Dexon Science Tec GmbH,

A08C83309 Hohengandern
Klhlelement Blue Cooling Unit BioRad, Berkeley, USA
Langendorff-Apparatur Eigenbau der Klinik far
Anasthesiologie des
Universitatsklinikums
Dusseldorf
McllwainTissue Chopper | MICI2E The Mickle Laboratory
mit Unterlegplattchen Engineering Co. Ltd.,

Gomshall, Guildford, Surrey,
UK

Mikroskop

AE30

Motic Deutschland GmbH,

Wetzlar
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Nylonfilter, Porengréfde 200

um

4-1413

neoLab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH, Heidelberg

0O2-Gasflasche

32376028, UN1071

Linde

GmbH, Unterschleissheim

Gas  Therapeutics

Parafilm PM996 Pechiney Plastic Packaging
Inc., Newark, CA, USA

Peristaltische Pumpe Minipuls 3 Gilson Inc., Middleton, WI,
USA

Petrischale 1x94x16 mm Cellstar steril Greiner Bio-One  GmbH,
Frickenhausen

Polyvinylidendifluorid

Immobilon-P Transfer

Milipore, Billerica, USA

(PVDF)-Membran Membran

Prazisionswaage LA 230 S Sartorius AG, Gottingen

Rasierklinge Wilkinson Classic Wilkinson Sword GmbH,
Solingen

Reaktionsgefal3, Safe lock | 2,0 ml Eppendorf AG, Hamburg

Schlauche fur peristaltische | PVC  Standard; 38- | Gilson Inc., Middleton, WI,

Pumpe 0080 USA

SigmaScan Pro 5® SPSS Science Software,
Chicago, USA

Skalpell Klinge BB521 Aesculap AG, Tuttlingen

Sockel fur 96-Well-Platte MicroAmp, No | Applied Biosystems

4312063 Deutschland GmbH,

Darmstadt

Software Excel Version 2010 Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA

Software GelPro Analyzer Version 6.0 Media  Cybernetics Inc.,
Rockville, MD, USA

Software GelScan Version 6.0 Media  Cybernetics Inc.,
Rockville, MD, USA

Spektrometer Synergy 2 BioTek Instruments,

Winooski, Vermont, USA
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Spritze, 50ml

Original-Perfusor®-
Spritze OPS 50 ml

Luer Lock

B. Braun Melsungen AG,

Melsungen

SPSS Science Software

Version 17.0

IBM, Chicago, USA

Sterilbank

HERAsafe KS 15

Thermo Fisher Scientific,

Langenselbold

Thermometer GTH 1160 Greisinger electronic GmbH,
Regenstauf

Tischzentrifuge VWR Galaxy Mini LTF Labortechnik GmbH &
Co. KG, Wasserburg

Vortexer Reax top Heidolph Instruments GmbH

& Co. KG, Schwabach

Warmeplatte

Mgw Lauda Cs

Lauda, Lauda-Kdnigshofen

Wasserbad 001-0505 Thermo Haake GmbH,
Karlsruhe, Germany

Wasserbad mit Pumpe Thermomix 420 B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Zellarbeitsbank HERAsafe KS 15 Fisher  Scientific ~ GmbH,

Schwerte, Germany

Zellkulturschale 353004 BD BioSciences, Heidelberg

Zellschaber 99003 TPP Techno Plastic Products
AG, Trasadingen,
Switzerland

Zentrifuge 5417 R Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge 5810 R Eppendorf AG, Hamburg

2.1.3 Losungen

2.1.3.1 In vivo Versuche

1) Evans Blue-Farbelosung

Chemikalie

Konzentration

Volumen/Masse

Evans Blue

1049
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Dextran
NacCl 0,9 %

509
500 ml

2) TTC-Farbelosung

Chemikalie Konzentration Volumen/Masse
Trishydroxymethylaminomethan 242¢g
TTC 1,59
NaCl 0,9 % 200 ml
2.1.3.2 Kardiomyozytenisolierung

1) HEPES-gepuffertes Powell-Medium
Chemikalie Konzentration Masse
NaCl 110 mM 6,43 g
KCI 2,5mM 0,19¢
KH2PO4 1,2 mM 0,16 g
MgS0O4.7H20 1,2 mM 0,30 g
HEPES 25 mM 5,96 g
D(+)-Glukose-Monohydrat 10 mM 1,98 g

Mit Aqua destillata auf 1 | aufflllen. Titration des pH mit 2 M NaOH auf 7,4 und

Sterifiltration. Aufbewahrung bei 4 °C.

2) Kollagenaselosung

Chemikalie Konzentration Volumen/Masse

Kollagenase gewunschte
Menge in mg

Powell-Medium 5ml

CaClz 100 mmol/l 12,5 pl

Zu den 45 ml Powell-Medium in der Langendorff-Apparatur hinzugeben.
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3) CCT-Medium

Chemikalie Konzentration Volumen/Masse/
Anzahl

M199 2 Packungen

Aqua bidestillata 10|

HEPES 15 mM 36 g

Kreatin 5mM 5,66 g

L-Carnitin 2 mM 3,95¢

Taurin 5mM 6,26 g

ARA-C 10 uM 24,3 mg

Titration des pH mit 2 M NaOH auf 7,4 und steril filtrieren. Aufbewahrung bei 4 °C.

4) Vorplattiermedium

Chemikalie Konzentration Volumen
CCT-Medium 40 ml
Penicillin-Streptomycin 2% 0,8 ml
fetales Kalberserum 4 % 1,6 ml
5) Ausplattier- und Waschmedium

Chemikalie Konzentration Volumen
CCT-Medium 40 ml
Penicillin-Streptomycin 2% 0,8 ml

2.1.3.3 Western blot
1) Lowry-Reagenz

Chemikalie Konzentration Volumen/Masse
Na2CO3 10,0 g

NaOH 0,1M 500 ml
KNa-Tartrat 2%

CuSO4 1%
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Zur Herstellung 100 Teile des in 500 ml 0,1 M NaOH geldsten Na2COz mit einem Teil
2 % Kalium-Natrium-Tartrat und einem Teil 1 % CuSO4x 5H20 mischen.

2) 0,5M Tris HCL

Chemikalie Volumen/Masse
Tris HCI 15,8 ¢
Aqua destillata ad 200 ml

Lésung mit NaOH bzw. HCI auf pH je nach Vorgabe einstellen.

3) 1,5 M Tris Base

Chemikalie Volumen/Masse
Sigma 7-9 54,51 g
Aqua destillata ad 300 ml

Lésung mit NaOH auf pH 8,8 einstellen.

4) 1,25 M Tris Base

Chemikalie Volumen/Masse
Sigma 7-9 15,14 g
Aqua destillata ad 100 ml

Ldsung mit NaOH auf pH 6,8 einstellen.

5) Ganzzellextraktion Lysepuffer

Konzentration

Volumen/Masse

Chemikalie

TrisHCLpH 7,5 50 mM
NaCl 250 mM
NP 40 0,5 %
Na-EDTA 50 mM
NaF 50 mM
Protease-Inhibitor

DTT 1 mM

0,39¢
0,73 g
0,25 ml
1,04 g
0,11g
2ml
0,08 g
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Aqua destillata

50 ml

6) Sammelgel

Chemikalie

Konzentration

Volumen/Masse

PAA 30 %

Aqua destillata
Tris Base, pH 6,8
SDS

Temed

APS

1,25 M
10 %

10 %

2,55 ml
10,5 ml
1,5 ml
150 pl
30 i
150 pl

7) Trenngel (12 %)

Chemikalie

Konzentration

Volumen/Masse

PAA 30 %

Aqua destillata
Tris Base, pH 8,8
SDS

Temed

APS

1,5M
10 %

10 %

7,92 ml
6,88 ml
5 mi
200 pl
20 ul
100 pl

8) Loading Buffer

Chemikalie

Konzentration

Volumen/Masse

Bromphenolblau
SDS

Glycerol
Tris-HCI, pH 6,8
Aqua destillata

10 %

500 mM

30 mg
1,09
2 mi
1 mi
7 mi

9) Running Buffer

Chemikalie Konzentration Volumen/Masse
Tris Base 3,09

Glycin 14,4 g

SDS 10 % 1,09
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Aqua destillata ad 1000 ml

10) Transfer Buffer

Chemikalie Endkonzentration Volumen/Masse
Tris Base 12 mM 1,459

Glycin 96 mM 7,219

Aqua destillata ad 1000 ml

11) Farbeldsung

Chemikalie Volumen/Masse
Coomassie Blue 750 mg
Essigsaure 25 ml

Ethanol 96 % 112,5 ml

Aqua destillata 112,5 ml

Zur Abtrennung unloslicher Farbstoffanteile wird die Losung nach Mischen unter
Abzug filtriert.

12) Entfarbelosung

Chemikalie Volumen/Masse
Ethanol 96 % 333,3 ml
Eisessig 100 ml

Aqua destillata ad 1000 ml

13) Blocklosung 5 %

Chemikalie Konzentration Volumen/Masse/
Menge

Dried skimmed milk 50,0 g

PBS 5 Tabletten

Tween 20 0,1 % 1 ml

Aqua destillata ad 1000 ml
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Zur Herstellung der 1 %igen Blocklésung wird die 5 %ige 1:5 mit TBS-T (pH 8,0)

verdunnt.

14) Waschpuffer TBS-T = TPBS

Chemikalie Konzentration Volumen/
Masse/Menge

PBS 10 Tabletten

Tween 20 0,1 % 2 ml

Aqua destillata ad 2000 ml

Die Losung wird mit NaOH auf pH 8,0 eingestellt.

15) BSA 5 %

Chemikalie Volumen/Masse
BSA 50,0 g
TPBS ad 1000 ml

2.1.4 Antikorper

2.1.4.1 Primarantikorper

Name und eingesetzte | Zusatzbezeichnung | Hersteller

Verdiinnung

Rabbit-Anti-PLB 1:1000 Ab86930 Abcam, Cambridge, UK
Rabbit-Anti-Phospho-PLB 07-052 Merck KGaA, Darmstadt
(Ser16) 1:1000

Rabbit-Anti-Actin 1:10000 A2066 Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

2.1.4.2 Sekundarantikorper

Zusatzbezeichnung

Hersteller

Name und eingesetzte
Verdiinnung
Donkey-Anti-Rabbit IgG

711-035-152

Dianova, Hamburg, Germany
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(H+L) 1:10000, Peroxidase-

konjugiert

Anti-Biotin, HRP-linked | 7075S Cell Signaling, Danvers, MA,
Antibody, 1:10000 USA

2.2 Methoden

2.21 In vivo Versuche

2.2.1.1 Vorbereitung der Versuchstiere

Mit der Genehmigung des Landesamts fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen (Aktenzeichen 8.87-51.04.20.09.388) wurden die Versuche an
mannlichen, ca. drei Monate alten Wistar-Ratten durchgefuhrt, die von der ZETT
(Zentrale Einrichtung fur Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben)
des Universitatsklinikums Dusseldorf bezogen wurden. Die operative Ausflihrung
erfolgte nicht durch mich selbst, sondern durch Herrn Priv.-Doz. Dr. Dr. med. Ragnar
Huhn-Wientgen und Herrn Priv.-Doz. Dr. Dr. med. André Heinen.

Die zum Zeitpunkt des Experimentes durchschnittlich 296 +/- 30 Gramm schweren
Tiere wurden bei freiem Zugang zu Wasser und Futter nach den Richtlinien des
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals'*® gehalten, der Tag-Nacht-
Rhythmus wurde durch Anschalten des Lichtes fur 12 Stunden von 6:00 Uhr bis
18:00 Uhr simuliert.

Die Einleitung der Narkose erfolgte durch die intraperitoneale Injektion von 90 mg/kg
Kdrpergewicht (KG) Pentobarbital als Bolus. Nachdem die adaquate Anasthesietiefe
mittels Schmerzreizsetzung Uberpruft wurde, indem eine Reaktion auf diese ausblieb,
wurde die orotracheale Intubation durchgefiihrt und die Beatmung der Ratte
maschinell gewahrleistet. Die Beatmungsfrequenz betrug 60/Min. bei einem
Tidalvolumen von 2 ml. Der PEEP wurde bei 2-3 cm H20 eingestellt. Wahrend der
gesamten Narkosezeit wurde der pCO2 und der pOz2 in physiologischen Bereichen
gehalten. Fur die Konstanthaltung der Kérpertemperatur von 38 °C wurde die Ratte
auf eine Warmeplatte gelegt und zur Temperaturkontrolle ein Thermometer rektal
eingefuhrt. Zur arteriellen Druckmessung und Ermittlung der Herzfrequenz wurde
eine Kanule uUber die rechte Arteria carotis communis in die Aorta eingebracht und

visualisiert bzw. digitalisiert. Der venose Katheter Uber die Vena jugularis interna
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diente zur intravendsen Injektion von Infusionen und Medikamenten. Morphin, Atr
und H-89 wurden vor Applikation in Aqua ad inject. gelOst.

Anschlie®end wurde Uber eine linkslaterale Thorakotomie und eine Perikardiotomie
ein Koronarokkluder angelegt, indem eine Fadenschlinge um den Ramus
interventricularis anterior (left anterior descending artery, LAD) der linken
Koronararterie mit einer atraumatischen Nadel platziert wurde. Die beiden
Fadenenden wurden durch ein kleines Kunststoffrohrchen mit ca. 1 mm
Durchmesser gesteckt, durch Vorschieben konnte spater eine Koronarokklusion
verursacht werden, die mit einer Klemme fixiert wurde. Eine erfolgreiche koronare
Okklusion zeigte sich in einer zyanotischen Verfarbung des Epikardiums und
umschriebene Hypokinesie in der Ischamiezone.

Zur Aufrechterhaltung der Anasthesie wurde intravends Uber eine 50 ml-Spritze pro
Stunde 40 mg/kg KG Pentobarbital infundiert und zur Abschatzung der Narkosetiefe
die Vitalparameter herangezogen.

Nachdem die Praparation der Ratten beendet war, schloss sich eine 20-minltige
Stabilisierungsphase an. Anschlielend wurden die Tiere randomisiert den

verschiedenen Gruppen zugeordnet.

2.2.1.2 Versuchsprotokoll

Die Tiere wurden in sechs Gruppen randomisiert (n=6 pro Gruppe). Die Kontrolltiere
(Con) unterliefen dann ausschlielich einer 25-minttigen Ischamie, gefolgt von einer
120-minutigen Reperfusion.

Der zweiten Gruppe wurde 10 Minuten vor Koronarokklusion Morphin in der
Dosierung 0,3 mg/kg intravends appliziert (M-PC). Die dritte Gruppe erhielt sowohl
den PKA-Inhibitor H-89 (10 pg/kg i.v.) 15 Minuten vor Ischamie als auch 5 Minuten
spater und damit 10 Minuten vor koronarer Okklusion Morphin in der oben erwahnten
Dosierung (M-PC+H-89). Einer weiteren Gruppe wurde nur H-89 appliziert (H-89).
Um die Beteiligung der mPTP zu prifen, wurde der flinften Gruppe 15 Minuten vor
Ischdmie Atr (5 mg/kg i.v.), ein selektiver mPTP-Offner und 5 Minuten danach
Morphin infundiert (M-PC+Atr). Die letzte Gruppe wurde nur mit Atr behandelt (Atr).
Bei allen behandelten Gruppen schloss sich an die Applikation der Medikamente
eine 25 Minuten lange Koronarokklusion an. Nach Beendigung der Ischamie folgte

eine 120-minutige Reperfusion durch Lockerung der Schlinge, die durch Ruckgang
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der zyanotischen Verfarbung verifiziert wurde. Das beschriebene Versuchsprotokoll
ist in Abbildung 8 dargestellt.
Die Herzen wurden nach Ablauf der Reperfusionsphase zur

InfarktgroRenbestimmung von den groRen Gefalden getrennt und aus dem Thorax

entnommen.
20 5 10 25 120 Min.
Kontrolle Koronarokklusion Reperfusion
M-PC v Koronarokklusion Reperfusion
M-PC+H-89 v Koronarokklusion Reperfusion

M-PC+Atr

H-89 ' Koronarokklusion Reperfusion

v Koronarokklusion Reperfusion

Atr + Koronarokklusion Reperfusion

Abbildung 8: Versuchsprotokoll der in vivo Experimente

v : Morphin (0,3 mg/kg i.v.)

1 : H-89 (10 pg/kg i.v., selektiver PKA-Antagonist)
&+ . Atractyloside (5 mg/kg i.v., mPTP-Offner)

4 . InfarktgréfRenbestimmung

n=6 pro Gruppe

Versuchsprotokoll mit entsprechender Applikation der Substanzen Morphin, H-89 und Atractyloside
nach Protokoll in den verschiedenen Versuchsgruppen nach 20-minutiger Stabilisierungsphase. Nach
Anwendung folgte eine 25-minltige Koronarokklusion, an welche sich eine Reperfusionsphase von
120 Minuten Dauer anschloss. Die Abbildung ist angelehnt an Dorsch et al.'

Atr: Atractyloside, M-PC: morphininduzierte Prakonditionierung, H-89: Proteinkinase A Inhibitor
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2.2.1.3 InfarktgroBenbestimmung

Die Farbung zur InfarktgroRenbestimmung erfolgte in zwei Schritten: Zunachst wurde
das Risikogebiet durch Perfusion mit Evans Blue bestimmt, im zweiten Schritt durch
die Triphenyltetrazoliumchlorid(TTC)-Farbung das eigentliche Nekrosegebiet sichtbar
gemacht. Die Bestimmung der InfarktgréRe in diesen zwei aufeinanderfolgenden
Schritten diente dazu, das Ausmall der ischamischen Schadigung im
Perfusionsgebiet der betroffenen okkludierten Koronararterie zu quantifizieren.

Nach 120 Minuten Reperfusion wurde das Herz aus dem Thorax des Versuchstiers
entnommen und Uber die Aortenwurzel an eine modifizierte Langendorff-Apparatur
uberfihrt. Zunachst erfolgte eine funfmindtige Auswaschung des in den
Koronargefal’en verbliebenen Bluts mit Hilfe von Kkalter, physiologischer
Kochsalzlésung mit einem Perfusionsdruck von 60 mmHg. Der Koronarokkluder, der
an seinem ursprunglichen Platz um die LAD belassen wurde, kam erneut zum
Einsatz, um das Koronargefal® noch einmal zu verschlielen. In dieser Konstellation
wurde das Herz mit einer 0,2%igen Evans Blue-Ldsung fur 10 Minuten durchspdlt.
Dabei wurden die ischamisch-reperfundierten Areale nicht angefarbt und damit als
Risikogebiet (area at risk, AAR) kenntlich gemacht. AnschlieRend wurde die
uberschussige  Evans Blue-Losung mit  physiologischer  Kochsalzlosung
ausgewaschen. Daraufhin wurde das Herz in 1-2 mm dicke transversale Scheiben
geschnitten, in eine 0,75%ige TTC-Lésung bei 37 °C eingelegt und 10 Minuten
inkubiert. In vitalem Gewebe wird TTC durch aktive Dehydrogenasen zu
Triphenyltetrazoliumformazan (TTF) reduziert und erhalt eine rote Farbe. Die rote
Farbe kennzeichnet also vitales Gewebe in der AAR, nicht angefarbt wird der
nekrotische Anteil46:147,

Danach wurden die Scheiben 24 Stunden in 4%iger Formalinldsung bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Auswertung des Risiko- und anteilhaften
Nekrosegebiets wurde mittels computerunterstitzter Planimetrie festgelegt. Zuvor
wurden die Herzscheiben eingescannt.

Die InfarktgroRen wurden als Prozent des Risikogebiets ausgedrickt.

2.2.2 Primare Kardiomyozytenisolierung

Die Kardiomyozytenisolierung wurde an mannlichen, ca. 3 Monate alten und 300-350
g schweren Wistar-Ratten durchgefuhrt, die von der ZETT des Universitatsklinikums
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Dusseldorf bezogen wurden (Projektnummer O 37/10). Sie hatten uneingeschrankten
Zugang zu Nahrung und Wasser, der Tag-Nacht-Rhythmus wurde mit einem Hell-
Dunkel Zyklus von 12:12 Stunden eingehalten.

Das Protokoll zur Isolierung primarer Kardiomyozyten wurde durchgefuhrt in
Anlehnung an die Veroffentlichung von Schliiter und Piper'#® und folgte folgenden
Hauptschritten: Nach Herausnahme des Herzens aus dem Thorax des Versuchstiers
wurde es rasch an eine modifizierte Langendorff-Apparatur Uberfihrt und mit Powell-
Medium perfundiert. Diesem Medium wurde fir die Separierung der Kardiomyozyten
im Verlauf sowohl Kollagenase hinzugefigt als auch eine Nachverdauphase
eingeleitet. Die Kultivierung der separierten Zellen stellte die Grundlage fur die

spatere Behandlung mit Morphin dar.

2.2.2.1 Aufbau und Vorbereitung der Langendorff-Apparatur

Bevor das praparierte Herz an die Langendorff-Apparatur angeschlossen werden
konnte, musste diese entsprechend vorbereitet werden.

Die Funktion einer Langendorff-Apparatur besteht darin, das vom Versuchstier
entnommene und damit isoliert schlagende Herz perfundieren zu kénnen. Das
System besteht aus einer geschlossenen Kammer, die wiederum aus verschiedenen
Einzelteilen aufgebaut ist: einem oberen Auffangbehalter, einem Glaskolben mit
Regulator und einem unteren Auffangbehalter (s. Abb. 9).

Der obere Auffangbehalter, der tber einen Anschluss von Carbogen (95 % O2, 5 %
COg2) verfugt, wird durch den Glaskolben nach unten verlangert. Am Ende dieses
Glaskolbens wird das Herz an der Aortenwurzel befestigt.

Der Regulator, ein Drei-Wege-Hahn, ist dem Glaskolben zwischengeschaltet, erlaubt
die Einstellung der Flussrate und dient zur Entliftung des Mediums. Unter dem
Glaskolben befindet sich der zweite Auffangbehalter, so kann das im System
zirkulierende Medium aufgefangen werden und mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe
zurick in den ersten Auffangbehalter flielen. An diesem Punkt kann die
geschlossene Apparatur geodffnet werden, indem das passende Auffangreservoir
entfernt und durch einen Behalter ersetzt wird, der nicht mit dem ersten verbunden
ist.

Um die Perfusionstemperatur auf Kérpertemperatur halten zu kénnen, sind beide

Auffangbehalter und der Glaskolben mit einer doppelten Wand ausgestattet, die zwei
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getrennte Raume bilden. Im AuReren kann somit, getrennt vom Perfusionsmedium
im Inneren, Wasser zirkulieren, das aus einem 37 °C warmen Wasserbad gespeist
wird. Die Konstanthaltung der Temperatur wird durch ein digitales Steuersystem
garantiert, welches die Ist- mit der Solltemperatur vergleicht und reguliert.

Um die optimale Perfusion des isolierten Herzens gewahrleisten zu kénnen, wurden
vor Versuchsbeginn ca. 200 ml steriles Powell-Medium hergestellt. Mit Hilfe einer
Glasfritte wurde das Medium mit Carbogen begast und nach Verschluss mit Parafilm
im Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Die Apparatur wurde mit 100 ml Aqua dest.
gespult, dieses wurde verworfen und ein weiterer Waschschritt mit 20 ml
Perfusionsmedium vorgenommen, das nach 5-minatiger Zirkulation ebenfalls
verworfen wurde.

Im Anschluss wurden 80 ml des Powell-Mediums luftblasenfrei eingegeben, durch

eine Pasteurpipette oxygeniert und die Herzpraparation vorgenommen.
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Abbildung 9: Langendorff-Apparatur

Die Langendorff-Apparatur besteht aus zwei Auffangbehaltern (1a+b), die durch einen Glaskolben (2)
verbunden sind. Am Ende des Glaskolbens ist das Herz fixiert; ein Drei-Wege-Hahn (3) dient zur
Flussregulierung und Entliftung. Das Powell-Medium (graue Schattierung) wird durch eine Pumpe (4)
in Flussrichtung transportiert und mit Carbogen (5) begast. Um die Temperatur des Mediums konstant
auf 37 °C zu halten, sind die Behalter doppelwandig ausgestattet, in der dulleren Wand zirkuliert 37

°C warmes Wasser (H20) (6, blaue Schattierung), das durch ein Wasserbad (7) erwarmt wird.

2.2.2.2 Herzpraparation und Kollagenaseperfusion

Die Versuchstiere wurden mittels intraperitonealer Injektion von 90 mg/kg KG
Pentobarbital anasthesiert.

Im Anschluss wurde eine mediane Thorakotomie durchgefuhrt, das Herz zlgig an
der Aortenwurzel herausgetrennt und in 4-5 °C kalter 0,9%iger Kochsalzlésung

geschwenkt, damit die metabolischen Prozesse verlangsamt und die Koronargefalle
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und Herzhohlen grob von verbliebenem Blut gereinigt werden konnten. Zusatzlich
wurden eventuelle Lungen- und Fettreste mit der Schere entfernt. Schliel3lich wurde
das Herz an der Aorta ascendens an der Perfusionsanlage zunachst mit einer
Krokodilklemme befestigt. Dabei wurde beachtet, die Kanule nicht zu tief
einzufihren, um ein moégliches Durchbrechen der Aortenklappe zu vermeiden und
damit die Perfusion der HerzkranzgefalRe zu gewahrleisten. Das Ventil wurde mit der
Durchflussgeschwindigkeit von ca. 10 ml/Min. gedffnet, die primare Befestigung
durch die Krokodilklemme wurde wahrenddessen durch einen chirurgischen Faden
ersetzt. Die weitere Spulung mit 35 ml Powell-Medium sorgte fur ein grundliches
Ausspulen von Blutresten aus den Koronargefalen, das Medium-Blut-Gemisch
wurde in einem Becherglas aufgefangen und verworfen. Zu den von den 80 ml
verbliebenen 45 ml Medium wurden die 5 ml der vorbereiteten Kollagenaseldosung
hinzugefligt, womit sich ca. 50 ml kollagenasehaltiges Powell-Medium in der nun
geschlossenen modifizierten Langendorff-Apparatur befanden und das Herz damit 25
Minuten durchspllt wurde. Die offenen Auffangbehalter wurden mit Parafilm
verschlossen.

Nach Ablauf der Perfusionszeit von 25 Minuten wurde der Fluss beendet und das
Herz auf Vorhofebene abgetrennt, sodass die verbliebenen Ventrikel auf einer
Petrischale halbiert werden konnten. Die weitere Zerkleinerung auf eine Schnittgrofle
von etwa 0,7 mm fand durch den Einsatz eines Gewebezerkleinerers statt, durch
Drehung der Platte um 90° konnte die Schnittgrolie weiter reduziert werden.

Eventuell verbliebene Gewebsbricken wurden manuell mittels Skalpell abgetrennt.

2.2.2.3 Nachverdau und Separierung der Kardiomyozyten

Die durch das kollagenasehaltige Medium entstandene homogene, dickfllssige
Suspension wurde einer zusatzlichen Phase unterzogen, dem Nachverdau. Daflr
wurde die Suspension in ein 50-ml-Réhrchen Uberflhrt, das zuvor mit 12 ml der
kollagenasehaltigen, aus dem oberen Auffangbehalter kommenden Perfusionslésung
gefullt wurde. Wahrend des 5-minutigen Nachverdaus wurde die Suspension einmal
pro Minute mit einer 10-ml-Pipette vorsichtig auf- und abgesaugt. Die gesamte Zeit
uber wurde das Rohrchen in einem Wasserbad bei 37 °C inkubiert.

Anschlie®end wurde der Prozess der Separierung der Zellen intensiviert. Die

Zellsuspension wurde hierfir in einen Buchnertrichter Uberfuhrt. Dieser Trichter
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besteht aus zwei Teilen, zwischen denen ein Nylonnetz mit der Maschenweite 200
Mm gespannt wurde, um grobe, nichtzellulare Verklumpungen herauszufiltern und
entfernen zu konnen. Die gefilterte Suspension wurde in einem 50-ml-Rohrchen
aufgefangen und bei Raumtemperatur fur 3 Minuten bei 20 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, und die schwereren Kardiomyozyten wurden als
Zellpellet weiter behandelt.

Nach Resuspension des Pellets mit 6 ml Powell-Medium und 12,5 pl CaClz2 (0,2
mmol/l) folgte eine erneute Zentrifugation bei Raumtemperatur fir zwei Minuten bei
20 g. Auf diese Weise wurden die Kardiomyozyten steigenden Konzentrationen an
CaClz ausgesetzt. Nach erneuter Verwerfung des Uberstands wurde das Pellet noch
einmal in 6 ml Powell-Medium und 25 ul CaClz (0,4 mmol/l) resuspendiert und auf
zwei 12-ml-Réhrchen mit je 6 ml Perfusionsmedium und 60 pl CaCl2 (1 mmol/l)
verteilt. Zum Abschluss wurde die Suspension erneut fur eine Minute mit 20 g bei

Raumtemperatur zentrifugiert.

2.2.2.4 Zellkultivierung

Fur die Kultivierung der Zellen wurden am Vortag der Zellisolierung Zellkulturplatten
mit 2,5 ml Vorplattiermedium vorbereitet und im Inkubator bei 37 °C mit 21 % O2 und
5 % CO2 aufbewahrt. Das Pellet bestehend aus Kardiomyozyten, die durch
Kollagenaseperfusion, Nachverdauphase und Zellseparierung gewonnen wurden,
wurde mit Ausplattiermedium vermischt und 2,5 ml der Zellsuspension auf eine
vorbereitete Platte gegeben. Um die Vitalitdt der Kardiomyozyten zu prifen und sie
ins Verhaltnis zur Gesamtzellzahl setzen zu kdénnen, wurden sie mit Trypanblau
gefarbt und in einer Neubauer Improved-Zahlkammer unter dem Mikroskop
betrachtet. Intakte Kardiomyozyten stellen sich als ungefarbte, langliche Zellen dar.
Mit Hilfe dieser Eigenschaften gelang die Unterscheidung zu blaugefarbten, toten
Zellen. Nach zweistlindiger Inkubation der Zellkulturplatten fanden zwei
Waschschritte mit jeweils 1 ml Waschmedium statt, um nicht adharente Zellen zu
entfernen. Nach weiterer Inkubation mit 2,5 ml Ausplattiermedium standen die

Kardiomyozyten fur weiterfUhrende in vitro Experimente bereit.
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2.2.3 In vitro Versuche

2.2.3.1 Versuchsprotokoll

Die aus einem Herz isolierten Kardiomyozyten wurden auf bis zu zehn
Zellkulturplatten ausplattiert. Die Behandlung der Kardiomyozyten erfolgte mit 1 yM
oder 10 pyM Morphin fuar 10 Minuten, die Kontrollgruppe verblieb ohne weitere
Behandlung. Pro Konzentration Morphin wurden zwei Doppelansatze durchgefuhrt
und damit vier Platten behandelt. Die bearbeiteten Zellen zweier Zellplatten wurden
nach dem Ernten zur Lowry-Proteinbestimmung gepoolt, pro Versuchsgruppe
wurden sieben separate Versuche durchgefuhrt (n=7).

Das Medium wurde von den Zellen abgesaugt und durch frisches Ausplattiermedium
ersetzt. Im Anschluss wurde die entsprechende Menge Morphin gegeben und zur
Verteilung die Platten vorsichtig hin- und herbewegt. Nach 10-minutiger Inkubation
bei 37 °C wurde das morphinhaltige Medium abgesaugt, mit 2 ml PBS gewaschen
und wiederum entfernt. Zum Ernten der behandelten Herzmuskelzellen wurde erneut
1 ml PBS auf je eine Platte gegeben. Die mit einem Zellschaber geloste
Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefall Uberfihrt und 2 Minuten bei 37500 g bei
4 °C zentrifugiert. Nach Abpipettieren des Uberstands wurde erneut fiir 1 Minute
zentrifugiert und der Uberstand noch einmal verworfen. Dem Pellet wurde 40
Lysepuffer hinzugefugt und nach vorsichtigem Durchmengen wurden die Proben 20
Minuten auf Eis gestellt. Darauf folgte die Zentrifugation bei 16000 g fur 10 Minuten
bei 4 °C. Der Uberstand wurde gewonnen und entweder bei —20 °C eingefroren oder

direkt fur die Proteinbestimmung verwendet.

2.2.3.2 Western blot

Lowry-Proteinbestimmung

Far die Bestimmung der Proteinmenge und Angleichung der einzelnen Proben fur die
nachsten Schritte wurde die Methode nach Lowry angewandt'4°.

Zur Quantifizierung der Proteine wurde eine Standardreihe erstellt, indem eine
definierte Menge Rinderserumalbumin (BSA) mit Aqua dest. gemischt wurde (0-200
pg/ml BSA). 5 ul jeder Probe wurden zunachst mit 495 ul Aqua dest. 1:100 verdunnt.
Fur die Proteinbestimmung wurde das Lowry-Reagenz frisch angesetzt. Davon
wurden 500 pl mit 100 pl der verdunnten Probe bzw. der Eichreihe gut vermischt und

zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 50 pl des 1:1 mit
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Aqua dest. verdunntem Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz wurde erneut gut gemischt
und die Proben 30 Minuten inkubiert. Das Reagenz flihrt zum blauen Farbumschlag
der Proben proportional der Proteinmenge, indem die Proteine mit der alkalischen
Kupferlosung reagieren und damit der Protein-Kupfer-Komplex das Folin-Ciocalteus-
Phenolreagenz reduziert.

Jede Proteinbestimmung wurde als Doppelbestimmung in einer 96-Well-Platte
angelegt und die Extinktion bei 740 nm gemessen. Mit Gen5-Software wurde die
jeweilige Proteinkonzentration durch den Vergleich mit der pipettierten Eichreihe
berechnet.

Zur Bestimmung des einzufigenden Volumens der Probe in das Sammelgel wurde
die Probe mit der geringsten Proteinkonzentration als Bezugswert flr die anderen
Proben ermittelt, damit exakt die gleiche Proteinkonzentration in jeder Tasche

vorhanden ist.

Durchfuhrung

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese, Sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

Das Prinzip des Western blots besteht darin, spezifische Proteine durch eine
Antikorperreaktion nachweisen zu kdnnen. Die hier gewahlte Arbeitsweise entsprach
der diskontinuierlichen Gelelektrophorese nach Lammli'®. Der Vorteil dieser
Methode beruht auf einer hohen Trennscharfe und einer guten
Nachweisempfindlichkeit ~ von Proteinen aufgrund von verschiedenen
Pufferzusammensetzungen und der Diskontinuitat zweier Gele: dem Sammel- und
Trenngel.

FUr den Nachweis eines Proteins wird ein elektrisches Feld angelegt, um die
Proteine entsprechend ihrer Molekilmasse zu separieren.

Anfanglich als Proteinoligomere vorliegend werden die Molekile in Monomere
aufgetrennt, indem die Disulfidbricken durch 2-B-Mercaptoethanol gespalten
werden. Weiter lagert sich SDS entlang der Aminosaureketten der Proteine an und
bildet einen Komplex mit nach aul’en zeigenden, negativ geladenen Sulfatgruppen.
Die Form der Proteine wird somit mehr oder weniger einheitlich, die Eigenladung
vernachlassigbar und die Auftrennung erfolgt aufgrund der Molekulgrof3e. Je grofer
das Protein, desto langsamer wird das Trenngel durchwandert; folglich ist die

Laufgeschwindigkeit umgekehrt proportional zur Molekllmasse des Proteins.
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Wahrend das Sammelgel grobporig ist, verfugt das Trenngel Uber eine gewisse

Siebfunktion und tragt zur Auftrennung nach GrofRde bei.

Fur die elektrophoretische Auftrennung zur nachfolgenden Detektion von pPBL
wurde ein 12%iges Trenngel verwendet, Uber das ein Sammelgel geschichtet wurde.
Die Gele wurden 1,5 mm dick gegossen und hatten eine Lauflange von 6 cm. Die
Proteinproben wurden zu gleichen Mengen mit Loading Buffer, welchem vorher
Mercaptoethanol im Verhaltnis 1:10 hinzugegeben wurde, verdinnt und das Proben-
Puffer-Gemisch fur 30—45 Minuten auf 37 °C erwarmt.

Zur Bestimmung der GroRe der aufgetrennten Proteine wurde ein
Molekulargewichtsmarker  aufgetragen, der einem Proteinstandardgemisch
entspricht. In jede Tasche wurde dieselbe Menge an Protein geladen (s. Abb. 10).
Nach Auffullen der Elektrophoresekammer mit Running Buffer wurde die Kammer
verschlossen und ein elektrisches Feld bei 100 V angelegt, das ca. 85 Minuten
aufrechterhalten wurde. Sobald das Bromphenolblau des Loading Buffer das Gel bis
nach unten durchlaufen hatte, wurde die Elektrophorese beendet, das Gel zwischen

den Platten entfernt und auf eine Polyvinylidendifluorid(PVDF)-Membran geblottet.

49



Kathode

B R
Marker .| Probe Sammelgel
[kDa] 200 == |

140 S I

100 e— i

g — !

5g . !

4p -

0 - ' | Laufrichtung

20 -

g Trenngel

Anode

Abbildung 10: Schematischer Aufbau der Gelelektrophorese

Abbildung des GréRenmarkers, ibernommen aus dem Data Sheet des verwendeten Proteinmarkers
(s. Kapitel 2.1.4).

kDa: Kilodalton

Elektrotransfer und Immunoblot
Die aufgetrennten Proteine werden mittels Elektrophorese auf eine PVDF-Membran
ubertragen. Zuerst wurde der Transferpuffer vorbereitet, der bei 4 °C fur ca. eine
Stunde gekuhlt wurde. Anschliefend wurden sechs Filterpapiere zugeschnitten und
diese zusammen mit zwei Fasermatten mindestens funf Minuten in den gekuhlten
Transferpuffer eingelegt. Die auf Gelgrof3e zugeschnittene Membran wurde vor ihrer
Verwendung funf Minuten in Methanol getrankt. Das Sammelgel wurde nach
Abschluss der SDS-PAGE vom durchlaufenen Trenngel abgetrennt und verworfen.
An der Kathode wurden eine Fasermatte und drei Filterpapiere platziert, darUber das
Gel mit der vorbereiteten Membran gestapelt und wieder folgten Richtung Anode
zunachst drei Filterpapiere und eine Fasermatte. Dabei wurde darauf geachtet, die
verschiedenen Bestandteile Iuftblasenfrei Ubereinander zu stapeln. Die Halterung
wurde geschlossen und die Transferkammer eingesetzt, diese wiederum in dem
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Tank befestigt. Dazu wurden ein Kihlelement und ein Magnet-Rihrstab gegeben
und mit etwa 450 ml Transferpuffer aufgefullt.

Der Elektrotransfer wurde ca. 60 Minuten bei einer Stromstarke von 190 mV
durchgefuhrt.

Nach Ablauf dieser 60 Minuten wurde das Trenngel zur Kontrolle der aufgetragenen
Proteinmengen mit Coomassie-Staining-Lésung bedeckt und eine halbe Stunde
darin unter leichtem Schitteln eingelegt. Es folgte die Entfarbung unspezifischer
Anfarbungen zunachst zwei Mal je 30 Minuten mit Coomassie-Destaining-Losung
und zusatzlich Uber Nacht mit Leitungswasser. Durch den Farbstoff spezifisch
visualisierte Proteinbanden stellten sich blau dar. Sie entstehen durch die
Komplexbildung des Coomassie Blue mit Aminosauren der Proteine durch Van-der-
Waals-Krafte und elektrostatischen Interaktionen.

Die geblottete Membran wurde parallel fir den Immunoblot vorbereitet.

Fur den Immunoblot wurde die Membran unter vorsichtigem Schutteln fur zwei
Stunden in einen Behalter mit 5 %iger Blocklosung bei Raumtemperatur gegeben,
um die restlichen freien und unspezifischen Bindungsstellen abzusattigen.

Der geblockte Blot wurde zuerst mit dem ersten Antikdrper Anti-phospho-
Phospholamban in einer Verdunnung von 1:1000 in 1 %iger Blocklosung Uber Nacht
bei 4 °C unter Schutteln inkubiert und danach dreimal fur je zehn Minuten mit jeweils
frischem Waschpuffer TBS-T gewaschen. Der zweite Antikdrper Rabbit polyclonal to
Phospholamban, der horse-radish-peroxidase(HRP)-gekoppelt und gegen den
primaren Antikorper gerichtet ist, wurde in einer Konzentration von 1 ug/ml einer 1
%igen Blockldésung hinzugefligt. Zusatzlich wurde Anti-Biotin im Verhaltnis 1:2000
bendtigt, um die Detektion des Markers sicherzustellen. Nach zweistundiger
Inkubation mit dem Sekundarantikérper wurde die Membran dreimal fur je zehn
Minuten mit TBS-T gewaschen.

Um die Aktivierung von phosphorylietem PBL zu untersuchen, wurde dieselbe
Membran auf die Expression des Referenzproteins p-Actin (1:10000) und Gesamt-
Phospholamban (tPBL, 1:1000) untersucht, um das Verhaltnis zum aktivierten

Protein vergleichen zu konnen.

Detektion und Auswertung
Fur die Detektion der Immunreaktion wurde die Membran mit ECL-Reagenz in

Verbindung gebracht (s. Abb. 11). Die HRP katalysiert die Oxidation von Luminol,
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wobei Licht der Wellenlange 428 nm entsteht. Mit einem Kamerasystem wurde diese
Reaktion visualisiert.

Durch Nutzung der GelScan 6.0 Software wurden die Blots quantifiziert.

=+ 2. Antikdrper,
HRP-gekoppelt
1. Antikorper

T

8 Milchpulver

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Prinzips des Western blots

Der erste Antikorper bindet an das zu untersuchende Protein. Der HRP-gekoppelte zweite Antikorper

wird durch den ersten Antikdrper gebunden und durch eine luminolinduzierte Reaktion visualisiert.

2.2.4 Statistische Auswertung

Fir die Berechnung der Gruppengréf3e wurde das Programm GraphPad StatMate
Version 1.01 genutzt. Diese zeigte sich mit n=6 bei einer Gite von 80 % bei a<0,05.
Die Ergebnisse wurden als Mittelwert und Standardabweichung angegeben, im
Boxplot als Median mit 25. und 75. Perzentile. Die Statistiken der Hamodynamik
wurden durch eine zweifache Varianzanalyse gefolgt von einem Tukey-Test
ausgewertet.

Die InfarktgroRen wurden durch eine einfache Varianzanalyse bestimmt, der ebenso
ein Tukey-Test folgte.

Die statistische Analyse der Western blot wurde durch den Kruskal-Wallis H-Test

ausgefuhrt, danach wurde der post hoc Test Student-Newman-Keuls angewandt.
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Wenn p<0,05 wurde die Auswertung als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 In vivo Versuche

Fur die in vivo Experimente wurden insgesamt 36 Tiere prapariert und einer
regionalen Myokardischamie durch Okklusion der LAD unterzogen. Jeweils sechs
Tiere wurden pro Gruppe entsprechend vor Ischamieinduktion vorbehandelt oder als
Kontrollgruppe unbehandelt belassen. Insgesamt beliefen sich die Experimente auf
sechs Gruppen: die Kontrolle (Con), die alleinige Anwendung von Morphin zur M-PC
(M-PC), die M-PC verbunden mit der pharmakologischen PKA-Inhibition durch H-89
(H-89+M-PC), H-89 alleine (H-89), M-PC kombiniert mit dem pharmakologischen
mPTP-Offner Atr (Atr+M-PC) und die ausschlieRliche Anwendung von Atr (Atr).

Die Gesamtdauer der einzelnen Versuche betrug 180 Minuten (Baseline 20 Minuten,
Applikation der einzelnen Substanzen 15 Minuten, Ischamie 25 Minuten, Reperfusion
120 Minuten).

3.1.1 Hamodynamik

Die Daten aller Versuchsgruppen wurden wahrend der Baseline, in der 15. Minute
nach Beginn der Koronarokklusion und 30 bzw. 120 Minuten nach Beginn der
Reperfusion analysiert.

Die Aufzeichnungen der Herzfrequenz wahrend der in vivo Experimente zeigten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen zu den vorgegebenen
Untersuchungszeitpunkten wahrend der Baseline, Ischamie und Reperfusion zum
Zeitpunkt von 30 Minuten und 120 Minuten. Am Ende der Reperfusionszeit bei 120
Minuten war die Herzfrequenz signifikant geringer in der Gruppe mit Behandlung mit
H-89+M-PC und Atr alleine im Vergleich zur Baseline.

Die Aufzeichnungen des arteriellen Mitteldrucks (mean arterial pressure, MAP)
ergaben zwischen den Gruppen in der Phase der Baseline, Ischamie, Reperfusion
bei 30 Minuten und 120 Minuten keine signifikanten Veranderungen. Hingegen
zeigten die Analysen zum Zeitpunkt der 120-minutigen Reperfusion in der Gruppe
Con und Atr alleine signifikant geringere Mitteldricke bezogen auf die Baseline.
Abbildung 12 und 13 bzw. Tabelle 1 und 2 zeigen den Vergleich des Zeitverlaufs von

Baseline, der 15. Minute nach Beginn der Koronarischamie und 30 bzw. 120 Minuten
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nach Beginn der Reperfusion jeder einzelnen Gruppe und damit die oben
beschriebenen Unterschiede zwischen den einzelnen Untersuchungszeitpunkten
bezuglich der Herzfrequenz (Abb. 12 und Tabelle 1) und des MAP (Abb. 13 und
Tabelle 2).

Die Korpertemperatur blieb bei allen Versuchstieren konstant bei 38 °C +/- 0,5 °C.

Die Daten sind entnommen aus Dorsch et al'®,
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Abbildung 12: Himodynamik: Herzfrequenz [min-]

Die Abbildung zeigt die Herzfrequenz der sechs verschiedenen Versuchsgruppen: die Kontrolle (Con),
die alleinige Anwendung von Morphin zur morphininduzierten Prakonditionierung (M-PC), die M-PC
verbunden mit PKA-Inhibition durch H-89 (H-89+M-PC), H-89 alleine (H-89), M-PC kombiniert mit
mPTP-Offner Atractyloside (Atr+M-PC) und die alleinige Anwendung von Atr (Atr) wahrend des
Experiments, n=6. Die Daten wurden wahrend der Baseline, in der 15. Minute nach Beginn der
Koronarokklusion und 30 bzw. 120 Minuten nach Beginn der Reperfusion aufgezeichnet (vertikale,
graue Linien).

Die Aufzeichnungen der Herzfrequenz zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen zu den vorgegebenen Untersuchungszeitpunkten wahrend der Baseline, Ischamie und
Reperfusion zum Zeitpunkt von 30 Minuten und 120 Minuten. Am Ende der Reperfusionszeit bei 120
Minuten war die Herzfrequenz signifikant geringer in der Gruppe mit Behandlung mit H-89+M-PC und
Atr alleine im Vergleich zur Baseline.

Daten sind angegeben als Mittelwert, n=6, *p<0,05 vs. Baseline, zur Erhaltung der Ubersichtlichkeit
wurde auf die Angabe der Standardabweichungen verzichtet (s.Tabelle 1).

[min-]: pro Minute, Min.: Minute(n)

55



Baseline Ischamie Reperfusion

15 Min. 15 Min. 30 Min. 120 Min.
Con 357 (32) 345 (22) 323 (47) 290 (46)
M-PC 367 (24) 353 (24) 319 (68) 297 (41)
H-89+M-PC 387 (27) 361 (29) 326 (52) 302 (73)*
H-89 380 (72) 352 (52) 318 (40) 292 (25)
Atr+M-PC 378 (86) 342 (62) 312 (41) 302 (32)
Atr 391 (36) 392 (26) 332 (25) 293 (23)*

Tabelle 1: Himodynamik — Herzfrequenz [min-']

Herzfrequenz im Verlauf des Experiments pro Minute, ausgedrickt in MW (x Standardabweichung),
n=6 pro Gruppe. *p< 0,05 vs. Baseline

Die Daten sind entnommen aus Dorsch et al.'®

Atr: Atractyloside, Con: unbehandelte Kontrolle, H-89: Proteinkinase A Inhibitor, Min.: Minute(n), M-

PC: morphininduzierte Prakonditionierung
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Abbildung 13: Himodynamik: Mean arterial pressure (MAP) [mmHg]

Die Abbildung zeigt den MAP der sechs verschiedenen Versuchsgruppen: die Kontrolle (Con), die
alleinige Anwendung von Morphin zur morphininduzierten Prakonditionierung (M-PC), die M-PC plus
PKA-Inhibition durch H-89 (H-89+M-PC), H-89 alleine (H-89), M-PC kombiniert mit mPTP-Offner

Atractyloside (Atr+M-PC) und die alleinige Anwendung von Atr (Atr) wahrend des Experiments, n=6.
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Die Daten wurden wahrend der Baseline, in der 15. Minute nach Beginn der Koronarokklusion und 30
bzw. 120 Minuten nach Beginn der Reperfusion aufgezeichnet (vertikale, graue Linien).

Der MAP wurde in der Aorta gemessen und zeigte zwischen den Gruppen zum Zeitpunkt der
Baseline, der Koronarischamie, 30 und 120 Minuten nach Reperfusion keine signifikanten
Unterschiede. Zum Zeitpunkt der 120-mindtigen Reperfusion zeigten die Analysen in der Gruppe Con
und Atr alleine signifikante Unterschiede bezogen auf die Baseline.

Daten sind angegeben als Mittelwert, n=6, *p<0,05 vs. Baseline, aufgrund der Ubersichtlichkeit wurde
auf die Angabe der Standardabweichungen verzichtet (s.Tabelle 2).

MAP: mean arterial pressure, Min.: Minute(n), mmHg: Millimeter Quecksilbersaule

Baseline Ischamie Reperfusion

15 Min. 15 Min. 30 Min. 120 Min.
Con 101 (21) 94 (17) 76 (17) |62 (7)*
M-PC 102 (12) 94 (9) 81(18) |66 (24)
H-89+M-PC 108 (18) 95 (25) 82 (31) |80 (43)
H-89 108 (39) 91 (39) 76 (25) |64 (7)
Atr+M-PC 109 (45) 97 (36) 84 (30) |69 (23)
Atr 113 (23) 102 (35) 82 (27) |65(17)

Tabelle 2: Hamodynamik — Mean arterial pressure (MAP) [mmHg]

Arterieller Mitteldruck im Verlauf des Experiments in mmHg, angegeben als MW +
Standardabweichung, n=6 pro Gruppe. *p < 0,05 vs. Baseline

Die Daten sind entnommen aus Dorsch et al.’0°

Atr: Atractyloside, Con: unbehandelte Kontrolle, H-89: Proteinkinase A Inhibitor, Min.: Minute(n), M-

PC: morphininduzierte Prakonditionierung

3.1.2 InfarktgroRen

Mittels der in vivo Experimente wurde die Involvierung der PKA und der mPTP in die
Signaltransduktion der M-PC untersucht. Dafur wurden die Tiere einer regionalen
Myokardischamie unterzogen und die Infarktgrof3e bestimmt. Die Infarktgrof3e wurde
dabei prozentual auf das gesamte Gebiet der AAR bezogen.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 wiedergegeben. Die Kontrollgruppe wies eine
InfarktgroRe von 64 (5) % auf (Mittelwert (£Standardabweichung)). Im Vergleich
hierzu reduzierte eine Vorbehandlung mit Morphin die InfarktgroRe auf 39 (9) %
(p<0,05 vs. Con). Die gleichzeitige Applikation des PKA-Inhibitors H-89 hob den
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kardioprotektiven Effekt von Morphin auf. In dieser Gruppe betrug die Infarktgrofie 63
(10) % (p<0,05 vs. M-PC). Die alleinige Anwendung von H-89 hatte keine
signifikanten Auswirkungen auf die InfarktgrofRe (61 (10) %, nichtsignifikant (ns) vs.
Con). Auch die Kombination von M-PC mit dem mPTP-Offner Atr hob den protektiven
Effekt von Morphin auf (65 (9) %, p<0,05 vs. M-PC). Das in der letzten Gruppe
alleinig applizierte Atr veranderte die Infarktgrofe nicht signifikant (64 (5) %, ns vs.

Con). Die Daten sind entnommen aus Dorsch et al.'®
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Abbildung 14: Auswertung der Infarktgrofen

Die Abbildung zeigt ein Histogramm der ausgewerteten InfarktgroRen. Die Kontrollgruppe (Con)
erbrachte eine Infarktgréfle von 64 (5) %. Im Vergleich dazu reduzierte sich die InfarktgroRe bei
morphininduzierter Prékonditionierung (M-PC) auf 39 (9) % (0p<0,05 vs. Con). Die Kombination des
Proteinkinase A Inhibitors H-89 und M-PC hob den Effekt der M-PC auf (63 (10) %) (*p<0,05 vs. M-
PC). Die Applikation von H-89 alleine wies keine Veranderung der InfarktgroRe auf (61 (10) % ns vs.
Con), M-PC und mPTP-Offner Atractyloside (Atr) 65 (9) % hoben die protektive Wirkung der M-PC auf
(*p<0,05 vs. M-PC), Atr alleine hatte keine Auswirkungen auf die InfarktgrofRe (64 (5) % ns vs. Con).
Die Gruppengrofie betrug jeweils n=6, die Infarktgrof3e ist als prozentualer Anteil der AAR angegeben.
InfarktgréRen ausgedriickt in Prozent als MW (+ Standardabweichung). Die Abbildung ist angelehnt an
Dorsch et al."00

AAR: area at risk, MW: Mittelwert
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3.2 In vitro Versuche

Die Bedeutung der PKA am molekularen Mechanismus der M-PC wurde in vitro an
isolierten Rattenkardiomyozyten in drei verschiedenen Gruppen untersucht, jeweils
n=7. Die Kontrollgruppe wurde ohne weitere Behandlung belassen, die beiden
anderen Gruppen wurden zehn Minuten lang mit 1 bzw. 10 yM Morphin behandelt.

In welchem Ausmaly Morphin die Aktivierung der PKA induziert, wurde als Verhaltnis
der Intensitaten der Banden des pPLB (s. Abb. 15, oberer Western blot) und des [3-
Actins (s. Abb. 15, mittlerer Western blot) bzw. des tPLB (Abb. 15, unterer Western
blot) ausgedrickt.

Zur Visualisierung wurde die mittlere Lichtintensitat der Kontrollgruppe gleich eins
gesetzt und die Banden der anderen beiden Gruppen ins Verhaltnis gebracht.

Nach 10-mindtiger Behandlung mit 1 yM Morphin zeigte sich keine signifikante
Veranderung im Phosphorylierungsstatus von Phospholamban verglichen mit der
unbehandelten Kontrolle (Median 1,05; 25. Perzentile: 0,85; 75. Perzentile: 1,21) (s.
Abb. 16). Das Ergebnis der 10-mindtigen Inkubation der Kardiomyozyten mit 10 uM
Morphin zeigte eine signifikante Steigerung der PLB-Phosphorylierung im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle (Median 1,18; 25. Perzentile: 1,06; 75. Perzentile: 1,24;

p<0,05 vs. Con). Die Daten sind Glbbernommen aus Dorsch et al.'®

pPLB - o @D
B-Actin G - -
tPLB - e
Con 1uM 10 uM
Morphin

Abbildung 15: Reprasentativer Western blot

Die Abbildung zeigt einen reprasentativen Western blot der Kontrollgruppe und nach 10-minttiger
Behandlung der Kardiomyozyten mit 1 bzw. 10 uM Morphin, ibernommen aus Dorsch et al."%

Con: unbehandelte Kontrolle, pPLB: phosphoryliertes Phospholamban, tPLB: Gesamt-

Phospholamban
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Abbildung 16: Western blot-Analyse

Die Ergebnisse der Western blot-Analyse sind als Boxplot visualisiert. Dargestellt sind Median
(horizontale Linie innerhalb des Kastens), 25. Quartil (untere horizontale Begrenzung) und 75. Quartil
(obere horizontale Linie). Die Whisker erweitern auf ein 95 %-Konfidenzintervall.

Zunachst wurde dafur die mittlere Lichtintensitadt der Banden von phosphoryliertem PLB (pPLB) und B-
Actin innerhalb einer Gruppe ins Verhaltnis gebracht. Die Kontrolle (Con) wurde dann gleich eins
gesetzt und mit den zwei behandelten Gruppen verglichen. Die Analyse ergab eine nicht signifikante
Erhéhung des pPLB fir die 10-minlitige Behandlung mit 1 uM Morphin (Median 1,05; 25. Perzentile:
0,85; 75. Perzentile: 1,21 ns vs. Con). Das Ergebnis der 10-minttigen Inkubation der Kardiomyozyten
mit 10 yM Morphin zeigte eine signifikante Steigerung der PLB-Phosphorylierung im Vergleich zur
Kontrolle (Median 1,18; 25. Perzentile: 1,06; 75. Perzentile: 1,24 *p<0,05 vs. Con. n=7).

Die Abbildung wurde Gbernommen aus Dorsch et al.'®

Con: unbehandelte Kontrolle, pPLB: phosphoryliertes Phospholamban
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4 Diskussion

Die IPC ist ein Phanomen, bei dem durch wiederholte Zyklen kurzer Ischamien eine
erhohte Toleranz der Zelle gegenuber einer spateren, langer anhaltenden Ischamie
getriggert wird?2. Dieser Schutzmechanismus kann mit verschiedenen Substanzen
wie Adenosin, Bradykinin, Erythropoetin, Katecholaminen, volatilen Anasthetika und
Opioiden nachgeahmt werden und wird als pharmakologische Prakonditionierung
bezeichnet*851.52,

Das Opioid Morphin wird klinisch vor allem als Analgetikum eingesetzt. Es stellt unter
dem Mechanismus der M-PC aber auch eine vielversprechende prophylaktische bzw.
therapeutische Strategie fur Patienten dar, die einem erhohten Risiko der
Organischamie  ausgesetzt werden  (Organtransplantationen, PCl oder
kardiovaskulare Chirurgie) oder ausgesetzt worden sind (Myokardinfarkt,
Schlaganfall). Der zugrundeliegende molekulare Mechanismus dieser Form der

Kardioprotektion ist aber bis heute unzureichend geklart.

Ziel der Arbeit war es, die Beteiligung der PKA und der mPTP am
Signalmechanismus der M-PC zu erforschen.

Durch Hemmung der zu untersuchenden Proteine alleine und in einer kombinierten
Anwendung der M-PC in einer weiteren Gruppe im in vivo Modell der Ratte konnte in
der resultierenden InfarktgréfRe die Involvierung der PKA und der mPTP beobachtet
werden: Die signifikante Reduktion der Infarktgrofle durch M-PC wurde durch
gleichzeitige Hemmung der genannten Proteine aufgehoben. Fur die Inhibition der
PKA wurde H-89, fir die Hemmung der mPTP Atr eingesetzt. Dass eine
Morphinbehandlung in vitro an kultivierten, zuvor isolierten Kardiomyozyten der Ratte
die Phosphorylierungsrate des PLB erhoht und damit Ruckschlisse auf eine erhohte
Aktivitat der PKA erlaubt, konnte mittels Western blot gezeigt werden.

Die beschriebenen Materialien und Methoden sowie die Ergebnisse der Arbeit

werden im Folgenden kritisch betrachtet.
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4.1 Diskussion der Methodik

In der vorliegenden Untersuchung wurde das Myokardischamiemodell der
mannlichen Wistar-Ratte eingesetzt. Es ist mit anderen Spezies wie Mausen,
Hunden und Kaninchen ein weit verbreitetes Standardmodell zur in vivo
Untersuchung von kardioprotektiven Strategien und wird seit vielen Jahren in unserer
Klinik etabliert und erfolgreich angewendet'%'.152,

Im vorliegenden Modell der Kardioprotektion kdnnten sowohl Spezies als auch Alter
und Geschlecht der Tiere eine Rolle spielen. Da weibliche Tiere abhangig vom
endogen ablaufenden hormonellen Zyklus unterschiedlich sensitiv sowohl auf
kardioprotektive als auch -schadigende Strategien reagieren®31%4  wurden
ausschlieBlich mannliche Tiere fur die Versuche eingesetzt.

Fur die Wahl der Ischamiedauer ist die Reversibilitat des Ischamieschadens relevant.
Jennings et al. zeigten an Hundeherzen, dass eine Ischamiedauer von weniger als
15 Minuten einen reversiblen Schaden induziert, bei dem keine Myozyten zugrunde
gehen. Eine Dauer von mehr als 60 Minuten fuhrte jedoch zu einem komplett
irreversiblen  kardiomyozytaren Schaden'®®. Bei Rattenherzen kann davon
ausgegangen werden, dass die Irreversibilitat schon friher eintritt, da das Herz im
Vergleich zum Hund Uber weniger Kollateralen verfiigt’™®. Zu beachten ist, dass
insbesondere solche Zellen von potentiell kardioprotektiven Strategien einen Nutzen
erzielen, die nach Ischamie noch vital sind, jedoch einen potentiellen Zelltod durch
Reperfusionsschaden erleiden wurden. Auf diesen Aspekten beruhend wurde in
unseren Versuchen eine Ischamiedauer von 25 Minuten gewahlt. Dadurch wurde
auRerdem eine hohe Uberlebensrate der Tiere wahrend der Versuche gewahrleistet.
Um das protektive Ausmaf der M-PC beurteilen zu kénnen, wurde die Bestimmung
der Infarktgréfie mittels TTC herangezogen, die zu den etablierten Methoden zur ex
vivo Ermittlung der kardialen AAR und des Ischamiegebiets zahlt157-1%9,

Die resultierende Infarktgrofle wird durch zahlreiche Faktoren beeinflusst, wovon
einige im Folgenden diskutiert werden.

FUr Morphin wird die Eigenschaft einer geringen vendsen Vorlast- und arteriellen
Nachlastsenkung durch Vasodilatation beschrieben®. Dadurch besteht ein
gunstigeres Verhaltnis von Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf zur Versorgung
des Myokards. Die Sauerstoffausschopfung wurde wahrend der Experimente nicht

bestimmt, folglich kann nicht ausgeschlossen werden, dass der gemessene
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infarktreduzierende Effekt auch zum Teil auf diesem Mechanismus beruht. Der MAP
war jedoch in den M-PC-Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant
erniedrigt, sodass nicht anzunehmen ist, dass diese Eigenschaft zu wesentlichen
Auswirkungen auf die InfarktgrofRe gefuhrt hat. Fraglich ist auch, ob Pentobarbital als
Einleitungsnarkotikum Einfluss auf die InfarktgroRe genommen hat. Der Stellenwert
von Barbituraten in der pharmakologischen Prakonditionierung bleibt unklar. Die
Ergebnisse der in vivo Versuche an Kaninchen von Haessler et. al zeigen, dass bei
einer Dosierung von 30 mg/kg als intravendser Bolus und nachfolgender Injektion
von 30-50 mg/kg KG pro Stunde bei Tieren ohne prakonditionerenden Stimulus
keine signifikante Reduktion der InfarktgrofRe stattfindet. Bei bei vorheriger IPC
hingegen konnte eine hohere InfarktgréRenreduktion als bei Anwendung von
Ketamin/Xylazin oder Isofluran verzeichnet werden'. Ob ebenfalls ein
InfarktgroRen-limitierender Effekt in Kombination mit der M-PC besteht, bleibt offen.
Aufgrund der Anwendung von Pentobarbital in allen Gruppen wirde der mogliche
Effekt die Gruppen mit M-PC bzw. Gruppen ohne M-PC in gleichem Ausmal}
betreffen.

Ein weiterer Einflussfaktor auf das Ausmall des ischamischen Areals ist die
myokardiale Temperatur'®’. Sie konnte nicht direkt gemessen werden, jedoch wurde
uber eine rektale Temperatursonde und eine gekoppelte Heizplatte eine Hyper- oder
Hypothermie perioperativ vermieden. Die gemessenen Temperaturen waren
wahrend der Experimente konstant bei 38,0 £ 0,5 °C, ein Einfluss auf die GréRe der

Ischamie ist daher unwahrscheinlich.

Zudem sind unsere Ergebnisse unter weiteren Aspekten der Material- und
Methodenanwendung potentiell limitierend zu betrachten.

In unserer in vivo Studie wurde den Tieren Morphin als einmalige Applikation zehn
Minuten vor Ischamieinduktion verabreicht. Ob der protektive Effekt bei diesem
Applikationszeitpunkt am starksten ausgepragt ist, bleibt ungeklart. Auch Okubo et al.
wahlten in einem in vivo Modell mit Kaninchenherzen den Applikationszeitpunkt von
Morphin 15 Minuten vor Ischamieinduktion und erreichten damit eine signifikante
Reduktion des Infarktgebiets ahnlichen Ausmaflies wie in unserer Studie’®. Die
Ergebnisse verschiedener Studien zeigen, dass das Zeitfenster fur die protektive
Anwendung von Morphin sehr grof3 ist. Gross et al. kamen zu dem Ergebnis, dass

die Applikation von Morphin sowohl vor Ischamieinduktion als auch vor Reperfusion
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zur InfarktgroRenreduktion fihrte (morphininduzierte Postkonditionierung)®. Auch
Obame et al. applizierten Ratten in vivo Morphin nach der Ischamiephase und
erreichten eine Kardioprotektion mit signifikantem GréRenausmafR 62,

Es ist also davon auszugehen, dass die Wirksamkeit von Morphin bezuglich der M-
PC nach Applikation innerhalb einer gewissen Zeitspanne wirksam ist und nicht
einem gewissen Zeitpunkt unterliegt. Ahnlich zum SWOP der IPC konnten auch
Fryer et al. eine Kardioprotektion an Rattenherzen mit dem &1-Agonist TAN-67 zum
Zeitpunkt von 24 und 48 Stunden auslésen. 12 und 72 Stunden nach Ischamiephase
wurde keine signifikante InfarktgroRenreduktion festgestellt'63.

Bisher ist unbekannt, ob die pharmakologische Prakonditionierung in Anlehnung an
die Definition der IPC?? ebenfalls mehrerer Zyklen kurzer Anwendungen mit
Auswaschphasen bedarf oder ob diese entsprechend der Pharmakokinetik der
Substanz auf eine einmalige Applikation reduziert werden kann. Die Eliminations-
Halbwertzeit von Morphin betragt 2-3 Stunden'®*, sodass von einer ausreichenden
Wirksamkeit bereits bei einmaliger Anwendung auszugehen ist und die Substanz
nicht mehrfach appliziert werden muss, um den protektiven Effekt der M-PC zu

erreichen.

Auch uber die Dosierung von Morphin sowohl bei in vivo als auch in vitro Anwendung
existieren in der Literatur unterschiedliche Angaben. In dieser Studie verwendeten
wir flr die in vivo Untersuchung eine Dosierung von 0,3 mg/kg KG, Schultz et al.
applizierten in einem in vivo Rattenmodell 0,1 mg/kg KG zur M-PC. Auch sie
erreichten dadurch eine signifikante Reduktion der InfarktgroRe®®, die in einem
hoheren Anteil der GroRenreduktion beruhte als in unserer Studie. Ursachlich kann
hier auch die dreimalige Applikation mit jeweils zwischenliegenden Phasen ohne
Medikamentenapplikation des Pharmakons gesehen werden als Anlehnung an die
Definition der IPC. Eine in vivo Untersuchung an Rattenherzen durch Gross und
Mitarbeiter wurde ebenfalls mit der Dosierung von 0,1 mg/kg durchgefuhrt und ergab
bei Anwendung von 10 Minuten vor Ischamiesetzung eine signifikante und verglichen
mit unseren Ergebnissen &hnliche InfarktgroRenreduktion®®. Okubo et al. erreichten
mit einer Dosierung von 0,3 mg/kg an Kaninchenherzen eine prozentual héhere
Infarktreduktion bei einer Ischamiezeit von 30 Minuten und einer dreistindigen
Reperfusionsphase’. Aufgrund der Untersuchungsdurchfiihrung am Kaninchen ist

ein direkter Vergleich nur eingeschrankt moglich.
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Wir entschieden uns auf diesen Daten basierend flr eine Dosierung von 0,3 mg/kg

Morphin.

Fur die Morphindosierung in vitro infundierten Liang und Gross im Modell des isoliert
perfundierten Herzens der Ratte 1 uM Morphin in einer zweimaligen Applikation mit
einer intermedidren, funfminlitigen Auswaschphase’?. Sie erreichten eine
InfarktgrofRenreduktion, die ein ahnliches Ausmald zeigte wie unsere in vivo
Ergebnisse. Die Reperfusionszeit lag dabei mit insgesamt einer Stunde kurzer als in
unserem Protokoll. Ebenso wandten Kim und Mitarbeiter in einer Studie an isolierten
Rattenherzen zur Untersuchung der morphininduzierten Postkonditionierung 1 uM
Morphin an. Das Versuchsprotokoll war mit 30 Minuten andauernder Ischamie und
zwei Stunden bestehender Reperfusionszeit unserem in vivo Protokoll vergleichbar
mit Ausnahme des Zeitpunkts der Morphinapplikation, die nach der Ischamiephase
statt fand'®5. Unsere Arbeitsgruppe filhrte ebenfalls eine Untersuchung am isolierten
Rattenherz zur morphininduzierten Postkonditionierung durch, in der 1 yM Morphin
eingesetzt wurde®.

Die hier gezeigten in vitro Versuche wurden an primaren Rattenkardiomyozyten
durchgefuhrt, sodass die Gegenuberstellung mit Studien an isolierten Tierherzen nur
bedingt aussagekraftig ist. Das Ziel war dabei nicht, das Ausmal} der
Kardioprotektion zu messen, sondern eine mogliche Beteiligung der PKA am
Signaltransduktionsweg der M-PC zu untersuchen. Hierfur wurde auch in dieser

Studie eine Dosierung von 1 und 10 uM Morphin gewahlt.

Auch die Kardiomyozytenisolierung an Rattenherzen stellt ein anerkanntes in vitro
Modell dar. Die Durchfiihrung wurde an das Protokoll von Schliiter und Piper'48
angelehnt und modifiziert. Zur Detektion von pPLB als Marker fur die Aktivierung der
PKA nach Morphinbehandlung der Kardiomyozyten diente der Western blot als
standardisierte Methode zum semiquantitativen Nachweis von Proteinen; z. B. deren
Phosphorylierungsstatus mittels spezifischer Antikorper.

Primare Kardiomyozyten weisen im Vergleich zu klonalen Zellreihen verschiedene
Vorteile auf. In weiterfihrenden Untersuchungen von Hescheler et al. zur Zellreihe
HOC2, welche ein Subklon der klonalen Zellreihe embryonalen Herzrattengewebes
der Art BD1X darstellt, konnten mehrere wichtige Unterschiede gegenuber primaren

Kardiomyozyten erhoben werden'®. Bezliglich der Morphologie wiesen H9C2-Zellen
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grol’e Unterschiede zu adulten Kardiomyozyten auf. Es konnten keine gap junctions,
Caveolae, T-Tubuli oder Myofibrilen nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu
Untersuchungen von Kimes und Brandt konnten hier aber keine multinuklearen
Zellen als zunehmende morphologische Annaherung an Myozyten der
Skelettmuskulatur ~ detektiert werden'®”. Bisher sind keine vergleichbaren,
weiterfUhrenden Studien zur besagten Zellreihe durchgeflhrt worden. Es kann also
zur weiteren Entdifferenzierung gekommen sein.

Primar isolierte Kardiomyozyten weisen diese mdglichen Nachteile nicht auf und sind
somit fur die Detektion verschiedener Proteine als Teil einer Signaltransduktion

besser geeignet.

Zur Untersuchung einer moglichen Beteiligung der PKA am molekularen
Mechanismus der M-PC wurde in der vorliegenden Untersuchung der
pharmakologische Inhibitor H-89 verwendet, fur dessen Einsatz moglicherweise
ebenfalls Einschrankungen gelten. Weder die PKA-Aktivitat noch der
Offnungszustand der mPTP wurde in unseren Untersuchungen direkt gemessen,
daher hangt die Aussagekraft von der Selektivitat der eingesetzten Substanzen ab.
Die Hemmung der PKA zur Ermittlung am Signaltransduktionsweg der M-PC wurde
durch den selektiven PKA-Antagonist H-89 induziert. H-89 wirkt, indem es als
kompetitiver Antagonist zur ATP-Bindungsstelle der katalytischen C-Untereinheit
agiert und damit verhindert, dass die PKA ihre Zielproteine phosphoryliert'8.
Verschiedene Studien konnten die Selektivitat des PKA-Inhibitors nicht bestatigen
und zeigten, dass durch H-89 aul’er der PKA auch andere Proteine gehemmt
werden. Darunter fallen die AMP-activated protein kinase, MAPK-activated protein
kinase 2, Akt, Serum- and glucocorticoid-induced kinase, checkpoint kinase 1 sowie
Mitogen- and stress-activated protein kinase 1, Rho associated kinase Il und p70
ribosomal protein S6 kinase, welche in dieser Konzentration sogar einer starkeren
Inhibition als die PKA selbst unterlagen’®®'70. Bisher ist eine Beteiligung am
Signalmechanismus der M-PC von Akt nur Uber die PKC ermittelt worden, sodass
nach aktueller Studienlage ein Einsatz von H-89 im Zusammenhang mit unserer
Fragestellung moglich ist.

Zusatzlich zeigte eine Studie von Hussain et al., dass H-89 die Ca?'-
Wiederaufnahme des sarkoplasmatischen Retikulums durch Hemmung der Ca?'-

ATPase reduziert'’",
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Eine nennenswerte Interaktion von H-89 ist auRerdem die potentielle Hemmung der
B1- und B2-Rezeptoren, die durch Penn und Mitarbeiter an menschlichen Zellen der
Atemwege beschrieben wurde'”2. Der oben erwahnte Cross-Talk, der zwischen den
Opioid- und Adrenorezeptoren stattfindet, konnte aus diesem Grund eingeschrankt
funktionieren und bei ahnlicher Wirkung auf das kardiale Gewebe die Abschwachung
der Kardioprotektion durch die initiale Hemmung der Weiterleitung des
morphininduzierten Zellsignals zur Folge haben.

Bei weiterfiUhrenden Untersuchungen ware die zusatzliche Inhibition der PKA mit Rp-
cAMPS denkbar, eine Substanz, die kompetitiv zu cAMP wirkt und die PKA somit
bereits vor Aktivierung hemmt. Alternativ konnte das Protein Kinase Inhibitor Peptide
14-22 Amid (PKI) verwendet werden, das ahnlich wie H-89 anstatt ATP an die C-
Untereinheit der bereits aktiven PKA bindet und somit die Phosphorylierung von
Zielproteinen verhindert'".

Die Beteiligung der PKA an der M-PC wurde in der vorliegenden Arbeit nicht
ausschlieflich in vivo durch Anwendung von H-89 untersucht. Zusatzlich konnte eine
vermehrte Phosphorylierung des PLB an mit Morphin behandelten Kardiomyozyten
mittels Western blot beobachtet werden. Dieser Effekt wurde auf die Aktivierung der
PKA zuruckgefuhrt. In diesem Fall lag auch keine mogliche Hemmung des Cross-
Talks vor; in vitro erfolgte kein Zusatz von H-89, und wir beobachteten eine Erh6hung
der PLB-Phosphorylierung nach Morphinstimulation der Kardiomyozyten.

Die PKA verfligt Uber die Fahigkeit, eine Phosphorylierung des PLBs als deren
Zielprotein einzuleiten. Grundsatzlich besteht jedoch die Moglichkeit einer
Phosphorylierung durch die PKC, die PKG und die Ca?*-Calmodulin-abhangige
Proteinkinase Il (CaMKII). Der von uns eingesetzte Antikorper weist eine
Phosphorylierung von PLB an der Aminosaure Ser16 nach. Die
Phosphorylierungsstellen Thr17 und Ser10, die durch die CaMKIl bzw. die PKC
phosphoryliert werden, werden somit nicht erfasst. Lediglich die PKG setzt, wie die
PKA, ebenfalls an Ser16 an'’*-17%, Zum Ausschluss einer zusatzlichen Wirkung der
PKG musste der direkte Nachweis der aktivierten PKA erfolgen, eine
Phosphorylierung durch die PKG kann in unseren Versuchen nicht ausgeschlossen
werden. Durch die kombinierte Untersuchung der PKA am Signaltransduktionsweg
der M-PC in vivo und in vitro liegen deutliche Hinweise einer Involvierung der PKA

vor.
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Fur die Untersuchung der Beteiligung der mPTP an der M-PC wurde der
pharmakologische mPTP-Offner Atr verwendet. Die Wirkung beruht auf der
Aktivierung der ANT, eines molekularen Bestandteils der mPTP. Gleichzeitig gibt es
Anhaltspunkte dafur, dass Atr zu Beeintrachtigungen des ADP-Transports fuhrt. Auf
diese Weise kann es zur Begrenzung der ATP-Produktion mit konsekutivem
Energiedefizit kommen. Durch die verringerte Energieversorgung der Zelle ist es
schwierig zu unterscheiden, auf welchem der zwei beschriebenen Mechanismen die
Abschwachung der Kardioprotektion der Morphinbehandlung bei gleichzeitiger
Applikation von Atr beruht.

Unter diesem Gesichtspunkt sollten weiterfuhrende Untersuchungen den
Offnungszustand der mPTP im Zusammenhang mit der Morphinbehandlung
uberprufen, damit weitere Aussagen getroffen werden kénnen, ob die Abschwachung
der Kardioprotektion bei kombiniertem Einsatz von Atr und Morphin auf die Offnung
der mPTP zuruckzufuhren ist oder - zusatzlich - auf einem Energiedefizit beruhen
konnte'7®.

In einer Studie von Carpenedo und Mitarbeiter an Ratten wurde gezeigt, dass Atr in
einer Dosierung von 50 mg/kg KG eine renal tubulare Nekrose hervorruft, jedoch
keine hepato- oder kardiotoxischen Schaden zu verzeichnen waren'’. Atr in
alleiniger Anwendung rief in unseren Versuchen mit einer Dosierung von 5 mg/kg KG
keine erhdhte Infarktgrofle im Vergleich zur Kontrollgruppe hervor, sodass eine direkt

kardiotoxische Wirkung in der von uns verwendeten Dosierung nicht anzunehmen ist.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Die Gabe von Morphin vor Myokardischamie- und Reperfusionsphase reduzierte die
InfarktgroRe verglichen mit der Kontrollgruppe in unseren Untersuchungen
signifikant. Morphin wirkt als Stimulus der myokardialen Prakonditionierung und
stimmt mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen zur M-PC (berein®%178179  Die
Untersuchungen zur M-PC wurden bisher u. a. an Kaninchen’>'8 und Ratten®9.142.179
durchgefuhrt.
Die Ergebnisse der in vivo und in vitro Untersuchungen brachten zwei weitere
wesentliche Erkenntnisse hervor: Zum einen gaben sie Hinweise auf die Beteiligung
der PKA am Mechanismus der M-PC, zum anderen konnte gezeigt werden, dass die
im geschlossenen Zustand kardioprotektiv wirkende mPTP Bestandteil der M-PC ist.
68



4.2.1 Die Rolle der PKA in der M-PC

Ob die PKA im molekularen Mechanismus der IPC eine Rolle spielt, wurde zunachst
kontrovers diskutiert. Da der Grolteil der Studien diesbezliglich Hinweise fur die
Beteiligung der PKA gibt, ist davon auszugehen, dass sie ein Teil der zellularen
Vermittlung der IPC ist!1%117.181,

Inzwischen ist die Beteiligung der PKA auch an der Signalvermittlung der Isofluran-
18 und Desfluran-Prakonditionierung’® ermittelt worden. AufRerdem gibt es Hinweise
auf eine Beteiligung an der Kardioprotektion durch das B12-Rezeptormimetikum
Isoproterenol’® und das Antidiabetikum Sitagliptine3,

Zunachst wurden bezlglich des Effekts der PKA in der Kardioprotektion
unterschiedliche Beobachtungen gemacht. Makaula und Mitarbeiter stellten fest,
dass die Hemmung der PKA durch H-89 zu einer Verbesserung der
postischamischen Funktion des isolierten linken Ventrikels der Ratte und zur
Reduktion der InfarktgrofRe fiuhrte. Die gleichzeitige Anwendung von H-89 und
Forskolin, einem PKA-Aktivator, fUhrte zwar auch zu einem kardioprotektiven Effekt,
der jedoch geringer ausgepragt war als nach Applikation von H-89 alleine84.

Die Arbeitsgruppe von Tong beobachtete bei Versuchen an isolierten Mauseherzen
vergleichbare Nekroseraten nach subletaler Ischamiesetzung in der Kontrollgruppe
und der Gruppe, der H-89 appliziert wurde'®'. Diese Beobachtungen unterstiitzend
zeigten Inserte et al., dass der linksventrikulare Druck an isolierten Rattenherzen
keinen signifikanten Unterschied zu den Kontrollherzen aufwies, wenn sie mit dem
PKA-Inhibitor H-89 infundiert wurden8°,

In unseren Versuchen konnte bei alleiniger Applikation des PKA-Inhibitors H-89
keine signifikante Veranderung der InfarkigroRe im Vergleich zur Kontrollgruppe
erfasst werden. Es bestehen somit Uberwiegend Hinweise, dass H-89 selbst nicht zu
einer Modifikation der kardialen Pumpfunktion fuhrt und keinen Einfluss auf das

Uberleben der Kardiomyozyten nach Ischamie zeigt.

Grundsatzlich kann durch Opioide eine Aktivierung der PKA induziert werden'®, ein
Anstieg des zellularen cAMP-Spiegels im Zusammenhang mit Morphin ist ebenfalls
beobachtet worden'?0.

Die Arbeitsgruppe von Peart und Gross berichtete tber widersprichliche Ergebnisse.

Sie untersuchten eine Beteiligung der PKA an der Prakonditionierung durch eine
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akute und eine flinftdgige chronische Morphinapplikation an Mausen'®. Daflr
setzten sie zwei verschiedene PKA-Inhibitoren ein, zum einen H-89, der auch in
unseren Versuchen appliziert wurde, und zum anderen PKI, der auch endogen
vorkommt. Seine Wirkung beruht auf der Bindung an die freie C-Untereinheit, womit
die Phosphorylierung der Zielproteine verhindert wird 68,

Der Einfluss der PKA-Inhibitoren auf den kardioprotektiven Effekt von Morphin wurde
durch Ermittlung des enddiastolischen Drucks und des rate pressure products
bewertet. Fur H-89 konnte sowohl fir die chronisch als auch fur die akut induzierte
M-PC eine Aufhebung der Limitierung der postischamischen diastolischen
Dysfunktion und der kontraktilen Einschrankung gemessen werden, wohingegen PKI
fr eine solche Limitierung nur bei der chronischen M-PC sorgte. Diese Diskrepanz
erklarten die Autoren durch die nicht selektive Wirkung von H-89 auf andere,
unspezifische Kinasen aulder der PKA. Sie schlussfolgerten, dass die PKA nur in der
zellularen Vermittlung der chronischen M-PC eine Rolle spielt'®’.

Diese Studie unterscheidet sich in einigen Punkten von der vorliegenden Arbeit. Die
Versuche unterlagen einer anderen Spezies und einem anderen Versuchsprotokoll,
sie wurden in vitro an isolieten Mauseherzen an einem Langendorff-Modell
durchgefuhrt. Die Reperfusionszeit wurde im Versuchsprotokoll mit 45 Minuten
deutlich kurzer als in unseren in vivo Experimenten gehalten. Einen weiteren
Unterschied stellt die zusatzliche Applikation der Inhibitoren wahrend der gesamten
Reperfusionszeit dar - momentan ist die Wirkdauer von H-89 unbekannt. Darlber
hinaus geben die hier eingesetzten Parameter des enddiastolischen Drucks und des
rate pressure products zwar Hinweise auf die kardiale Funktion, aus ihnen kann aber
nicht die resultierende InfarktgrofRe ermittelt werden. Diese ist dabei nur ein Faktor,
der fur die kardiale Funktion bedeutend ist. U. a. nehmen additiv der Koronarstatus
der nicht okkludierten Gefalle, die diastolische und systolische Funktion des vitalen
Myokards, die Lokalisation des Infarkts und neurohumorale Bedingungen Einfluss

auf die ventrikuldre Funktion88,

Eine Beteiligung der PKA an der morphininduzierten Kardioprotektion wurde durch
die Erhdhung der Phosphorylierung von PLB nach Morphinbehandlung an isolierten
Kardiomyozyten unterstrichen; die Phosphorylierung findet durch die aktivierte PKA
statt.
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Dennoch wies die Behandlung mit 1 yM Morphin keine signifikante Steigerung des
Phosphorylierungsstatus des PLB auf, eine Tendenz war jedoch messbar. Die
Dosierung ist im Vergleich zu unseren in vivo Versuchen mit 0,3 mg/kg bereits in vitro
mit 1 gM hoher. Nach Inkubation mit 10 yM Morphin konnte eine signifikante
Phosphorylierung des PLB gezeigt werden. Eine Ubertragung auf die in vivo
Situation mit einer Aquivalenzdosierung ist nicht uneingeschrankt méglich und wiirde

Ubertherapeutische Blutspiegel mit sich bringen°0,

Der molekulare Mechanismus, der zur Aktivierung der PKA in der M-PC flhrt, wurde
von uns nicht weiter untersucht. Grundlegend existieren verschiedene Wege, die zur
Aktivierung der PKA flhren kénnen. Eine Mdglichkeit besteht in der allosterischen
Aktivierung durch cAMP. Der Abbau des second messengers kann durch die

Hemmung der PDE, die Produktion durch die Hemmung der AC, begrenzt werden8®,

4.2.2 Die Rolle der mPTP in der M-PC

Fur die weitere Aufklarung des molekularen Mechanismus der M-PC untersuchten
wir die Beteiligung der mPTP.

Die mPTP spielt in verschiedenen kardioprotektiven Strategien eine Schllsselrolle.
Maoglicherweise dient sie als Endeffektor auf zellularer Ebene zur Begrenzung eines
myokardialen Reperfusionsschadens. Bisher wurde eine Beteiligung der mPTP bei
der IPC'1 und IPoC'?® gezeigt.

Auch die pharmakologische Konditionierung durch verschiedene Anasthetika wie
Isofluran'®, Sevofluran und Propofol’®' beinhaltet in ihrem molekularen
Mechanismus die mPTP. Die SchlieRung der unselektiven Pore wirkt protektiv und
fuhrt dazu, dass die Zelle nicht durch Nekrose oder Apoptose zugrunde geht.
Reguliert wird der Zustand der mPTP Uber verschiedene Faktoren. Der starkste
Offner der mPTP ist ein hoher Ca2?*-Gehalt in der mitochondrialen Matrix, dagegen
wirken Cyclosporin A, ein niedriger pH-Wert mit einem hohen Protonengehalt und

geringer oxidativer Stress protektiv.

Wir applizierten Atr sowohl alleine als auch in Kombination mit Morphin. Atr ist ein
Ligand, der die Translokation von Adeninnukleotiden verhindert und damit zur
Offnung der mPTP fiihrt, &hnlich wie es im Rahmen eines Ischdmie- und
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Reperfusionsschaden geschieht. Atr alleine ergab im Vergleich zur Kontrollgruppe in
unseren Versuchen keine signifikante Veranderung der Infarktgrofe. Eine mogliche
Erklarung dafur ware, dass Atr nur als mPTP-Offner wirkt, wenn die mPTP bereits
vorher von einem kardioprotektiven Effekt mit SchlieRung der Pore erfasst worden
ist141,

Husainy et al. zeigten, dass die schadliche Wirkung von Atr vom Zeitpunkt der
Applikation abhangt. Die Anwendung vor und wahrend der Ischamiephase resultierte
in einer hohen myokardialen Schadigung, gemessen an der Freisetzung der
Creatinkinase (CK) und der Apoptose- und Nekroserate. Interessanterweise wurde
bei Applikation in den ersten zehn Minuten der Reperfusion die CK-Freisetzung und
Zelltodrate signifikant erniedrigt. Die Experimente wurden am isolierten linken
Ventrikel der Ratte durchgeflihrt, welcher zuvor in Scheiben geschnitten wurde und
einem in vitro Modell der IPC mit nachfolgender 90-minttiger Ischamie- und 120-
minutiger Reoxygenierungsphase unterlief. Eine mogliche Ursache sahen die
Autoren in der transient kardioprotektiven Wirkung von ROS, die wahrend der frihen
Reperfusionsphase gebildet werden. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe
unterstreichen, dass der Zustand, in dem sich die mPTP wahrend der friihen

Reperfusion befindet, fiir die Kardioprotektion entscheidend ist'2.

Morphin kann den Zustand der mPTP verandern und betroffene Kardiomyozyten vor
dem Zelltod bewahren; unsere Experimente zeigen eine Aufhebung der
morphininduzierten Reduktion der InfarkigroRe durch die kombinierte, intravendse
Anwendung von Morphin und dem mPTP-Offner Atr.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Obame et al., die berichteten, dass die M-
PC nach Ischamie-Reperfusion an isolierten Rattenmitochondrien die Sensitivitat der
mPTP gegenlUber Ca2?* herabsetzen kann; fir die Offnung war mit einer
Vorbehandlung mit Morphin eine héhere Konzentration von Ca?* notwendig als in der
Kontrollgruppe. Dies galt fur die Gruppe, die einer Ischamie-Reperfusionsphase
unterzogen wurde. Die Untersuchung von Mitochondrien in Kardiomyozyten der
Ratte, welche eine Anoxie- und Reoxygenierungsphase unterliefen, ergab eine
verlangerte Zeit bis zur mPTP-Offnung nach Morphinbehandlung 2.

Xi et al. stellten an mit Morphin prakonditionierten Kardiomyozyten fest, dass die

Zellen nach Induktion von oxidativem Stress ihr Membranpotential aufrechterhalten
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konnten. Sie machten dafir die Inhibition der Offnung der mPTP durch Morphin
verantwortlich'®3,

Untersuchungen von Kim et al. an Rattenherzen zur morphininduzierten
Postkonditionierung zeigten ebenfalls eine Beteiligung der mPTP'65. Atr konnte bei
isolierten Rattenherzen aber erst in einer Dosierung von 60 uM zu einer Aufhebung
der Kardioprotektion flhren, niedrigere Konzentrationen zeigten keinen signifikanten
Einfluss auf die InfarkigroRe. Dies lasst eine Dosisabhangigkeit fur in vitro Versuche
vermuten. Die Ubertragbarkeit auf die bei uns in niedrigerer Konzentration
durchgefuhrten in vivo Untersuchungen ist schwierig, Atr wurde in unseren
Versuchen in einer Dosierung von 5 mg/kg KG ohne Dosis-Wirkungsstudie

angewandt und fuhrte zur Aufhebung der morphininduzierten Kardioprotektion.

Unbekannt ist weiterhin, wie die zellulare Vermittlung der M-PC zum Endeffektor
mPTP ablauft.

Neben den beschriebenen, an der M-PC beteiligten mKarp-Kanalen gaben Cao et al.
Hinweise darauf, dass mKca-Kanale unabhangig davon zur Protektion im Rahmen
der IPC fiihren'®. Ahnlich des Mechanismus der mKatp-Kanéle geschieht dies durch
einen Kaliumeinstrom'.

Auch Huhn und Mitarbeiter stellten eine Beteiligung der mKca-Kanale an der IPC und
morphininduzierten Postkonditionierung fest. Am Rattenherz konnte die Aufhebung
des Effekts beider protektiver Strategien in vivo nach Anwendung des mKca-
Inhibitors Paxillin beobachtet werden'5".

Die Ergebnisse von Xu et al. zeigten, dass diese Kanale bei ventrikularen
Kardiomyozyten des Schweins an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind
und eine Aktivierung durch NS1619 die InfarktgréRe verminderte'®. Die Hypothese,
dass mKca-Kanale im Molekularmechanismus der IPC als Zwischenschritt und nicht
als Endeffektor fungieren, wird durch folgende Ergebnisse gestitzt: Im isolierten
Schweineherz fuhrte die Hemmung der mKca-Kanale vor der Ischamiephase zur
Verhinderung des protektiven Effekts, wahrend eine Hemmung wahrend Ischamie-
oder Reperfusion keinen Einfluss auf die InfarkigroRe hatte. Die gleichzeitige
Aktivierung von mKca-Kanalen durch NS1619 und Offnung der mPTP durch Atr
fuhrte nicht zu einer Limitierung der InfarktgroRe, umgekehrt wirkte die Hemmung der
Kaliumkanale mit Paxillin und die SchlieBung der mPTP mit Cyclosporin A

protektiv'®, womit folgende Signalkaskade zwischen mKca und mPTP vermutet
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werden konnte: Der mKca-Kanal ist der mPTP vorgeschaltet und verhindert durch
eine veranderte ROS-Produktion und durch Reduktion der Ca2*-Uberladung eine

Offnung der mitochondrialen Pore'?.

Eine Verbindung zwischen PKA und mPTP konnte zudem durch die Arbeitsgruppe
von Chanoit gezeigt werden. Sie induzierte die mPTP-Offnung an kardialen H9C2-
Zellen und erfasste Veranderungen des Membranpotentials. Durch die gleichzeitige
Applikation des Phosphodiesterasehemmers 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) und
des PKA-Inhibitors H-89 konnte der Verlust nicht verhindert werden, wohingegen
IBMX alleine zum Erhalt des Membranpotentials fUhrte. Dies impliziert, dass eine
aktive PKA die mPTP-Offnung schiitzen kann'%,

Zudem stellten Sato et al. eine Verbindung zwischen der PKA und dem mKca-Kanal
her, indem sie an ventrikularen Kardiomyozyten des Schweins mittels
Flavoproteinfluoreszenz die mKca-Aktivitdt mafden. Durch gleichzeitige Anwendung
des PKA-Aktivators Forskolin und des mKca-Offners NS1619 wurde der
kardioprotektive Effekt gesteigert'4.

Auch Heinen und Mitarbeiter konnten an einem in vivo Rattenmodell zur IPC einen
Zusammenhang der PKA-Aktivierung und geodffneten mKca-Kanalen zeigen. Die
gleichzeitige Anwendung des mKca-Inhibitors Iberiotoxin und des PKA-Aktivators
Forskolin fihrte zur Aufhebung der InfarktgroRenreduktion im Vergleich zur alleinigen
Applikation von Forskolin'%°,

Fur die Desfluran-Prakonditionierung ist eine Beteiligung des mKca-Kanals bereits
beschrieben, ihm vorgeschaltet ist die PKA'®. Auch in glatter Muskulatur wurde die
Aktivierung von mKca-Kanalen durch die PKA durch einen noch unklaren
Mechanismus dargestellt'43,

Die Autoren Frassdorf und Mitarbeiter berichteten in ihrer Studie von der Beteiligung
von mKca-Kanalen in der pharmakologischen Prakonditionierung mit Morphin. Auch
hier wurde der mKca-Kanal-Inhibitor Paxillin vor Ischamiephase bei Morphin-

prakonditionierten Ratten appliziert und hob die InfarktgréBenreduktion auf'42.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass sowohl die PKA, als auch die mPTP Bestandteil der
zellularen Vermittlung in der M-PC sind.
Der Signaltransduktionsweg kdnnte also folgendermalfien aussehen: Morphin fuhrt zu

einer verstarkten Aktivierung der PKA, diese fihrt zur Offnung der mKca-Kanéle.
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Durch den Kaliumeinstrom ins Mitochondrium wird die Offnung der mPTP wahrend

der Ischamie- und Reperfusionsphase verhindert (s. Abb. 17).

Morphln
Cross-Talk

B1 54 . Ay . M1
\ AC

cAMP

T mKe; ff_:_______...::: ~~
H-ag\ | I~

Mitochondrium Protektion

Myokardzelle

Abbildung 17: Signaltransduktion der M-PC iiber die PKA

=) Aktivierung, wssf] Inhibierung

Dargestellt ist der mogliche Signaltransduktionsweg der M-PC Uber die PKA. Durch eine Aktivierung
der PKA kommt es zum intrazellzuldren Kaliumeinstrom durch mKca-Kanéle, was eine Offnung der
mPTP verhindert und damit eine Protektion der Zelle einleitet.

A1: As-Adenosinrezeptor, AC: Adenylatcyclase, AMP:  Adenosinmonophosphat, ATP:
Adenosintriphosphat, B1: Bi-Adrenorezeptor, cAMP: cyclisches Adenosinmonophosphat, &1:
Opioidrezeptor 61, H-89: Proteinkinase A Inhibitor, p1: Opioidrezeptor p1, mKca: mitochondrialer Ca?*-
abhangiger Kaliumkanal, mPTP: mitochondriale Permeabilitdtspore, PDE: Phosphodiesterase, PKA:

Proteinkinase A

4.3 Ausblick

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die PKA und die mPTP an der M-PC beteiligt sind.

Zudem erweitern sie das Verstandnis des molekularen Mechanismus dieser starken,
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endogen und exogen ausldosbaren Organprotektion, welches flr die spatere gezielte
therapeutische Anwendung notwendig ist.

Um den protektiven Effekt zu nutzen kdnnen Patienten, die gezielt einer Situation mit
dem Risiko der Myokardischamie ausgesetzt sind, mit Morphin behandelt werden.
Dies beinhaltet sowohl minimalinvasive Eingriffe wie die PCI als auch offene Herz-
Thorax-chirurgische Operationen.

Nutzen lasst sich therapeutisch auch das Phanomen der morphininduzierten
Postkonditionierung, das nach einem ischamischen Ereignis ebenso einen
kardioprotektiven Effekt auslbt.

Weitergehende Studien sollten sich jedoch auf bisher nicht entschlisselte Prozesse
im molekularen Mechanismus fokussieren.

Ob der organprotektive Effekt der M-PC auch bei multimorbiden Patienten héheren
Alters bestehen bleibt, bildet momentan einen Schwerpunkt weiterer Forschung.

Die Ergebnisse leiten sich von tierexperimentellen Versuchen ab, die Ubertragung
auf den Menschen ist daher nicht unmittelbar moglich. Dabei bestehen vor allem
Schwierigkeiten in der Ubertragung in Bezug auf das Alter, Komorbiditaten und damit
auch Polypharmazie der Patienten. Die Versuche dieser Studie wurden an 10-12
Wochen alten, gesunden Ratten durchgefuhrt. Generell weisen die Tiere eine
durchschnittliche Lebenserwartung von zwei bis drei Jahren auf.

Sniecinski und Liu beobachteten, dass Ratten im Alter von 22-24 Monaten im
Vergleich zu jungeren nicht von einer sevofluraninduzierten Prakonditionierung
profitierten. Dies wurde anhand der Messung der InfarktgroRe ermittelt??°, Weitere
Hinweise auf Veranderungen im Alter lieferte eine klinische Studie von Lee et al., die
Patienten nach einer PCI auf die Aktivitat des Karp-Kanals untersuchten. Patienten
uber 65 Jahre wiesen eine signifikant verminderte Aktivitat im Vergleich zu unter 55-
Jahrigen auf?0",

Bezlglich der Rolle der PKA lieferten Huhn und Mitarbeiter Anhaltspunkte dafr,
dass der protektive Effekt der Helium-Prakonditionierung bei 22-24 Monate alten
Wistar-Ratten abgeschwacht wurde. Eine direkte Aktivierung der PKA mit Forskolin
konnte bei diesen Tieren erst in hoherer Konzentration zu einer
InfarktgroRenreduktion flhren, wobei jungere Tiere bereits bei geringeren

Konzentrationen profitierten°2.

76



Ein Risikofaktor zur Ausbildung einer KHK ist die Diabetes-Erkrankung. Ob eine IPC
auch an hyperglykdmischen Ratten einen protektiven Effekt aufweist, wurde in
mehreren Studien Uberpruft. Die Resultate zeigten eine Abschwachung der
protektiven Wirkung der IPC am diabetischen Herzen203-205,

Auch die Applikation von Morphin fuhrte in streptozotocininduzierten
diabeteserkrankten Ratten nicht zur Entwicklung einer Kardioprotektion, wohingegen
in nicht erkrankten Tieren eine signifikante Infarktgréf3enreduktion erreicht werden
konnte. Darliber berichteten die Autoren Gross und Mitarbeiter?°6.

Von Heinen et al. wurde festgestellt, dass es einen signifikanten Unterschied in der
Auswirkung durch Forskolin auf 2-4 Monate junge und 22-24 Monate alte Ratten auf
die Infarktgrofe gab. Mit steigendem Alter konnte keine Kardioprotektion mehr durch
Forskolin induziert werden. Die PKA-Aktivitat sowie die cAMP-Konzentration waren
jedoch vergleichbar in beiden Altersgruppen. Die Autoren schlossen, dass es weitere
Zwischeneffektoren geben muss, die die Wirksamkeit des protektiven Mechanismus

der IPC steuern®,

Somit sind weitergehende Untersuchungen notwendig, um den molekularen
Mechanismus im Detail zu entschlisseln und damit diejenigen Patienten zu
identifizieren, welche von einer M-PC den grof3ten Nutzen haben konnten. Hier
besteht weiterhin die Mdglichkeit, gezielt therapeutisch medikamentds einzugreifen.
Eine sichere Aussage zur Ubertragung auf den Menschen kann erst nach

Durchfuhrung weiterer Studien getroffen werden.
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