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Zusammenfassung

Kardioprotektive Strategien haben als Ziel, das Myokard vor einem Ischamie- und
Reperfusionsschaden zu schiitzen und die Infarkigrof3e zu reduzieren. Die ischamische,
herzferne Prakonditionierung (engl. Remote Ischemic PreConditioning, RIPC) ist ein
vielversprechender, physiologischer endogener Mechanismus, der eine Kardioprotektion
u.a. Uber humorale Faktoren vermittelt. Es gibt Hinweise, dass die Wirksamkeit der RIPC
durch verschiedene Faktoren, wie beispielsweise hoheres Lebensalter, beeinflusst werden
kann. Untersuchungen zeigten bereits, dass eine InfarkigréRenreduktion an isoliert
perfundierten Rattenherzen durch RIPC-Plasma jingerer Probanden induziert wurde,
jedoch nicht durch RIPC-Plasma alterer Probanden. In dieser Arbeit wurden die
intrakardialen Signalwege untersucht, die durch humorale Faktoren aus dem RIPC-Plasma
der Probanden eine Protektion der Myozyten bewirken kdnnten. Ziel dieser Studie war es
zu Uberprifen, ob freigesetzte humorale Faktoren von jiingeren und alteren Probanden bei
dem Transfer auf ein in vitro Langendorffherz potentiell protektive intramyokardiale Proteine
aktivieren und ob altersspezifische Unterschiede bestehen.

Bei jeweils zehn mannlichen Probanden im Alter zwischen 18 bis 30 Jahren bzw. 60 bis
80 Jahren wurde eine RIPC durchgefuhrt. Blut wurde den Probanden vor (Kontrolle, CON)
und nach dem RIPC-Manéver entnommen. Das Blutplasma von jedem Probanden wurde
dann in einer Langendorff-Apparatur an einem isoliert perfundierten Herzen einer jungen
mannlichen Wistar-Ratte getestet. Dazu wurde nach einer Stabilisierungsphase jeweils das
Kontroll- und RIPC-Plasma fir 10 Minuten in den Koronarblutfluss appliziert. Anschlie3end
wurden die Herzen mittels Western Blot auf bekannte intrakardiale Signalproteine und
deren Phosphorylierung untersucht. Die Schwerpunkte waren der Reperfusions Injury
Salvage Kinase (RISK) Signalweg mit den beteiligten Proteinen Proteinkinase B (AKT),
extrazellular regulierte Kinasen 1 und 2 (ERK1/2) und Glykogensynthasekinase-3-3
(GSK3B), der Stickstoffmonoxid/Proteinkinase G (NO/PKG) Signalweg mit der
endothelialen NO-Synthase (eNOS) und die Signalkaskade Uber die Proteinkinase A mit
dem Protein Phospholamban (PLB). Es wurde die relative Expression der phosphorylierten
Form der Proteine zum Gesamtprotein berechnet und auf die Expression der
Positivkontrolle (Forskolin-behandeltes Herz) bezogen. Die Daten sind als Mittelwert +
Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem abhangigen
t-Test (paired Student's t-test) (p <0,05).

Verglichen mit dem Kontroll-Plasma induzierte RIPC-Plasma von jungen Probanden im
isolierten Rattenherz die Phosphorylierung von GSK38 (0,56+0,36 vs. CON: 0,41+0,29).
Dieser Unterschied war signifikant (p <0,05). Fur die anderen untersuchten Proteine zeigte
sich kein signifikanter Unterschied im Phosphorylierungsstatus: pAKT (0,28+0,21 vs. CON
0,38+0,43), pERK1/2 (1,71£0,87 vs. CON 1,8040,62), peNOS (0,76+0,28 vs. CON
0,78+0,33) oder pPLB (0,24+0,14 vs. CON 0,2210,14). Nach Behandlung der Herzen mit
RIPC-Plasma der dlteren Probanden zeigte sich bei keinem der untersuchten Proteine eine
signifikante Veranderung des Phosphorylierungsstatus: pAKT (0,26+0,10 vs. CON:
0,234+0,09), pERK1/2 (3,42+1,89 vs. CON: 2,92+1,33), peNOS (0,82+0,53 vs. CON:
0,7110,44), pGSK3B (0,45+0,26 vs. CON: 0,36+0,13) oder pPLB (0,34+0,18 vs. CON:
0,3740,18).

Humorale Faktoren, die durch RIPC freigesetzt werden, kdnnen intramyokardiale Proteine
aktivieren und kardioprotektive Wirkung zeigen. Durch RIPC-Plasma der jungen
Probanden kann eine vermehrte Phosphorylierung von GSK3[ beschrieben werden.
GSK3p ist ein Konvergenzpunkt des intrakardialen RISK-Signalweges und durch eine
Phosphorylierung kann die Hemmung der mitochondrialen Permeabilitats-Transitions-
Pore induziert werden, mit der die Kardioprotektion eng verbunden ist. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass das RIPC-Plasma der alteren Probanden ber 60 Jahre bei dem
Transfer auf das in vitro Herz keine vermehrte Phosphorylierung der untersuchten
intrakardialen Proteine induziert. Ursachen fir ein Fehlen dieser Wirkung kénnten eine
fehlende, verzogerte oder auch unzureichende Freisetzung der humoralen Faktoren nach
RIPC sein.



Abstract

Cardioprotective strategies aim to protect the myocardium from ischemia and reperfusion
injury and to reduce infarct size. Remote ischemic preconditioning (RIPC) is a promising
physiological endogenous mechanism that mediates cardioprotection through, among
others, humoral factors. There is evidence that the effectiveness of RIPC can be influenced
by several factors, such as older age. Studies have shown that an infarct size reduction was
induced in isolated perfused rat hearts by application of RIPC plasma of younger healthy
human volunteers, but not by RIPC plasma of older subjects. In this work, the intracardiac
signaling pathways were investigated, which could cause protection of the myocytes
induced by humoral factors from the RIPC plasma of the subjects. The aim of this study
was to investigate whether released humoral factors of younger and older subjects activate
potentially protective intramyocardial proteins when transferred to an in vitro Langendorff
heart and whether age-specific differences exist.

RIPC was performed in male subjects aged from 18 to 30 years and 60 to 80 years, each
group n=10. Blood was taken from the subjects before (control, CON) and after the RIPC
maneuver. Plasma of each subject was transferred to an isolated perfused heart of a young
male Wistar rat (Langendorff preparation). Hearts were perfused for 10 minutes with control
or RIPC plasma. Subsequently, the hearts were examined by Western Blot analysis to
assess the expression of intracardiac signal proteins and their phosphorylation status. The
focus was on the reperfusion injury salvage kinase (RISK) pathway with the protein kinase
B (AKT), extracellularly regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2) and glycogen synthase kinase-
3-B (GSK3B), the nitric oxide / Protein kinase G (NO/PKG) pathway with endothelial NO
synthase (eNOS) and the signal cascade via protein kinase A with the protein
phospholamban (PLB). The relative expression of the phosphorylated form of the proteins
to the total protein was calculated and related to the expression of the positive control
(forskolin-treated heart). Data are expressed as mean + standard deviation. Statistical
evaluation was performed with a paired student's t-test (p <0.05).

Compared with the control plasma, RIPC plasma from young subjects in the isolated rat
heart induced the phosphorylation of GSK3f (0.56 + 0.36 vs. CON: 0.41 £ 0.29, p <0.05).
For all other proteins examined, there was no significant difference in the phosphorylation
status: pAKT (0.28 + 0.21 vs. CON 0.38 £ 0.43), pERK1/2 (1.71 + 0.87 vs. CON 1.80 %
0.62), peNOS (0.76 + 0.28 vs. CON 0.78 + 0.33) or pPLB (0.24 £ 0.14 vs. CON 0.22 £ 0.14).
After treatment of the hearts with RIPC plasma of the older volunteers, none of the
examined proteins showed a significant change in the phosphorylation status: pAKT (0.26
1+ 0.10 vs. CON: 0.23 £ 0.09), pERK1 /2 (3.42 £ 1.89 vs. CON: 2.92 + 1.33), peNOS (0.82
1+ 0.53 vs. CON: 0.71 £ 0.44), pGSK3 (0.45 + 0.26 vs. CON: 0.36 + 0.13) or pPLB (0.34
0.18 vs. CON: 0.37 £ 0.18).

Humoral factors released by RIPC can activate intramyocardial proteins and have
cardioprotective effects on target structures. RIPC plasma of young subjects increased
phosphorylation of GSK3B. GSK3p serves as a point of convergence of the intracardiac
RISK signaling pathway and its phosphorylation results in inhibition of the mitochondrial
permeability transition pore, which is associates with cardioprotection. These results
indicate that the RIPC plasma of older subjects over the age of 60 does not induce
increased phosphorylation of the intracardial proteins studied during transfer to the in vitro
heart. Reasons for the lack of this effect by the plasma from the older subjects may be the
lack, delayed or inadequate release of the humoral factors after RIPC.



Abkurzungsverzeichnis
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1 Einleitung

1.1 Klinische Relevanz des Myokardinfarktes und des

Ischamie/Reperfusionsschadens

Durch die demographischen Veranderungen in der Altersstruktur unserer Gesellschaft
spielen kardiovaskulare Erkrankungen eine immer groRere Rolle. Insbesondere
Herzerkrankungen aufgrund einer Myokardischamie, wie der Myokardinfarkt oder die
ischamische Herzinsuffizienz, sind in einem hohen Malle mit dem Lebensalter
vergesellschaftet. Der Myokardinfarkt zum Beispiel zeigt einen Anstieg der Pravalenz im
Alter von 1,5% bei den 40 bis 49-Jahrigen auf 10,2% bei den 70 bis 79-Jahrigen (1). Vor
allem bei alteren Menschen fiihren die Herzerkrankungen zum Tod. Zahlen des
statistischen Bundesamtes belegen, dass 92% der an kardiovaskularen Erkrankungen

Verstorbenen 65 Jahre oder alter waren (2).

Der demographische Wandel mit steigendendem Anteil alter Menschen in der Gesellschaft
bildet sich zwangslaufig auch in den chirurgischen Disziplinen ab. Die Haufigkeit
notwendiger Operationen bei alteren, multimorbiden Menschen steigt. Im Jahr 2012 wurden
in Deutschland 15,7 Millionen Operationen durchgefihrt. Der Anteil der Patienten, die Uber
65 Jahre alt waren, lag bei Uber 41% (3). Es kommt insbesondere bei den alteren,
multimorbiden Patienten zu erhdhten Morbiditats- und Mortalitatsraten, wobei hier
kardiovaskulare Komplikationen eine fuhrende Rolle einnehmen (4-6). Insbesondere der

perioperative Myokardinfarkt ist mit einer schlechten Uberlebensprognose verbunden (7).

Der Myokardinfarkt in perioperativen Situationen entsteht entweder aufgrund einer
Koronarplaqueverletzung mit resultierendem intraluminalem Thrombus oder aufgrund eines
Missverhaltnisses zwischen myokardialem Sauerstoffbedarf und -angebot (8). Dadurch
kommt es zu einer fehlenden Versorgung mit Sauerstoff und Substraten in den
Kardiomyozyten. Dies fUhrt zunachst dazu, dass sich die Zellen adaptieren und ihre
Energieproduktion voribergehend Uber die anaerobe Glykolyse sichern. Ohne Therapie
kommt es aber durch eine Akkumulation von Metaboliten und dem Versagen der
Kompensationsmechanismen im ischamischen Gewebe zum Zelltod. Eine erfolgreiche
Reperfusion des Gewebes durch Wiedererdffnung der Koronararterie kann daher die
Infarktgrofle und das Outcome des Patienten verbessern (9,10). Jedoch kann auch die
Reperfusion einen weiteren Zellschaden induzieren. Daher ist, selbst bei einer begrenzten
ischamischen Periode, die funktionelle Erholung des reperfundierten Herzens oft weniger
erfolgreich als erwartet (11). Der Grund hierfir ist der sogenannte Ischdmie-/Reperfusions-

(/R) Schaden (12). Zellulare und subzellulare Prozesse in den Kardiomyozyten flhren zu



einer lokalen Entziindungsreaktion, Stoffwechselstérungen und Zelltod als Hauptursachen
fur I/R-Schéaden.

Mogliche intrazellulare Zusammenhange zwischen Ischamie und Reperfusion sind in
Abbildung 1 dargestellt. In den ischamischen Kardiomyozyten wird durch die anaerobe
Glykolyse der Energiestoffwechsel zu Beginn aufrechterhalten. Dies verursacht eine
Kumulation von Laktat, und der pH-Wert sinkt. Einerseits kommt es daher zu einer
veranderten Sensitivitat des Troponin C, und eine kontraktile Dysfunktion der Myozyten wird
induziert. Andererseits kommt es 2zu einer Verdnderung des transmembranen

lonentransportes. Dies fiihrt letztlich zu einer Azidose und Ca2*-Uberladung.

Die Reperfusion versorgt das Gewebe wieder mit Sauerstoff und Substraten, wodurch
Uberschissiges Laktat und Protonen aus den Myokardzellen herausgewaschen werden
und ein physiologischer pH-Wert wiederhergestellt wird. Dies wird als pH-Paradoxon
bezeichnet, da der physiologische pH-Wert einen zusatzlichen Ca?*-Einstrom bis zur Ca?*-
Uberladung bewirkt (Calciumparadoxon) und durch den wieder zugefilhrten Sauerstoff
werden in den Zellen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) produziert (Sauerstoffparadoxon).
ROS koénnen die DNA, Proteine oder Lipide schadigen und entziindliche thrombogene
Kaskaden aktivieren. Zusammen bewirken die Ca?*-Uberladung, die ROS-Freisetzung und
der renormalisierte pH-Wert eine Offnung der mitochondrialen Permeabilitats-Pore (engl.
mitochondrial permeability transition pore; mPTP) und damit eine Apoptose der

Kardiomyozyten und auch eine Zerstérung der Zellstruktur (13,14).
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Abb. 1: Mégliche Kaskade des Zelluntergangs durch den Ischimie-/Reperfusions-(I/R)-Schaden am
Herzen (15). Es ist ein Verlauf moglicher intrazelluldrer Vorgidnge in den Kardiomyozyten durch Ischdmie
und Reperfusion skizziert. Erlduterung im Text. mPTP: mitochondriale Permeabilitiits Pore. Ca®*: Calcium.
ROS: Reaktive Sauerstoffspezies. Modifiziert nach Sanada et al. 2011.

Mit bis zu 50% hat der Reperfusionsschaden einen groflen Beitrag am Gesamtinfarkt
(16,17). Bisher existieren keine evidenzbasierten Interventionen, um reperfusionsinduzierte
Myokardschaden zu therapieren (14). Es ist bekannt, dass durch kurze Zyklen von Ischamie
und Reperfusion, die vor, wahrend oder nach einem Ilanger andauernden
Koronarverschluss mit anschlieRender Reperfusion appliziert werden, eine protektive
Wirkung erzielt werden kann. Durch diese kardioprotektive MalRnahme wird der
Myokardschaden und somit die finale InfarktgroRRe reduziert (18-20).

Zukunftige praventive Strategien zielen darauf ab, diesen natirlichen myokardeigenen
protektiven Mechanismus zu nutzen. Die Aufklarung der beteiligten Signalwege, der
molekularen Mechanismen dieser Signalwege und der Ursachen von alterungsbedingten
Wirkveranderungen koénnten zur Entwicklung spezifischer pharmakologischer
Interventionen flihren, die die Mortalitats- und Morbiditatsrisiken von Patienten mit
Herzerkrankungen minimieren kénnen. Einen Beitrag zur Aufklarung der Mechanismen des
kardioprotektiven Effektes soll diese Arbeit leisten. Bekannte Mechanismen der

Kardioprotektion werden im folgenden Abschnitt genauer erlautert.

1.2 Konditionierung

Unter dem Begriff Konditionierung werden verschiedene endogene Phanomene
zusammengefasst, die eine Reduktion von Schaden durch Ischamie/Reperfusion am

Herzen bewirken. Dazu zahlen unter anderem die ischamische Prakonditionierung (13,18),
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die ischamische Postkonditionierung (21,22) und die Fernkonditionierung (20,23) sowie

pharmakologische Interventionen (14).

Eine Strategie zur Reduktion des I/R-Schadens und damit auch der finalen InfarktgréRe des
Herzens ist die ischdmische Konditionierung (engl. Ischemic Conditioning, 1C). Dabei
werden Organe durch kurze, nicht schadigende Ischamie-Zyklen auf eine anschlielende,
langer andauernde Ischamie vorbereitet. Diese Form der Konditionierung wird ischamische
Prakonditionierung (engl. ischemic PreConditioning, IPC) genannt. Dadurch werden
endogene Schutzmechanismen aktiviert, die die Toleranz der Zellen gegen Auswirkungen

einer konsekutiven Index-Ischamie erhéhen.

Erstmalig beschrieben wurde die IPC des Herzens von Murry et al. 1986. In einer
experimentellen Studie zeigten die Ergebnisse der Infarktgrofienbestimmung eine deutliche
Reduktion der InfarktgrofRe in dem anatomischen Risikogebiet (engl. Anatomic Area at Risk,
AAR) bei den prakonditionierten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltieren (24). Seit der
Erstbeschreibung dieses Phanomens sind enorme Fortschritte im Verstandnis dieses
hochpotenten Schutzmechanismus am Herzen erzielt worden. Am Menschen wurde der
Schutz durch ischamische Konditionierung erstmals von Yellon et al. beobachtet. Sie
konnten bei Patienten, die sich einer Herz-Bypass-Operation unterzogen, zeigen, dass eine
vorUbergehende Ischamie vor einem Absinken des ventrikularen ATP-Spiegels bewahrt
(25).

Es gibt zwei zeitliche Fenster der ischamischen Prakonditionierung (13). Der initiale
protektive Effekt tritt unmittelbar nach dem prakonditionierenden ischamischen Stimulus auf
und schutzt das Herz fir etwa zwei Stunden (18). Es wird angenommen, dass der sofortige
Schutz auf einer Rekrutierung von akut verfligbaren Signalmolekilen beruht (26). Nach der
initialen prakonditionierenden Ischamie setzt nach etwa 24 Stunden ein zweites Fenster der
Protektion ein (27). Die verzogerte Form wird durch eine erhdhte Expression protektiver

Proteine als Reaktion auf ein akutes Signal verursacht (28).

Die IPC kann nur bei elektiven Eingriffen wie PTCA oder einer koronaren Bypass-Operation
eingesetzt werden (29). Bei Patienten mit bereits bestehendem akutem Koronarsyndrom
oder Herzinfarkt kann keine Prakonditionierung mehr erfolgen. Hier wurde der Effekt einer
Postkonditionierung (engl. Ischemic Postconditioning, IPost) untersucht. Eine der ersten
Arbeiten zeigte an einem Tiermodell nach einer sechzigminitigen Okklusion des Ramus
interventricularis anterior der linken Koronararterie, dass unmittelbar mit Einsetzen der
Reperfusion durch 3 Zyklen von je 30 Sekunden Reperfusion und Reokklusion das
betroffene kardiale Areal eine signifikant bessere morphologische Funktion zeigte (30).

Damit wurde auch durch die IPost eine InfarktgréfRenreduktion dhnlich wie bei einer IPC



induziert (21) und indirekt bestatigt, dass durch die Reperfusion selber ein Schaden

induziert wird (31), der zur ultimativen InfarktgréRe beitragt.

Beide Interventionen, IPC und IPost, die eine entsprechende Infarktgrofienreduktion
bewirken, haben Nachteile. Eine invasive (Vor-)behandlung am Herzen ist notwendig, da
eine lokale Manipulation an dem beteiligten Blutgefal® erfolgt. Durch diese zusatzliche
Manipulation an einem modglicherweise atherosklerotisch veranderten Koronargefa®
bestehen durch die IPC und IPost Risiken, wie z. B. embolische Einschwemmungen aus
rupturierten atherosklerotischen Plaques (32,33). Eine mdgliche nicht-invasive Methode zur
Reduktion des Reperfusionsschadens ist die ischamische Fernprakonditionierung (engl.
Remote Ischemic Conditioning, RIC). Bei dieser Methode wird die Konditionierung des
Herzens durch ischamische Vorbehandlung eines herzfernen Organs oder Gewebes

ausgelost.

Pryzklenk und ihre Mitarbeiter waren 1993 die Ersten, die Hinweise untersuchten, dass die
Konditionierungszyklen mdglicherweise auch Gewebeareale schitzen kénnen, die weiter
entfernt liegen als das durch das Gefal} versorgte Gewebe, an dem die Zyklen durchgefiihrt
wurden (19). Sie zeigten, dass durch die ischamische Konditionierung nicht nur das von
dem Gefal} versorgte Myokardgebiet, sondern auch entfernt liegendes, von anderen
Gefalien versorgtes Myokardgewebe geschitzt wird und eine Infarktgrofenreduktion zeigt
(19). In den folgenden Jahren konnte durch weitere Untersuchungen gezeigt werden, dass
RIC nach ischamischer Vorbehandlung herzferner Gewebe oder Organe ausgeldst werden
kann (34). AuRerdem war es moglich, die anfangs hauptsachlich invasiv durchgefiihrte RIC,
z. B. durch chirurgisch freigelegte und temporar abgeklemmte A. mesenterica superior (34)
oder A. femoralis (35), auch nicht invasiv zu induzieren. Hier wurde mit kurzen Episoden
von Ischamie/Reperfusion durch ein Tourniquet an einer Extremitat u. a. eine verbesserte
Organfunktion erreicht und eine InfarkigroRenreduktion beschrieben (36,37). Diese RIC
Intervention, die einfach und nahezu ohne Nebenwirkungen und Komplikationen
durchzufliihren sowie kostenglnstig ist, stellt einen vielversprechenden Ansatz dar,

Patienten einen Schutz wichtiger Organe zu erméglichen.

Je nach dem Zeitpunkt des ischamischen Ereignisses im Myokard kann auch die Fern-
Konditionierung vor (engl. Remote Ischemic PreConditioning, RIPC), wahrend (engl.
Remote Ischemic PerConditioning, RIPerC) oder nach (engl. Remote Ischemic
PostConditioning, RIPostC) der Index-Ischamie eingesetzt werden (38). Eine Reduktion der
InfarktgréfRe konnte nach Anwendung von RIC zu den unterschiedlichen Zeitpunkten
beschrieben werden (39,40). Wie bei den lokalen Formen der Konditionierung sind auch fur

die RIC ein friihes und ein spates Zeitfenster der Protektion beschrieben (41,42).



In dieser Arbeit liegt der Fokus auf dem friilhen Fenster der Kardioprotektion durch RIPC.
Daher wird im folgenden Abschnitt auf die bisher bekannten Wirkmechanismen naher

eingegangen.

1.3 Mechanismen der ischamischen Fernprakonditionierung

Die zugrundeliegenden Mechanismen und die beteiligten Signalwege der RIPC sind
komplex und in ihren Details unklar. Somit sind sie Gegenstand aktueller Forschung. Es
wird angenommen, dass RIPC eine komplexe Kaskade umfasst. Ausgeltdst wird diese
durch einen Stimulus, der im peripheren Organ oder Gewebe initiale Trigger aktiviert oder
erzeugt. Durch Mediatoren erfolgt die Kommunikation zwischen dem peripheren
Organ/Gewebe und dem zu schitzenden Zielorgan. Dadurch wird schlieRlich der protektive
Reiz auf die Endeffektoren, die fur die Induktion der schutzenden Eigenschaften im

Myokard verantwortlich sind, tbertragen (43).

1.3.1 Induktion der ischamischen Fernprakonditionierung

RIPC kann durch verschiedene Stimuli ausgel6st werden. Beschrieben sind u.a. elektrische
Stimuli, chemisch/pharmakologische Stimuli wie Capsaicin oder Autakoide (Adenosin und
Bradykinin), mechanische Stimuli durch z.B. einen Hautschnitt und Zyklen der Ischdmie und
Reperfusion an einer entfernten Extremitat, Gewebe oder Organ (Ubersicht in (44)). Alle
Stimuli fihren zu einer Aktivierung der peripheren sensorischen Nerven (44). Da in dieser
Arbeit die RIPC durch Ischamie- und Reperfusions-Zyklen am Oberarm induziert wurde,
maochte ich mich im Weiteren auf diesen Stimulus fokussieren. Durch das Aufpumpen und
Deflation einer Blutdruckmanschette werden Ischamie- und Reperfusions-Zyklen induziert
(37,45). Bei diesem Vorgehen konnen daher sowohl die periphere sensorische
Nervenaktivierung als auch zusatzliche Mechanismen wie Hypoxie/Azidose oder vaskulare

Schubspannung zur Konditionierung beitragen (23,46).

1.3.2 Inter-Organ-Kommunikation und Mediatoren der ischamischen

Fernprakonditionierung

Wie der im Fernorgan aktivierte oder ausgeloste Trigger zum Zielorgan ibertragen wird, ist
ebenfalls nur unvollstindig bekannt. Verschiedene Ubertragungswege werden
angenommen, die den Transfer von Mediatoren zum Zielorgan beschreiben. Neben einem
neuronalen Signalweg und einer systemischen Reaktion wird auch ein humoraler

Signalweg beschrieben (47,48).

Die neuronale Hypothese wird durch Untersuchungen belegt, die zeigen konnten, dass

durch verschiedene Interventionen, die efferente oder afferente Signalwege beeinflussen
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(49), u.a. Ganglienblockade (34,50) oder Vagotomie (49,51,52), eine Protektion vermindert

oder gar verhindert werden kann.

Fir die systemische Reaktion spricht die Beobachtung, dass der Organismus auf RIPC mit
einer Veradnderung des Genprofils, wie Hochregulierung antiinflammatorischer und
Suppression proinflammatorischer Gene, reagiert (53,54). Untersuchungen zeigten eine
Suppression der Entziindungsreaktion- und Apoptose-Kaskade (20). Fur eine systemische
Reaktion spricht auch, dass in allen bisher getesteten Organen nach RIPC eine

Zellschadigung als Folge des I/R-Schadens reduziert werden kann (55).

Nach der humoralen Hypothese werden endogene Faktoren, die aus dem konditionierten
Organ oder Gewebe freigesetzt werden, in das Blut aufgenommen und Uber die
Blutzirkulation auf das Zielorgan Ubertragen, wo sie Uber bestimmte Rezeptoren oder auch
rezeptorunabhangig intrazellulare Signalkaskaden induzieren (23,56). Eine Reperfusion
des Fernorgans wird daher als notwendig beschrieben, um die protektiven Faktoren im Blut
zum Zielorgan zu transportieren (49). Unklar ist, ob diese humoralen Faktoren als Reaktion
auf den Stimulus lokal freigesetzt oder von anderen neuronal aktivierten Organen
freigesetzt werden (57,58). Experimentelle Studien konnten zeigen, dass eine Ubertragung
der kardioprotektiven Faktoren durch den Transfer von Blut, Plasma oder Plasmadialysat,
das von einem Individuum nach RIPC-Manéver enthommen wurde, auf ein anderes
Individuum (59) oder auf isolierte, perfundierte Herzpraparate (60), auch Uber Spezies
hinweg (61), mdglich ist. Als mdgliche Faktoren wurden Stromazellen-abgeleiteter Faktor 1
(SDF-1) (62), Nitrit (63) und micro-RNA-144 (64) vorgeschlagen. Aber keiner dieser
Kandidaten stellte sich als alleiniger Mechanismus heraus. Die schitzenden Faktoren
werden als hydrophob, thermolabil und mit einem Molekulargewicht von unter 15 kDa
beschrieben (61,65).

Gegenwartig wird angenommen, dass die Ubertragung des RIPC-Signals an das Zielorgan
multifaktoriell ist und daher eine Kombination der beschriebenen Mechanismen, die sich

auch untereinander beeinflussen kénnen, darstellt (49,66).

In dieser Arbeit liegt der Schwerpunkt auf der humoralen Ubertragung eines
kardioprotektiven Triggers. Humanes Plasma, das vor und nach einem RIPC-Mandver
gewonnen wurde, wurde auf ein isoliertes Rattenherz transferiert. Dieser experimentelle
Ansatz, bei dem ein in vitro isoliertes Saugetierherz zur Untersuchung der Effekte der
kardioprotektiven Mallnahme eingesetzt wird, ist ein etabliertes Modell, das in vielen
Studien, auch unserer Arbeitsgruppe, beschrieben ist (67—72). Urspriinglich geht die
Methode auf Oscar Langendorff zuriick (73). Da die in dieser Arbeit untersuchten

Rattenherzgewebe in einer Studie an einer solchen Langendorff-Apparatur generiert



wurden, wird diese Methode im folgenden Abschnitt erlautert. AnschlieRend werde ich

ausfihrlicher auf die intrakardiale Signaltransduktion eingehen.

1.3.3 Das Langendorff-Modell

Das Langendorff-Modell ermdéglicht die isolierte Untersuchung am schlagenden
Saugetierherz ohne Einfluss des Organismus. Die Erstbeschreibung des isoliert
perfundierten Herzens durch den Physiologen Oscar Langendorff war im Jahre 1895.
Erkenntnisse aus diesen auRerhalb des Korpers schlagenden Herzen haben das heutige
Wissen Uber die Funktion des gesunden und kranken Herzen maf3geblich gepragt (74). Das
entwickelte Modell ist gut standardisierbar und liefert reproduzierbare Ergebnisse. Daher
findet es auch heute in der Grundlagenforschung Verwendung. In Abbildung 2 ist eine

schematische Skizze der Langendorff Apparatur dargestellt.

Nach einer Sedierung wird den Saugetieren, z.B. einer Ratte, das Herz aus dem
Organismus entfernt. Die Herzen unterliegen damit nicht mehr der neurohumoralen
Regulation des Organismus. Sie werden retrograd Uber die Aorta mit oxygenierter
Pufferldsung perfundiert. Durch den Perfusionsdruck schlie3t sich die Aortenklappe und die
Koronararterien werden perfundiert. Das verwendete Perfusat (Krebs-Henseleit-Puffer) ist
in Elektrolytzusammensetzung, Temperatur, pH-Wert und Gassattigung so optimiert, dass
die Herzen mehrere Stunden ohne wesentliche Funktionsbeeintrachtigung schlagen
kénnen (75). Durch die Verwendung des Perfusates wird der Einfluss humoraler und
zellularer Faktoren aus dem Vollblut ausgeschaltet bzw. kénnen, wie in dieser Arbeit,
zusatzlich kontrolliert appliziert werden. Die Herzen kénnen so zusatzlich zu der Erhebung
hamodynamischer Parameter wahrend des Experimentes nach Versuchsende z.B.

biochemisch oder histologisch untersucht werden.



Abb. 2: Schematische Skizze der Langendorff Apparatur (76): Ein Puffergefdl mit Krebs-Henseleit-Puffer
wird im Wasserbad erhitzt. Die Temperatur wird durch ein Einhiingethermostat kontrolliert (A). Uber eine
Schlauchpumpe (B) wird das Perfusat angesaugt. Eine Luftfalle (C) entfernt mogliche Luftblasen. Der
Druckaufnehmer (D) gewéhrleistet eine konstante Perfusion. Ein Perfusor ist iiber einen Dreiwegehahn zur
kontinuierlichen Gabe des Blutplasmas angeschlossen (E). Das Herz wird iiber eine Kaniile in der Aorta
perfundiert. Die Temperatur des Herzens wird durch eine Warmekammer (F) konstant gehalten. Aus dem
Koronarvenensinus des Herzens herausflieendes Krebs-Henseleit-Puffer wird gesammelt und nicht erneut zur
Perfusion des Herzens verwendet (non circulating, consant pressure Langendorff-System). Ein weiterer
Druckaufnehmer (G) dient der Aufzeichnung hi&modynamischer Parameter des Herzens. Die beiden
Druckaufnehmer (D, G) und die Pumpe (B) sind mit einer PowerLab-Station verbunden, um die
Perfusionsparameter einzustellen. Modifiziert nach Aytulun (76).

1.3.4 Interkardiale Signaltransduktion und Endeffektoren der ischamischen

Fernprakonditionierung

Die neuronalen und humoralen Signale aktivieren am Zielorgan Herz kardioprotektive
Signalkaskaden, die entweder durch sarkolemmale Rezeptoren oder auch durch
rezeptorunabhangige Prozesse (46) initiert werden. Die Signalkaskaden miinden in
intrazellularen Zielstrukturen, insbesondere den Mitochondrien. Die Beteiligung von drei

Signalwegen an der Kardioprotektion wird diskutiert:

Der Stickstoffmonoxid/Proteinkinase G (NO/PKG)-Signalweg kann uber G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCR) aktiviert werden (77). Intrazellular wird durch die
endotheliale NO-Synthase (eNOS) die NO-Bildung gesteigert und es kommt zu einer
Aktivierung der Proteinkinasen G (PKG) und C (PKC) (78). Eine Wirkung erfolgt iber die

ATP-abhangigen Kaliumkanale an den Mitochondrien.



Der Reperfusion Injury Salvage Kinase (RISK)-Signalweg, der ebenfalls durch GPCR und
Wachstumsfaktorrezeptoren (GFR) aktiviert wird, umfasst zwei parallele Kaskaden.
Phosphatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase B (PISK/AKT B) und mitogen - aktivierte
Kinase / extrazellular regulierte Kinase 1/2 (MEK 1/2 - ERK 1/2) werden parallel aktiviert
(79). Diese minden in die P70 - ribosomale - S6 - Proteinkinase (P70S6K), die die
Glykogensynthase-Kinase - 3 - § (GSK3B) phosphoryliert. Die Phosphorylierung der GSK33
reduziert die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP (80) und verhindert so den mPTP-
induzierten Zelltod (81,82).

Der Survivor Activating Factor Enhancement (SAFE) Signalweg (83) aktiviert durch
Zytokine wie den Tumornekrosefaktor a (TNFa) oder Interleukine unter Mitwirkung der
Januskinase (JAK) verschiedene Isoformen des Signal Transducer and Activator of
Transcription (STAT) (84,85). STAT-Proteine translozieren dann in den Nukleus und
nehmen Einfluss auf die Genexpression oder gelangen in die Mitochondrien und regulieren
dort den Elektronentransport (83,86,87). Aulerdem bewirkt die STAT-3 die
Phosphorylierung der GSK3p als Effektor des RISK-Signalwegs mit konsekutivem
Verschluss der mPTP (88).

Einen Uberblick und eine Zusammenfassung der beschriebenen Signalwege gibt die
Abbildung 3 (44).
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Abb. 3: Myokardiale Signaltransduktion (44) - eNOS/PKG-Signalweg in griin, RISK-Signalweg in gelb
und SAFE-Signalweg in rot. I, IL, III, IV Komplexe der mitochondrialen Atmungskette I, II, IIL, IV; &/k 8-
und x-Opioidrezeptor; Adenosin Rezeptor A1(A1); Aldehydedehydrogenase 2 (ALDH?2); Proteinkinase B
(Akt); Bradykininrezeptor B2 (B2); Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP); Connexin43 (CX43);
Chemokine 4 Rezeptor (CXCR4); endotheliale NO-Synthase (eNOS); extrazellulédr regulierte Kinase 1/2
(ERK1/2); Glukagon-like peptide-1 und der Rezeptor (GLP-1); Glycoprotein130 (gp130);
Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3 B); HIF-1o Hypoxie-induzierte Factor-1a (HIF-1a); Interleukin-10 (IL-
10); ATP-abhingiger Kaliumkanal (KATP); Muskarinrezeptor M3 (M3); microRNA (miRNA);
mitochondrialen Permeabilitits-Pore (mPTP); Stickstoffmonoxid (NO); OPA1 dynamin-like 120 kDa
protein; Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 3-Kinase (PI3K); Proteinkinase C (PKC); Proteinkinase G
(PKGQ); reperfusion injury salvage kinases (RISK); reaktive Sauerstoffspezies (ROS); survivor activating
factor enhancement (SAFE); Stromazellen-abgeleiteter Faktor 1-a (SDF-1a); signal transducer and activator
of transcription (STAT).

Es wird vermutet, dass die Endeffektoren der RIPC die Mitochondrien sind. Verschiedene
mitochondriale Proteine ohne oder mit Kanalstruktur wurden als zentrale Elemente in der
Kardioprotektion identifiziert (89). Insbesondere wird eine Aktivierung mitochondrialer ATP-
abhangiger Kaliumkandle (mKarp-Kanale) und ein Verhindern der Offnung der
mitochondrialen Permeabilitdts-Transitions-Poren (mPTP) angenommen (90). Die
Mitochondrien sind einerseits fiir das Uberleben der Zellen essentiell, da sie durch die
Atmungskette ATP synthetisieren. Sie sind aber auch wichtig fir die Regulation des
Zelltodes durch Apoptose, Nekrose oder Autophagie. Die Modulation der mitochondrialen

Funktion nach einem I/R-Schaden ist durch Verénderungen der Offnung der mPTP und der
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Freisetzung von Cytochrom C verbunden, womit eine Aktvierung oder Inhibierung von pro-
apoptotischen Kaskaden im Zytosol erfolgt (91). Die Hemmung der mPTP-Offnung wird als
ein gemeinsamer Endeffektor vorgeschlagen, Uber den die Signalwege die Zelle vor
Nekrose und Apoptose schitzen koénnen (89,92). Neben den beschriebenen ATP-
abhangigen Kanalen wurden aber auch mitochondriale kalziumabhangige Kalium- (mKca)
— Kanale beschrieben, die eine Wirkung auf die mPTP-Offnung haben und damit eine
kardioprotektive Potenz zeigen (93,94). Auch bei der Kardioprotektion durch RIPC
bestatigen Untersuchungen eine Beteiligung dieser Kanale (95). Es wurde gezeigt, dass
mKca-Kanale durch Proteinkinase A (PKA) aktiviert werden kénnen (96). Phospholamban
(PLB) wird durch eine aktivierte PKA phosphoryliert (97), daher dient phosphoryliertes PLB
(pPLB) als Marker fur die Aktivitat der PKA. Ein funktioneller Zusammenhang von mKca —
Kanalen und PKA wird beschrieben (98).

1.4 Klinische Anwendung von ischamischer

Fernprakonditionierung und moglicher Storfaktor Alter

Es gibt derzeit keine etablierte wirksame therapeutische Intervention zum Schutz des
Myokards vor den negativen Auswirkungen eines |/R-Schadens (14). Einen
vielversprechenden Ansatz zur Anwendung in der klinischen Praxis kdnnte aufgrund der
nebenwirkungsarmen, kostengunstigen und einfachen Durchfihrbarkeit RIPC sein.
Dennoch kann aktuell keine Empfehlung fur die klinische Anwendung dieser Ma3nahme

gegeben werden.

Einige Studien haben zwar positive Effekte von RIPC bei Patienten vor herzchirurgischen
Operationen (99-101), primarer PCl (102-104) oder bei Patienten mit akutem
Myokardinfarkt (38) gezeigt. Aber ebenso konnte in anderen Studien kein Nutzen bei diesen
Patienten gefunden werden (105-108). Zwei grofRe randomisierte, multizentrische,
klinische Studien mit 1403 Patienten (109) und 1612 Patienten (110) wiedersprachen sogar
der Wirksamkeit von RIPC in der Klinik und zeigten, dass sich, durch RIPC mittels
Aufblasen einer Blutdruckmanschette am Oberarm, kein klinisch relevanter Vorteil bei den
behandelten herzchirurgischen Patienten ergab. Die genaue Ursache fir diese
unterschiedlichen Ergebnisse ist unklar. Diskutiert werden verschiedene Storfaktoren
einschliefllich Medikamente, Anasthesieregime und individuelle Charakteristika der
Patienten wie Alter oder Geschlecht (57,111-113).

Die veroffentlichten Studien konzentrierten sich meist auf klinische Ergebnisse und
untersuchten keine molekularen Mechanismen von RIPC beim Menschen. Um die

Unstimmigkeiten in den Ergebnissen besser zu verstehen, ist es notwendig, die zellularen
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und molekularen Mechanismen, die durch RIPC beim Menschen und auch bei Tieren
zugrunde liegen, zu untersuchen (114). Zudem wuirde es dadurch mdglich werden, gezielt
aktivierend oder hemmend in die Signalwege einzugreifen und damit die Effektivitat der
Kardioprotektion zu beeinflussen. Stérungen, die den endogenen Mechanismus in seiner
Entstehung, in der Ubertragung oder in seiner Wirkung beeinflussen, kénnten identifiziert
werden (112,115).

Ob eine Konditionierung von Organen auch bei alteren Versuchstieren oder Patienten noch
wirksam ist, wird kontrovers diskutiert. Studien deuten auf einen Verlust des Schutzes im
alten Herzen hin. Beobachtungen zeigen, dass die Kardiomyozyten durch das Alter eine
verminderte Funktion der Mitochondrien (116), verminderte Stresstoleranz, verminderte
kontraktile Funktion (117) und auch eine erhdhte Anfalligkeit fir Apoptose und Nekrose
zeigen (118). Damit wird durch das fortscheitende Alter die Toleranz des Herzens
gegenuber einer Ischamie/Reperfusion vermindert (111). In welcher Form die endogenen
Mechanismen der Konditionierung durch das fortschreitende Alter eine veranderte Wirkung

oder einen Wirkverlust erfahren, ist nicht bekannt.

Es existieren Hinweise, dass IPC und IPostC Uber altersinduzierte kardiale Veranderungen
der Proteinexpression und Signalwege des Myokards an Wirkung verlieren (111).
Ergebnisse einer Studie aus unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass kardioprotektive Effekte,
die durch RIPC induziert wurden, im Herzen alterer Ratten blockiert waren (119). Auch
klinische Studien, z.B. von Lee et al. zeigten einen Verlust des Schutzes bei alteren
Patienten (alter als 65 Jahre), die sich einer Koronarangioplastie unterzogen, im Vergleich
zu Patienten, die jlinger als 55 Jahre alt waren (120). Weitere Studien, die vor allem die
IPC untersuchen, beschreiben einen altersbedingten Verlust der Kardioprotektion (121—
123). Die zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen sind aber nicht klar.
Uberlegungen bestehen, dass ein alterungsabhangiger Wirkverlust der RIPC im mKca-
Kanal und/oder im vorgeschalteten Signalweg zu vermuten ist. Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe stlitzen diese Vermutung. So wurde gezeigt, dass eine Prakonditionierung
mittels Helium in jungen Ratten (2-4 Monate) zu einer mKce-Kanal-vermittelten
InfarktgrofRenreduktion fiihrte, diese aber bei alteren Ratten (20-24 Monate) nicht
nachzuweisen war (124). Zudem konnten weitere Untersuchungen, die dieser Arbeit
vorausgingen, zeigen, dass durch das RIPC-Plasma von jungen, mannlichen Probanden
eine signifikante InfarktgroRenreduktion bei jungen mannlichen Tierherzen induziert werden
konnte (125). Der gleiche Versuch mit Plasma von &lteren Probanden zeigte dagegen
keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Kontroll-Plasma und dem RIPC-Plasma
(125). Diese Ergebnisse deuten auf eine veranderte Freisetzung humoraler Faktoren nach

RIPC bei den alteren Menschen im Vergleich zu jingeren hin.
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1.5 Ziel dieser Arbeit

Die RIPC ist ein vielversprechender, physiologischer endogener Mechanismus, der eine
Kardioprotektion Uber humorale Faktoren beim Menschen vermittelt. Es existieren
Hinweise, dass die Wirksamkeit der RIPC im hoheren Lebensalter vermindert bzw. nicht
mehr vorhanden ist. Das Vorliegen von altersspezifischen Unterschieden konnte u.a. in
frheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe gezeigt werden. In diesen Untersuchungen
zeigte sich, dass die Behandlung von isoliert perfundierten Rattenherzen mit RIPC-Plasma
jungerer mannlicher Probanden die InfarktgroRe reduzierte. Eine Behandlung von isolierten
Herzen mit RIPC-Plasma der alteren, mannlichen Probanden reduzierte die InfarkigroRe
dagegen nicht (125). In dieser Arbeit liegt der Fokus auf der Untersuchung der
differentiellen Aktivierung kardioprotektiver intrakardialer Signalwege durch humorale

Faktoren aus RIPC-Plasma jlngerer und alterer Probanden.
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit den Fragen:

e Fihrt die Behandlung des jungen, mannlichen Rattenherzens mit RIPC-Plasma der
jungeren, mannlichen Probanden zu einer verstarkten Phosphorylierung kardialer
Proteine (Proteinkinase B (AKT), extrazellular regulierte Kinase 1/2 (ERK1/2),
Glykogensynthasekinase - 3 - Beta (GSK3[), endotheliale NO - Synthase (eNOS),

Phospholamban (PLB)) im Vergleich mit Kontrollplasma?

o Fihrt die Behandlung des jungen, mannlichen Rattenherzens mit RIPC-Plasma der
alteren, mannlichen Probanden zu einer verstarkten Phosphorylierung kardialer
Proteine (Proteinkinase B (AKT), extrazellular regulierte Kinase 1/2 (ERK1/2),
Glykogensynthasekinase - 3 - Beta (GSK3), endotheliale NO - Synthase (eNOS),

Phospholamban (PLB)) im Vergleich mit Kontrollplasma?
¢ Besteht ein altersabhangiger Unterschied in der intrakardialen Proteinaktivierung?
Um diese Fragen zu beantworten, wurde folgender methodischer Ansatz gewahlt:

Es wurden im Rahmen der groBeren Gesamtstudie jeweils zehn méannliche Probanden aus
zwei Altersgruppen (jingere Probanden zwischen 18 und 30 Jahre; altere Probanden
zwischen 65 und 80 Jahre) rekrutiert. Diesen wurde vor und nach einem erfolgreichem
RIPC-Manéver Plasma entnommen. AnschlieRend wurde das aufbereitete Plasma einem
isoliert perfundierten jungen Rattenherzen (Langendorff-Anlage) nach einem
standardisierten Protokoll appliziert. Im Anschluss wurden die Herzen proteinbiochemisch
analysiert. Mittels Western Blot Analyse wurde die Phosphorylierung ausgewabhlter Proteine
aus beschriebenen kardioprotektiven Signalwegen (RISK- und NO/PKG-Signalweg) und
Phospholamban (PLB) als Zielprotein der PKA analysiert.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Ammoniumpersulfat (APS)

Aqua destillata (Aqua dest.)

B- Mercaptoethanol

Pierce™ BCA Protein Assay

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bromphenolblau Natriumsalz

cOmplete ™ (Protease Inhibitor Cocktail Tablets)
Coomassie Blue

Dithiothreitol (DTT)

Enhanced chemoluminescene (ECL)-Reagenz

Eisessig
Ethanol (unvergallt)

Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylether)-tetraessigsaure
(EGTA)

Folins Reagenz

Glycerol

Glycin

Kupfersulfat-Pentahydrat (CuSQOs - 5H,0)
Methanol

Milchpulver

Natriumacetat

Natriumcarbonat (Na>COs)

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich, Steinheim

ThermoScientific, Waltham,
Arizons/USA

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, Texas/USA

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
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Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumorthovanadat (NazVOa)
Rotiphorese® Gel 30

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Stickstoff

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Tris base

Tris hydrochloride (Tris-HCI)

Tween

2.1.2 Verbrauchsmaterialien und Gerate
Abzug

Analysewaage

Charge-coupled device (CCD)-Kamera (CoolSNAP HQ2)

Elektrophoresekammer
Fiber Pads

Filterpapiere

Glasplatten

Magnetrihrstab

Mikroreaktionsgefalle

Multi-Detektions-Reader flr Mikroplatten (Synergy?2)
pH-Meter

Pipetten

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran

Schittler

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck-Schuchardt,

Hohenbrunn

Linde AG, Dusseldorf
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Vinitrex, Coswig
Sartorius, Goéttingen

Photomectrics, Tuscon
(Arizona, USA)
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Minchen

Whatman, Dassel
Bio-Rad, Miinchen

H+P Labortechnik,
Oberschleil3heim

Eppendorf, Hamburg
BioTek, Bad Friedrichshall
WTW, Weilheim
Eppendorf, Hamburg
Merck Millipore, Darmstadt

IKA, Staufen
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Tischzentrifuge VWR, Darmstadt

Transferkammer Bio-Rad, Miinchen

Vortexer Heidolph Instruments,
Schwabach

Zentrifuge Eppendorf, Hamburg

2.1.3 Puffer und Lésungen

STAMM-Lésung 5mM Sigma 7-9pH 8
50 mM NaF
2 mM NasVO,
2 mM EGTA
100 ml Aqua dest.
Lysepuffer 10 ml STAMM-L6sung
40 pl/ml Complete™
5mM DTT
1,5 M Tris base 54,51 g Tris base

ad 300 ml Aqua dest.
pH 8,8
1,25 M Tris base 15,14 g Tris base

ad 100 ml Aqua dest.

pH 6,8
Sodiumdodecylsulfat (SDS) 10% 5g SDS
ad 50 ml Aqua dest.
Ammoniumpersulfat (APS) 10% 19 APS

ad 10 ml Aqua dest.



500 mM Tris-HCI 15,8 g

Tris-HCI

ad 200 mi Aqua dest.

pH 6,8

SDS-Stopppuffer 7ml
1mi

2ml

19

30 mg

Ladepuffer 30mg

19

2ml
1 mi
7ml

Laufpuffer (10x) 30g

144 g

10g

Aqua dest.

500 mM Tris-HCI (pH 6,8)
Glycerol

SDS

Bromphenolblau (0,5%)
Bromphenolblau (0,5%)
SDS

Glycerol

500 mM Tris-HCI, pH 6,8
Aqua dest.

Tris base

Glycin

SDS

ad 1| Aqua dest.

Transferpuffer (1x) 1,453 g Tris base

7,206 g Glycin

ad 11 Aqua dest.

Coomassie-Farbeldsung

750 mg Coomassie Blue
25 ml Eisessig
112,5 ml Ethanol

112,5 ml Aqua dest.
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Tris-Buffered Saline and Tween 20

(TBS-T)

Blotto 5%

Blotto 1%

(5% Magermilchlésung)

(1% Magermilchlésung)

649 Tris base
22,2 g NaCl
2ml  Tween
ad 2| Aqua dest.

pH 8,0

50g Milchpulver

ad 11 TBS-T

Blotto 5% 1:5 mit TBS-T verdinnen
50g bovines Serumalbumin (BSA)

1000ml  Waschpuffer (TPBS)
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2.1.4 Verwendete Antikoper

Tabelle 1: Ubersicht der verwendeten Primirantikorper bei der Western Blot Analyse

Antikorper | Phosphorylierungs- Quelle Hersteller Verdiinnung
stelle
#Produktnummer
AKT - Kaninchen Cell Signaling 1:5000
#9272
p-AKT Thr308 Kaninchen Cell Signaling 1:1000
#4056
ERK 1/2 - Kaninchen Cell Signaling 1:1000
#9102
p-ERK1/2 Thr204 Kaninchen Cell Signaling 1:1000
#9101
GSK3p - Kaninchen Cell Signaling 1:10000
#9315
p-GSK3p Ser9 Kaninchen Cell Signaling 1:10000
#9336
eNOS - Maus BD Biosciences 1:1000
#610297
p-eNOS Ser1177 Kaninchen Merck Millipore 1:2000
#07-428
PLB - Kaninchen Abcam 1:5000
#ab86930
p-PBL Ser16 Kaninchen Merck Millpore 1:5000
#07-052
GAPDH - Maus Abcam 1:50000
#ab8245
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Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Sekund:iirantikorper bei der Western Blot Analyse

Antikérper Quelle Hersteller Verdiinnung
#Produktnummer
. A Esel Jackson ImmunoResearch Suffolk 1:10000
Peroxidasekonjugierter
anti-Kaninchen IgG (UK)
#711-035-152

. A Ziege Jackson ImmunoResearch Suffolk 1:10000
Peroxidasekonjugierter

anit-Maus IgG (UK)
#115-035-003

2.2 Methode

Diese klinisch-experimentelle Gesamtstudie besteht aus mehreren Untersuchungs-
abschnitten, die den von mir durchgefihrten proteinbiochemischen Untersuchungen
vorangestellt waren. Alle Untersuchungen und Vorgehensweisen wurden bereits von der

Arbeitsgruppe publiziert (125).

Im ersten klinischen Untersuchungsabschnitt wurde bei gesunden Probanden humanes
Blutplasma vor und nach ischamischer Fernprakonditionierung (engl. Remote Ischemic

PreConditioning, RIPC) gewonnen.

Im zweiten experimentellen Untersuchungsabschnitt wurde der kardioprotektive Effekt des
humanen Blutplasmas am isoliert perfundierten Rattenherzen (Langendorff-Anlage)
untersucht. Hier konnte durch InfarktigréRenbestimmung gezeigt werden, das RIPC-Plasma
der jungen mannlichen Probanden eine InfarkigréRenreduktion bei den Wistar-
Rattenherzen im Vergleich mit dem Kontrollplasma (InfarkigroRe CON-Plasma
(jung):47+5%, InfarktgroRe RIPC-Plasma (jung): 31+10%) induziert. Dies konnte nach
Applikation des RIPC-Plasmas der dlteren mannlichen Probanden im Vergleich mit dem
Kontrollplasma (Infarktgrole CON-Plasma (alt) 43+9%, Infarkigrofe RIPC-Plasma (alt)
46+12%) nicht beobachtet werden. Die InfarkigroRe der Wistar-Rattenherzen zeigte keine
InfarktgréfRenreduktion (125).

Im Rahmen der vorbeschriebenen Arbeiten sind weitere junge mannliche Wistar-
Rattenherzen, die mit Kontroll- oder RIPC-Plasma perfundiert wurden, an der Langendorff-
Anlage generiert worden. Diese wurden in dieser Arbeit zur Untersuchung mdglicher
Signaltransduktionswege, die durch humorale Faktoren im Herzen vermittelt werden,
genutzt. Eine besondere Bericksichtigung madglicher altersbedingter Unterschiede nach
RIPC bei mannlichen Probanden stand dabei im Vordergrund. Die Untersuchung der
Herzgewebe mittels Western Blot Analyse stellt meine Tatigkeit bei dieser Arbeit dar. Die
vorangestellten Schritte werden im Folgenden zur besseren Verstandlichkeit der Arbeit

beschrieben.
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2.2.1 Ischamische Fernprakonditionierung und Gewinnung des humanen

Plasmas

Das humane Plasma wurde dankenswerterweise von Frau Priv.-Doz. Dr. Tanja Meyer-
Treschan bereitgestellt. Die Studie wurde vorab vom Ethikkomitee des
Universitatsklinikums Duisseldorf genehmigt (Referenznummer 3911). Zur Gewinnung des
Plasmas wurden freiwillige Studienteilnehmer Uber Aushdnge am Universitatsklinikum
Dusseldorf angeworben. Die ausschlieBlich mannlichen Studienteilnehmer wurden in 2
Gruppen mit jeweils 10 Probanden unterschieden. Die jiingeren Studienteilnehmer waren
zwischen 18 und 30 und die alteren zwischen 60 und 80 Jahre alt. Die teilnehmenden

Probanden zeigten keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf GréRe oder Gewicht.
Einschlusskriterien:

e Schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme

e Alter zwischen 18 bis 30 Jahre oder 60 bis 80 Jahre

o Altersgerechte korperliche Belastbarkeit

¢ Voll funktionsfahige obere Extremitat
Ausschlusskriterien:

e Fehlendes Einverstandnis

e Psychiatrische oder neurologische Stérungen

o Periphere arterielle Verschlusskrankheit

e Diabetes mellitus

e Hypertonus

e NYHA=II

¢ Vorbestehende Nervenschaden an einem der Arme

o Vorbestehende thrombembolische Ereignisse

o Raucher (innerhalb der letzten 5 Jahre, > 10 pack years)

¢ Einnahme von Dauermedikation (Ausnahme: L-Thyroxin)

e Einnahme von Akutmedikation innerhalb der letzten 14 Tage

e Chronische Schmerzerkrankung
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Die Blutentnahme und die ischadmische Fernprékonditionierung wurden ambulant in der
Klinik fur Anasthesiologie durchgefuhrt. Ein Protokoll Uber das Vorgehen wurde strikt
eingehalten. Zunachst wurde das praischamische Blut am rechten Arm entnommen.
Danach wurde am linken Arm mit einer auf 200 mmHg aufgepumpten Blutdruckmanschette
eine Ischamie fur 5 Minuten erzeugt. Die Reperfusion erfolgte durch vollstandiges Entliiften
der Blutdruckmanschette und Erhalt der Reperfusion fir 5 Minuten. Dieser Ischamie-
/Reperfusionszyklus wurde insgesamt drei Mal durchgeflihrt. AnschlieRend erfolgte eine
weitere Blutabnahme am rechten Arm. Die Blutproben wurden nach der Intervention
zentrifugiert und das Plasma in Falcon-Rdéhrchen aliquotiert. Bis zum weiteren Gebrauch
wurden die Proben bei -80°C gelagert (125).

2.2.2 Versuchstiere und Applikation des Plasmas an der Langendorff-Anlage

Die Herzgewebeproben fir die Western Blot Analysen wurden im Rahmen der
Gesamtstudie durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe gewonnen (Aktenzeichen des
Organentnahmeprojekts der Zentralen Einrichtung fir Tierforschung und wiss.
Tierschutzaufgaben (ZETT): O 27/12).

Die mannlichen Wistar-Ratten (Fa. Janvier, Laval, Frankreich) waren durchschnittlich zwei
Monate alt. Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn unter standardisierten Bedingungen
gehalten und es erfolgten regelmaRige, tierarztliche Untersuchungen. Die Versuchstiere
wurden mit Pentobarbital (80 mg/kg i.p.) sediert und mit 1000 I. E. Heparin antikoaguliert,
bevor sie in tiefer Narkose und erloschenen Schutzreflexen dekapitiert wurden.

Anschlieflend erfolgte die rasche Entnahme der Herzen iber eine mediane Thorakotomie.

Jeweils ein frisches Herz wurde an die Langendorff-Anlage angeschlossen und mit einer
modifizierten gewarmten Krebs-Henseleit-Losung (enthalt in Aqua destillata: 118 mM NaCl,
4,7 mM KCl, 1,2 mM MgSQq, 1,2 mM KH2POy4, 4,25 mM NaHCO3, 0,5 mM EDTA, 2,25 mM
CaClz, 11 mM D(+)-Glucose, 1 mM Laktat) mit einem konstanten Druck von 80 mmHg
perfundiert. Durch kontinuierliche Begasung der Krebs-Henseleit-Lésung mit Carbogen
(5% CO2 und 95% O32) wurden die Oxygenierung des Puffers und ein konstanter pH-Wert
von 7,4 erreicht. Auch die Temperatur wurde durch externe Warmekreislaufe und eine

Warmekammer konstant gehalten.

Nach einer Aquilibrierungsperiode von 20 Minuten mit Krebs-Henseleit-Lésung wurde das
humane Probandenplasma appliziert. Die eingefrorenen Probandenplasmen wurden dazu
bei 45°C aufgetaut. Die Applikation des Plasmas erfolgte mit einem Perfusor Uber einen
Dreiwegehahn in den Koronarkreislauf. Die Flussrate des jeweiligen Plasmas wurde auf

0,5% des koronaren Flusses festgelegt und erfolgte insgesamt tUber 10 Minuten. Das
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verwendete Langendorff-Modell zur isolierten Perfusion des Rattenherzens ist an der Klinik

fur Anasthesiologie etabliert und wurde bereits mehrfach angewendet (126—-128).

Es wurden pro Proband zwei Herzen perfundiert: Die Kontrolle (CON) mit dem ersten
Rattenherz erfolgte mit dem Plasma, das aus der Blutentnahme vor dem Ischamie-
/Reperfusionszyklus stammte. Das zweite Rattenherz wurde mit dem Plasma nach der
ischamischen Fernprakonditionierung perfundiert. Anschlie®end wurden die Herzen
geviertelt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur molekularbiologischen

Untersuchung bei einer Temperatur von -80°C aufbewahrt (125).

2.2.3 Proteinbiochemische Analyse

2.2.31 Probenaufarbeitung

Zur Aufbereitung wurden etwa 100 mg des tiefgefrorenen Herzgewebes abgewogen und
mit einem tiefgekihlten Metall-Potter durch mehrere Hibe mechanisch zerkleinert. Das
pulverisierte Gewebe wurde in 1 ml frisch angesetzten Lysepuffer aufgenommen und durch
Schiutteln im Eisbad homogenisiert. Anschliefiend wurde die Suspension 30 Minuten auf
Eis inkubiert und 20 Minuten bei 14000g zentrifugiert. Die Arbeitstemperatur wurde dazu
immer unter 4°C gehalten. Der proteinenthaltende Uberstand wurde in ein separates Gefal

abgetragen und bei -80°C aufbewahrt.

2.2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung und Probeneinstellung

Zur Bestimmung und Angleichung des Proteingehalts in den einzelnen Proben wurde eine
Proteinbestimmung nach dem Bicinchoninsaure (BCA)-Test durchgefihrt (129). Hierbei
bilden die Proteine mit Cu?*-lonen in alkalischer Losung einen Komplex (Biuret-Reaktion).
Die Cu?*-lonen dieses Komplexes werden zu Cu*-lonen reduziert, die mit BCA einen
violetten Farbkomplex bilden. Die Farbung der zu untersuchenden Proteinlésung wurde mit
der Farbung von Eichlésungen bekannter Proteinkonzentration verglichen. Als Eichlésung
diente bovines Serumalbumin (BSA) in Konzentrationen von 0,025; 0,125; 0,25; 0,5; 0,75;
1,0; 1,5 und 2,0 mg/ml. Zur Bestimmung des Proteingehalts der Lésungen wurden 12,5 pl
der L6sung bzw. des BSA-Standards mit 200 pl des BCA-Reagenz im Doppelansatz in eine
96 Well-Platte pipettiert und bei 37°C fir 30 min inkubiert. Anschlief’end erfolgte die
Messung der Extinktion der Farbkomplexe bei 562 nm im Multi-Detektions-Reader fir
Mikroplatten (Firma BioTek, Winooski, Vermont USA). Die Proteinkonzentration der Proben

durch Verdinnung mit Lysepuffer angeglichen.

2233 Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der Proteine nach deren Molekiilgrof3e wurde eine Gelelektrophorese nach
Laemmli angewendet (130,131). Die SDS-PAGE (Abkurzung fur sodium dodecyl! sulfate
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polyacrylamide gel electrophoresis, Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)

ermoglicht eine gute Trennung der Proteine mit Molekilmassen zwischen 5 und 250 kDa.

Die Gele waren 1,5 mm dick, hatten eine Lauflange von etwa 6 cm und bestanden aus
einem Trenngel und ein Sammelgel. Das Trenngel und das Sammelgel unterschieden sich
beide im Hinblick auf den pH, die lonenstarke und die PorengrofRe. Die Proben wurden im
groRporigen Sammelgel zunachst fokussiert, indem sie sich anhand ihrer Grée bis zum
Trenngel konzentrieren bevor sie sich im Trenngel wahrend der Elektrophorese der GréRRe
nach auftrennen. Je nach Molekulargewicht der Proteine wurden unterschiedliche
Trenngele genutzt. Das Trenngel setzte sich zusammen aus 30% Polyacrylamid
(Rotiphorese® 30% (eine gebrauchsfertige und gasstabilisierte wassrige 30% Acrylamid-,
Bisacrylamid-Stammlésung im Verhaltnis 37,5:1 von der Firma Carl Roth GmbH)),
Reinstwasser, 1,5 M Tris (pH 8,8) und dem anionischen Tensid Sodiumdodecylsulfat
(SDS), das die Eigenladung der Proteine Gberdeckt und dadurch eine nahezu konstante
Ladungsverteilung der Proteine bewirkt. AuRBerdem wurden der Quervernetzer und
Polymerisationskatalysator Tetramethylethylendiamin (TEMED) und der
Polymerisationsinitiator Ammoniumpersulfat eingesetzt. Die Zusammensetzungen der
verschiedenen verwendeten Gele werden in der Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Zusammensetzung der verwendeten Gele. Es wurden fiir die zu untersuchenden Proteine
unterschiedliche Trenngele eingesetzt: 8%: eNOS; 12%: ERK1/2, GSK3p, AKT, PLB.

Komponente Trenngel 8% Trenngel 12% Sammelgel 6%
Rotiphorese® 30% 53 ml 7,92 ml 2,55 mi
Reinstwasser 9,3 ml 6,88 ml 10,5 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 5mil 5mil
1,25 M Tris (pH 6,8) 1,5 ml
SDS (10%) 200 pl 200 pl 150 pl
TEMED 20 ul 20 ul 30l
APS (10%) 100 pl 100 pl 150 pl

Die Geltaschen wurden jeweils mit einer Proteinmenge von 25 ug geladen. In der
Probenvorbereitung wurden die Proben mit dem gleichen Volumen aus (3-Mercaptoethanol
und SDS-Stopppuffer (10x-Ladepuffer, 1:10 verdlinnt) versetzt. AnschlieBend wurden diese

Proben fir 5 Minuten auf 95°C erhitzt. Ausgenommen bei Proben, in denen
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Phospholamban untersucht wurde. Diese Proben/Puffer-Gemische wurden fiir 45 min bei

37°C erwarmt.

Es wurde eine Elektrophoreseapparatur der Firma Bio-Rad (Hercules, Kalifornien/USA)
verwendet. Die Laufzeit der Gele betrug bei 100 V ca. 80 min. Nach der Elektrophorese

wurden die Trenngele separiert und bis zum Proteintransfer in Transferpuffer inkubiert.
2234 Transfer

Beim Transfer wurden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf
Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membranen Ubertragen und immobilisiert. Die Membranen
wurden zuerst fur 3 bis 5 Minuten in Methanol aktiviert und danach in Transferpuffer
gewaschen. Der Transfer erfolgte in einer mit Transferpuffer gefullten Kammer der Firma
Bio-Rad nach Angaben des Herstellers. Bei der Schichtung der verschiedenen Materialen
in der Transferkassette wurde auf darauf geachtet, dass zwischen Membran und Gel ein

luftblasenfreier Kontakt bestand. In der Abbildung 4 wird dieses veranschaulicht.

®

Filterpapier

PVDF-Membran

Gel

Filterpapier

Fiberpads

Transferrichtung

©

Abb. 4: Schematische Darstellung der Materialien in der Transferkassette. Anordnung nach der
Transferrichtung von der Kathode (-) zur Anonde (+).

|
i
1
Z

Der Transfer wurde mit 200 mA und 4°C unter laufender Kihlung und unter Rihren des
Puffers fir 60 Minuten durchgefihrt.

2.2.3.5 Nachkontrolle der Gele

Im Anschluss an den Transfer wurden die Gele zum Anfarben der Proteine mit Coomassie-
Blau Farbelosung bedeckt und fiir 30 Minuten geschdttelt. Der Coomassie-Blau Farbstoff

lagerte sich dabei an die basischen Seitenketten der Aminosauren an und farbte die
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Proteine. Der in der L6sung enthaltende Eisessig fixierte die Proteine im Gel. Danach wurde
die Farbeldsung entfernt und das Gel mit Coomassie Entfarbeldésung fir 60 Minuten und
anschlieRend mit Leitungswasser entfarbt. Nach der Entfarbung des Gels waren lediglich
einzelne Proteinbanden schwach sichtbar als Hinweis fir einen erfolgreichen Transfer der

Proteine auf die Membran.

2.2.3.6 Blocken

Damit unspezifische Bindungsstellen auf den Membranen mit Proteinen abgesattigt werden
konnten, wurden die Membranen in einer Lésung aus 5% Milchpulver oder Albumin (nur
bei p-AKT) in Waschpuffer Gber zwei Stunden unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur

inkubiert.

2237 Immunfarbung

Die Membran wurde zundchst mit dem Antigen-Antikérper (1. Antikdrper) inkubiert. Die
Antikdper wurden nach Angaben des jeweiligen Herstellers, wie in Tabelle 1 in Abschnitt
2.1.4 beschrieben, verdiinnt und die Inkubation erfolgte bei +4°C liber Nacht. Anschliel3end
wurden die Membranen dreimal fiir jeweils 10 Minuten in Wasch-Puffer gewaschen. Damit
werden ungebundene Antikérper entfernt. Der zweite Antikbrper war mit
Meerrettichperoxidase (HRP) markiert und war jeweils gegen die Spezies des
Erstantikdpers gerichtet. Auch diese wurden nach Angaben des Herstellers, wie in Tabelle
2 in Abschnitt 2.1.4 beschrieben, verdiinnt und die Membranen damit flr 2 Stunden bei
Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert. Es folgte auch hier ein dreimaliges Waschen

mit Waschpuffer (jeweils 10 Minuten).

2238 Entwicklung und Auswertung

Die Detektion der Banden erfolgte mit Hilfe des enhanced chemoluminescence (ECL)-
Reagenz nach Angaben des Herstellers. Die dabei entstehende Lumineszenz wurde
mithilfe des charge-coupled device (CCD)-Kamerasystem von Photometrics® (Tucson,
Arizona/USA) im Dunkelraum nach entsprechender Belichtungszeit detektiert und die
Banden mit der Software Gel-Pro Analyzer (Version 6.0, Media Cybernetics, Inc., Silver

Spring, Maryland/USA) digital erfasst. In Abbildung 5 erfolgt eine vereinfachte Darstellung.
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Abb. 5: Vereinfachte Darstellung der emnhanced chemoluminescence-Reaktion (132). Die mit dem
Sekundérantikorper konjugierte Meerrettichperoxidase (HRP = horseradish peroxidase) katalysiert mithilfe
von Wasserstoffperoxid (H,O;) die Oxidation von Luminol zu 3-Aminophthalat. Die dabei freigesetzte
Lumineszenz kann mit einer charge-coupled device (CCD)-Kamera detektiert werden. PVDF =
Polyvinylidenfluorid nach MacPhee 2010.

Die densitometrische Auswertung des Western Blots erfolgte mit der Software Gelscan
(Version 6.0 der Firma Decon Science Tec, Frankfurt). Dabei wurde die mittlere
Lichtintensitat der relevanten Banden wahrend der Belichtungszeit gemessen. Dieser Wert
wurde jeweils in Bezug zu dem Referenzprotein Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) vergleichsweise gegenlbergestellt. GAPDH wird als
Housekeeping Gen in Herzzellen konstitutiv exprimiert und eignet sich zur internen
Kalibrierung, so dass sich die relativen Veranderungen der Proteinexpressionslevel
bestimmen lieRen. Ein Vergleich der Antikorperreaktion der Banden verschiedener Western
Blots wurde damit mdglich. In allen Fallen wurden die zu vergleichenden Proben jeweils in
nebeneinanderliegenden Taschen der Gele aufgetragen. Fur einen Vergleich der
verschiedenen Western Blots wurde auf jedem Blot die Antikperreaktion aus Protein von
ein und demselben Herz bestimmt, das mit Forskolin behandelt wurde (Positivkontrolle:
Forskolinstandard). Auch hier wurden die phosphorylierten Proteine und die Gesamtmenge
der Proteine auf GAPDH normiert. In einem letzten Schritt wurden die Verhaltnisse aus den
beiden vorherigen Schritten ins Verhaltnis gesetzt. Die Ergebnisse sind dargestellt als

relative Expressionen, die nach der folgenden Formel berechnet wurden:
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Wert (a) des phosphorylierten Proteins
[ Wert (b) des gesamten Proteins ]
Wert (c) des phosphorylierten Proteins im Forskolin Standard
Wert (d) des gesamten Proteins im Forskolin Standard ]

relative Expression (x) = [

Nach dieser Vorgehensweise wurde die Expression im Forskolinherzen gleich 1 gesetzt
und alle Expressionsniveaus der anderen Interventionen auf diesen Wert bezogen

(Normalisierung, fold change).

2.2.4 Statistische Datenanalyse

Die Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben. Das
Programm GraphPad PRISM® Version 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)
wurde zur Auswertung der Daten verwendet. Unterschiede wurden mit Hilfe des
abhangigen t-Test (,paired Students t-test‘) berechnet. Als signifikante Unterschiede gelten

Werte mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,05.
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3 Ergebnisse

Mit der Western Blot Analyse wurden sowohl der Grad der Phosphorylierung beteiligter
Proteine des RISK-Signalwegs als auch die Phosphorylierung von Phospholamban, einem
Protein, das von der PKA phosphoryliert wird, untersucht. Dazu wurde jeweils das
Herzgewebe von jungen, mannlichen Ratten, die entweder mit Kontroll- (CON) oder mit

RIPC-Plasma (RIPC) perfundiert wurden, analysiert.

3.1 Effekte auf die Proteinphosphorylierung durch das Kontroll-

und das RICP-Plasmas der jungen Probanden

Nach Perfusion der Herzen mit RIPC-Plasmen zeigte sich bei den untersuchten Proteinen
pAKT, pERK1/2 des RISK-Signalwegs kein Unterschied im Phosphorylierungsstatus im
Vergleich zu den Kontrollen (CON-Plasma) (pAKT: 0,28+0,21 vs. CON: 0,3810,43;
pERK1/2: 1,71+0,87 vs. CON: 1,80+0,62). Diese Ergebnisse sind in den Abbildungen 6 bis
9 dargestellt. In der Abbildung 6 wird nur einmal exemplarisch das phosphorylierte AKT und
das Gesamtproteinprotein AKT mit dem jeweils korrespondierenden GAPDH Kontrollen
dargestellt. In dieser Abbildung ist auch der beschriebene Forskolin-Standard abgebildet.
In allen weiteren Abbildungen beschrankt sich die exemplarische Darstellung auf das
phosphorylierte Protein und das Gesamtprotein. Die phosphorylierten Proteine wurden auf

das jeweilige Gesamtprotein normalisiert.

30



A) B)
phosphoryliertes AKT (60kDa) GAPDH zu phosphoryliertes AKT (34 kDa)
e (R
| — S e — S0kDa
50kDa o o o ———— —
B0
33K0a 1m0 o
23kDa , 17%0a » B
17kDa ©
oo g I SESEREE
ISR IR | BREEEEEE
j SEERELEE :
4
C) D)
gesamt AKT (60kDa) GAPDH zu gesamt AKT (34kDa)
' g
sekba » @ . R S0KDa =
33kDa . g T ——— ——
23kDa = 23kDa -
17kDa * 17kDa -

B CON jung =
lmm
18 COM jung
18 RPC jung
D RPC aht
D CON alt
G CON ot
G RPC s
For sk Standerd
§ CON jung
B RPC pung
18 CON jung
18 RIPC junyg
D RPC ait
O COMN alt
G CON =
O RPC -

Forakolin- Standed

Abb. 6: Exemplarische Darstellung eines Western Blots. Reprisentativer Western Blot mit A) den Banden
des phosphorylierten AKT sowie die B) der korrespondierenden GAPDH Kontrolle und C) gesamt AKT sowie
D) der korrespondierenden GAPDH Kontrolle. Auf jeder Membran A-D) wurde der beschriebene Forskolin-
Standard an erster Position aufgetragen. CON: Kontroll-Plasma; RIPC: Plasma nach Fernprékonditionierung.
Proben jeweils gepaart angeordnet. Probanden 8 und 18 aus der Gruppe der jungen Probanden und Probanden
D und G aus der Gruppe der élteren Probanden.
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Abb. 7: Relative Expression von phosphoryliertem AKT zu gesamten AKT im Verhiltnis zum Standard
(Forskolin behandeltes Herz = 1,0); p = 0,388. CON: Kontroll-Plasma; RIPC: Plasma nach Remote Ischemic
PreConditioning. (n = 10 untersuchte Rattenherzgewebeproben nach isolierter Perfusion mit einem humanem
Probandenplasma (insgesamt 10 Probanden) jeweils vor CON oder nach RIPC)
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Abb. 8: Repriisentativer Western Blot mit den Banden des phosphorylierten ERK1/2 und dem gesamten
ERK 1/2, ohne GAPDH und Forskolin Standard. RIPC - : Kontroll-Plasma; RIPC + : Plasma nach
Fernprékonditionierung.
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Abb. 9: Relative Expression von phosphoryliertem ERK1/2 zu gesamten ERK1/2 im Verhiiltnis zum
Standard (Forskolin behandeltes Herz=1,0); p = 0,751. CON: Kontroll-Plasma; RIPC: Plasma nach Remote
Ischemic PreConditioning. (n = 10 untersuchte Rattenherzgewebeproben nach isolierter Perfusion mit einem
humanem Probandenplasma (insgesamt 10 Probanden) jeweils vor CON oder nach RIPC)
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Das untersuchte Protein peNOS des Stickstoffmonoxid/Proteinkinase G (NO/PKG)-
Signalwegs zeigt keinen Unterschied im Phosphorylierungsstatus im Vergleich zu der
Kontrolle (peNOS: 0,76+0,28 vs. CON: 0,78+0,33) (125). Dargestellt in den Abbildungen 10

und 11. Die phosphorylierten Proteine wurden auf das jeweilige Gesamtprotein normalisiert.

phospho-eNOS " W — . % e = | 132 -140 kDa

gesamt-eNOS — —— — — w132 — 140 kDa
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Abb. 10: Repriisentativer Western Blot mit den Banden des phosphorylierten eNOS und dem gesamten
eNOS, ohne GAPDH und Forskolin Standard. RIPC - : Kontroll-Plasma; RIPC + : Plasma nach
Fernprékonditionierung.
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Abb. 11: Relative Expression von phosphoryliertem eNOS zu gesamten eNOS im Verhéltnis zum
Standard (Forskolin behandeltes Herz = 1,0); p = 0,753 (125). CON: Kontroll-Plasma; RIPC: Plasma nach
Remote Ischemic PreConditioning. (n = 10 untersuchte Rattenherzgewebeproben nach isolierter Perfusion mit
einem humanem Probandenplasma (insgesamt 10 Probanden) jeweils vor CON oder nach RIPC).
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RIPC-Plasma von jungen Probanden induzierte die Phosphorylierung von GSK3f
verglichen mit Kontroll-Plasma (0,56+0,36 vs. CON: 0,41+0,29; p<0,05) (125). Eine
Darstellung erfolgt in den Abbildungen 12 und 13.
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Abb. 12: Reprisentativer Western Blot mit den Banden des phosphorylierten GSK3p und dem gesamten
GSK3p, ohne GAPDH und Forskolin Standard (125). RIPC - : Kontroll-Plasma; RIPC + : Plasma nach
Fernprékonditionierung.
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Abb. 13: Relative Expression von phosphoryliertem GSK3p zu gesamten GSK3p im Verhiiltnis zum
Standard (Forskolin behandeltes Herz = 1,0); * p = 0,022 (125). CON: Kontroll-Plasma; RIPC: Plasma
nach Remote Ischemic PreConditioning. (n= 10 untersuchte Rattenherzgewebeproben nach isolierter Perfusion
mit einem humanem Probandenplasma (insgesamt 10 Probanden) jeweils vor CON oder nach RIPC).
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Das Ausmal} der Phosphorylierung von Phospholamban als Maf} fiir die Aktivitat der PKA
zeigt keine relevanten Unterschiede nach Applikation von RIPC-Plasma im Vergleich zum
Kontroll-Plasma (0,24+0,14 vs. CON: 0,22+0,14) (125). Dargestellt in den Abbildungen 14
und 15.
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Abb. 14: Reprisentativer Western Blot mit den Banden des phosphorylierten PLB und dem gesamten
PLB, ohne GAPDH und Forskolin Standard. RIPC - : Kontroll-Plasma; RIPC + : Plasma nach
Fernprékonditionierung.
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Abb. 15: Relative Expression von phosphoryliertem PLB zu gesamten PLB im Verhiiltnis zum Standard
(Forskolin behandeltes Herz = 1,0); p = 0,728 (125). CON: Kontroll-Plasma; RIPC: Plasma nach Remote
Ischemic PreConditioning. (n = 10 untersuchte Rattenherzgewebeproben nach isolierter Perfusion mit einem
humanem Probandenplasma (insgesamt 10 Probanden) jeweils vor CON oder nach RIPC).
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3.2 Effekte auf die Proteinphosphorylierung durch das Kontroll-
und das RICP-Plasmas der alteren Probanden

Nach Behandlung der Herzen mit RIPC-Plasma alterer Probanden zeigte sich bei keinem
der untersuchten Proteine: pAKT (0,26+0,10 vs. CON: 0,23+0,09) wie in Abbildung 16 und
17 zu sehen, pERK1/2 (3,42+1,89 vs. CON: 2,92+1,33) wie in Abbildung 18 und 19 zu
sehen, peNOS (0,82+0,53 vs. CON: 0,71+0,44) wie in Abbildung 20 und 21 zu sehen,
pGSK3p (0,4510,26 vs. CON: 0,3610,13) wie in Abbildung 22 und 23 zu sehen oder pPLB
(0,34+0,18 vs. CON: 0,37+0,18) wie in Abbildung 24 und 25 zu sehen, eine signifikante
Veranderung des Phosphorylierungsstatus im Vergleich zur Behandlung mit Kontroll-
Plasma (125).

phospho-AKT 60 kDa

gesamt-AKT S D - (S - ) 60 kDa
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Abb. 16: Reprisentativer Western Blot mit den Banden des phosphorylierten AKT und dem gesamten
AKT, ohne GAPDH und Forskolin Standard. RIPC - : Kontroll-Plasma; RIPC + : Plasma nach
Fernprékonditionierung.
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Abb. 17: Relative Expression von phosphoryliertem AKT zu gesamten AKT im Verhiltnis zum
Standard (Forskolin behandeltes Herz=1,0); p = 0,231. CON: Kontroll-Plasma; RIPC: Plasma nach Remote
Ischemic PreConditioning. (n = 10 untersuchte Rattenherzgewebeproben nach isolierter Perfusion mit einem
humanem Probandenplasma (insgesamt 10 Probanden) jeweils vor CON oder nach RIPC)
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Abb. 18: Reprisentativer Western Blot mit den Banden des phosphorylierten ERK1/2 und dem
gesamten ERK 1/2, ohne GAPDH und Forskolin Standard. RIPC - : Kontroll-Plasma; RIPC + : Plasma
nach Fernprikonditionierung.
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Abb. 19: Relative Expression von phosphoryliertem ERK1/2 zu gesamten ERK1/2 im Verhéltnis zum
Standard (Forskolin behandeltes Herz = 1,0); p = 0,288. CON: Kontroll-Plasma; RIPC: Plasma nach Remote
Ischemic PreConditioning. (n = 10 untersuchte Rattenherzgewebeproben nach isolierter Perfusion mit einem
humanem Probandenplasma (insgesamt 10 Probanden) jeweils vor CON oder nach RIPC)
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Abb. 20: Repriisentativer Western Blot mit den Banden des phosphorylierten eNOS und dem gesamten
eNOS, ohne GAPDH und Forskolin Standard. RIPC - : Kontroll-Plasma; RIPC + : Plasma nach
Fernprikonditionierung.
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Abb. 21: Relative Expression von phosphoryliertem eNOS zu gesamten eNOS im Verhéltnis zum
Standard (Forskolin behandeltes Herz = 1,0); p = 0,302 (125). CON: Kontroll-Plasma; RIPC: Plasma nach
Remote Ischemic PreConditioning. (n = 10 untersuchte Rattenherzgewebeproben nach isolierter Perfusion mit
einem humanem Probandenplasma (insgesamt 10 Probanden) jeweils vor CON oder nach RIPC).
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Abb. 22: Reprisentativer Western Blot mit den Banden des phosphorylierten GSK3p und dem gesamten
GSK3p, ohne GAPDH und Forskolin Standard. RIPC - : Kontroll-Plasma; RIPC + : Plasma nach
Fernprékonditionierung (125).

alt

— 0.8-
&
Y S
@ 2 0.6-
Q7
€2 .
% £ 0.4-
Qw
Do
o2
¥ © 0.24
Qe
Q.
= 0.0 T

CON RIPC

Abb. 23: Relative Expression von phosphoryliertem GSK3p zu gesamten GSK3p im Verhiltnis zum
Standard (Forskolin behandeltes Herz = 1,0); p = 0,125 (125). CON: Kontroll-Plasma; RIPC: Plasma nach
Remote Ischemic PreConditioning. (n = 10 untersuchte Rattenherzgewebeproben nach isolierter Perfusion mit
einem humanem Probandenplasma (insgesamt 10 Probanden) jeweils vor CON oder nach RIPC).
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Abb. 24: Reprisentativer Western Blot mit den Banden des phosphorylierten PLB und dem gesamten
PLB, ohne GAPDH und Forskolin Standard. RIPC - : Kontroll-Plasma; RIPC + : Plasma nach
Fernprékonditionierung.
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Abb. 25: Relative Expression von phosphoryliertem PLB zu gesamten PLB im Verhiltnis zum Standard
(Forskolin behandeltes Herz = 1,0); p = 0,385 (125). CON: Kontroll-Plasma; RIPC: Plasma nach Remote
Ischemic PreConditioning. (n = 10 untersuchte Rattenherzgewebeproben nach isolierter Perfusion mit einem
humanem Probandenplasma (insgesamt 10 Probanden) jeweils vor CON oder nach RIPC).
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4 Diskussion

4.1 Beantwortung der Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war es, zu uberprifen, welche intrakardialen Proteine im isoliert
perfundierten Rattenherzen durch humane humorale Faktoren nach RIPC-Intervention
aktiviert werden. Damit sollte das Verstdndnis der durch RIPC-induzierten
Signaltransduktion und die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen im Herz als

Zielorgan erweitert werden.

Von gesunden Probanden wurde Blutplasma vor und nach einem RIPC-Mandver
gewonnen und an dem etablierten Langendorff-Modell auf isoliert perfundierte
Rattenherzen Ubertragen. Die untersuchten Rattenherzen stammten von jungen,

mannlichen Wistar-Ratten im Alter von durchschnittlich 2 Monaten.

Untersuchungen, die im Rahmen dieser Gesamtstudie durchgefiihrt wurden, konnten vorab
zeigen, dass durch RIPC-Plasma junger gesunder mannlicher Probanden eine signifikante
InfarktgrofRenreduktion induziert werden konnte. Als Vergleich diente die Applikation eines
Kontrollplasmas vor dem RIPC-Mandéver von den gleichen Probanden. Die
InfarktgrofRenreduktion nach Applikation von RIPC-Plasma alterer mannlicher Probanden
konnte nicht beobachtet werden. Diese Ergebnisse sind in anderen Dissertationsprojekten

der Arbeitsgruppe beschrieben und bereits verdffentlicht (125).

Aus diesen Beobachtungen wurde die Vermutung aufgestellt, dass entweder die
Entstehung, Freisetzung oder die Weiterleitung des protektiven Faktors durch das Alter der
Probanden beeinflusst wird. Diese Uberlegungen standen bei dem fiir diese Arbeit
entwickelten Versuchsaufbau im Vordergrund. Diesmal wurde das Plasma, das vor und
nach dem RIPC-Mandver von den Probanden gewonnen wurde, an der Langendorff-
Anlage auf junge mannliche Rattenherzen Ubertragen. In einer anschlieBenden
proteinbiochemischen Untersuchung der Herzen durch semiquantitative Western Blot
Analysen wurde der Phosphorylierungsstatus bestimmter Proteine untersucht, die im
Rahmen der Kardioprotektion involviert sein kénnten: Proteinkinase B (AKT), extrazellular
regulierte Kinase 1 und 2 (ERK1/2), Glykogensynthase-3-B (GSK3B), Phospholamban
(PLB) und endotheliale NO-Synthase (eNOS).

Die Fragen aus Kapitel 1.5 konnten wie folgt beantwortet werden:

e RIPC-Plasma der jungen mannlichen Probanden erhohte signifikant die
Phosphorylierung von GSK3p im Rattenmyokard im Vergleich zum Kontroll-Plasma.
Die Phosphorylierung der anderen untersuchten Proteine AKT, ERK 1/2, PLB und

eNOS blieb unverandert.
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o RIPC-Plasma der alteren mannlichen Probanden zeigte bei keinem der
untersuchten Proteine AKT, ERK 1/2, GSK3, PLB und eNOS einen Unterschied in
der Phosphorylierung im Vergleich zum Kontrollplasma.

e Es st ein altersabhangiger Unterschied zu beobachten. Die vermehrte
Phosphorylierung von GSK3f wurde nur durch das RIPC-Plasma von den jungen
Probanden beobachtet, wahrend bei den alteren Probanden kein signifikanter Effekt

auf die Phosphorylierung zu beobachten war.

Das neue Ergebnis dieser Studie ist, dass nur durch die Applikation von humanem RIPC-
Plasma junger Probanden am isoliert perfundierten Rattenherz eine verstarkte
Phosphorylierung von GSK3p zu beobachten ist. Da nur gesunde, méannliche Probanden
unterschiedlicher Altersklassen an dem Versuch beteiligt waren, kdnnen stérende Einflisse
durch Komorbiditaten oder Medikationen ausgeschlossen werden. Aulerdem sind
ausschlief3lich Herzen von jungen, gesunden mannlichen Ratten eingesetzt worden. Damit
sind durch dieses Studienprotokoll neben geschlechtsspezifischen auch mdgliche
Faktoren, die durch Alterungsprozesse des Herzens bedingt sind, ausgeschlossen und der
Fokus liegt auf dem altersabhangigen Effekt des Plasmas der Probanden. Somit kann durch
diese Arbeit ein altersabhangiger Effekt von humanem Plasma nach RIPC auf intrakardiale
Signaltransduktionswege im isolierten Rattenherzen vermutet werden. Der Einfluss des
Alters auf die intramyokardiale Signaltransduktion durch humorale Faktoren ist ein wichtiger

neuer Aspekt bei der Anwendung von RIPC.

Da altere Patienten eine deutlich héhere Morbiditat und Mortalitat durch ischamische
Herzerkrankungen, u.a. dem Herzinfarkt haben, ist eine Klarung der méglichen veranderten

Signaltransduktion, die eine Kardioprotektion beeinflusst, von grofer Bedeutung.

4.2 Veranderungen in den Signalkaskaden nach Ischamischer

Fernprakonditionierung

Durch humorale Faktoren kdénnen rezeptorabhangig oder auch rezeptorunabhangig
intrazellulare Signalkaskaden aktiviert werden (46) und eine Kardioprotektion initiieren. Die
aktivierten intrazelluldren Signalkaskaden kommunizieren untereinander in komplexen
Netzwerken. Eine Art der Kommunikation ist die posttranslationale Proteinmodifikation, bei
der die Information Uber reversible kovalente Modifizierung an Transkriptionsfaktoren oder
an eine intrazellulare Zielstruktur, insbesondere an Zielstrukturen der Mitochondrien (133),
weitergegeben wird, um deren Aktivitdt zu regulieren. Ein Mechanismus der
Proteinmodifikation ist die Phosphorylierung von Serin/Threonin- oder Tyrosin-Resten der

Proteine durch Proteinkinasen.
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Die durch RIPC modifizierten intramyokardialen Signalkaskaden sind Gegenstand von
Untersuchungen und im Detail nicht geklart. Autoren beschreiben, dass RIPC einen
Signalmechanismus ahnlich dem fur IPC aktiviert (20,134). Es gibt aber auch
Untersuchungen, die einen anderen Signalmechanismus der Kardioprotektion durch RIPC
beschreiben (124,135). Neben den beteiligten Signalwegen ist auch die zeitliche
Beschreibung der beteiligten kardioprotektiven Signalkaskaden unklar (133). Verschiedene
Studien haben zwar intrazellulare Signalwege, die bei der Kardioprotektion durch RIPC eine
Rolle spielen kdnnen, untersucht (45,70,136), aber in diesen Arbeiten stand die zeitliche

Abfolge der Signalaktivierung nicht im Vordergrund.

Im Rahmen dieser Gesamtstudie der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass durch humanes
RIPC-Plasma von jungen Probanden eine Kardioprotektion induziert wurde. RIPC-Plasma
konnte die InfarktgroRe nach einer Index-Ischadmie und Reperfusion reduzieren, wahrend
das Kontrollplasma keinen Einfluss auf die Infarktgrofie zeigte. Daher wurde die Hypothese
aufgestellt, dass durch die Ubertragung von humoralen humanen Faktoren die
Kardioprotektion im Rattenmyokard induziert wurde. Eine Ubertragung von
kardioprotektiven Faktoren, auch speziesiibergreifend vom Menschen auf isoliert
perfundierte Herzen von Ratten, ist mdglich und wurde bereits mehrfach gezeigt
(61,63,137). Auch eine Ubertragung von humanem RIPC-Plasma auf humane
Endothelzellkulturen reduzierte einen I/R-Schaden, was darauf hinweist, dass die
Ubertragbarkeit humoraler Faktoren auch innerhalb der menschlichen Spezies méglich sein
kann (138). Die Identifizierung des Ubertragenen Faktors ist bis jetzt nicht gelungen. Als
maogliche Faktoren wurden Stromazellen-abgeleiteter Faktor 1 (SDF-1) (62), Nitrit (63) und
micro-RNA-144 (64) vorgeschlagen. Aber keiner dieser Kandidaten stellte sich als alleiniger
Mechanismus heraus. Proteom-Analysen von humanem Plasma konnten zeigen, dass
durch RIPC eine Regulation von zahlreichen Proteine induziert wird (56,139). Aus
Untersuchungen, bei dem eine speziesubergreifende Protektion mit RIPC-Plasma-Dialysat
erfolgte, ist bekannt, dass die humoralen Faktoren hydrophob und thermolabil sind und eine

molekulare Masse zwischen 3,0 und 8,5 kDa haben (61,67).

In dieser Arbeit wurde nicht nach den humoralen Faktoren gesucht, sondern der Fokus auf
intrakardiale Mechanismen gelegt, die durch humorale Faktoren nach einem RIPC Mandver
beim Menschen ausgel6st werden. Es wurde gezielt Plasma von jingeren und alteren
Probanden gewonnen, um eine altersabhangige Vergleichbarkeit der Wirkung der
humoralen Faktoren auf die intrakardialen Mechanismen zu untersuchen. Um andere
Faktoren als den Fern-Prakonditionierungsreiz auszuschlielRen, wurden die intrazellularen
Mechanismen, die durch den humoralen Faktor nach RIPC aktiviert werden, in
Gewebeproben von ausschlielllich jungen, mannlichen, isoliert perfundierten Wistar-

Rattenherzen untersucht. Einer Sequenz aus Ischamie und Reperfusion wurden diese
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Herzen nicht ausgesetzt. Somit liegt in dieser Arbeit der Fokus auf myokardialen Proteinen,
die bei der frihzeitigen Signalaktivierung eine Rolle spielen. Die im Western Blot
untersuchten Proteine stellen eine Momentaufnahme nach einer zehnminutigen Perfusion
mit Kontroll- oder RIPC-Plasma in den Koronarkreislauf dar. Diese Punkte erschweren eine
Vergleichbarkeit mit anderen Studien, die auch maogliche intrazellulare Mechanismen des
RIPC-Signalwegs zum Schwerpunkt haben, jedoch andere Protokolle und
Untersuchungszeitpunkte in den Fokus stellen. Im Folgenden mdchte ich genauer auf die
einzelnen untersuchten Proteine eingehen und in der Literatur beschriebene

Ubereinstimmende sowie diskrepante Ergebnisse zu meinen Versuchen erlautern.

4.2.1 Reperfusion Injury Salvage Kinase Signalweg

Der Effekt auf die InfarktgroRenreduktion kann bei der RIPC durch die Aktivierung der
Signalkaskaden des RISK-Signalwegs getriggert werden (140-142). Verschiedene Studien
legen nahe, dass es zu einer Aktivierung von PI3-AKT (143,144) und ERK1/2 (20,140)
mittels Phosphorylierung kommt (70,145,146). Diese Aktivierung kann zur Beeinflussung
weiterer Proteine wie zum Beispiel GSK3[ fihren (147). Untersuchungen von Skyschally
et al. fanden, nach InfarktgroRenreduktion durch RIPC Plasma am Rattenherzen, eine
vermehrte Phosphorylierung der Proteinkinase B (AKT) und der extrazellular regulierte
Kinase 1/2 (ERK1/2) (148). Sie zeigten zudem durch eine spezifische Signalwegsblockade
mit dem PI3K Inhibitor Wortmannin und dem ERK1/2 Inhibitor U0126 auch einen Verlust
der Kardioprotektion (148).

In dieser vorliegenden Arbeit konnte keine vermehrte Phosphorylierung von AKT oder
ERK1/2 durch das RIPC-Plasma beobachtet werden. Jedoch ist eine Vergleichbarkeit mit
der benannten Studie nur eingeschrankt moglich. Die applizierte Menge an Plasma in den
Koronarkreislauf der isoliert perfundierten Herzen stellt z.B. einen Unterschied dar. In der
genannten Studie von Skyschally et al. wurden die Herzproben mit Plasma nach RIPC in
einer Verdunnung von 1:10 perfundiert. In meiner Untersuchung ist eine Plasmaapplikation
mit einem Koronarfluss von nur 0,5% erfolgt und war damit deutlich geringer. Jedoch konnte
in den schon beschriebenen Vorversuchen gezeigt werden, dass auch in dieser Dosierung
mit dem RIPC-Plasma der jungen Probanden eine deutliche und signifikante
InfarktgrofRenreduktion induziert wurde (InfarktgroRe CON-Plasma (jung): 47+5%,
InfarktgrofRe RIPC-Plasma (jung): 31+£10%) (125). Hierzu wurde das Plasma in der gleichen
Dosierung appliziert. Damit ist mit der verwendeten Plasmakonzentration eine Protektion

induziert worden, die dabei aktivierten Signalwege bleiben in Detail unklar.

Zudem erfolgte in meinen Versuchen keine Index-Ischdmie und somit auch kein
Reperfusionsschaden an den untersuchten Herzproben, so dass die Induktion des RISK-

Signalweges alleine durch das applizierte Plasma mit den darin enthaltenen humoralen
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Faktoren erfolgen sollte. Dadurch wurde aber keine vermehrte Phosphorylierung von AKT
oder ERK 1/2 induziert. Weder das Plasma der jungen, noch der alteren Probanden zeigte
hier einen signifikanten Unterschied zu dem Kontrollplasma. Somit stellen die Konzentration
des applizierten Plasmas und der fehlende I/R Schaden nicht auszuschlielRende relevante

Unterschiede zu der Studie von Skyschally et al. dar.

Xin et al. zeigten, dass die Kombination von ischamischer Postkonditionierung und RIPC
die InfarktgroRe bei IR-Schaden im Vergleich zu alleiniger ischdmischer
Postkonditionierung oder nur RIPC reduziert und dass ein damit verbundener verstarkter
Phosphorylierungsgrad von AKT und ERK 1/2 mit der Infarktgrof3enreduktion korreliert
(145). Daher konnte das Fehlen einer signifikant vermehrten Phosphorylierung der
untersuchten Proteine auch in dieser Untersuchung mit einer Dosisabhangigkeit der

ischamischen Konditionierung zusammenhangen.

Eine Studie von Hildebrandt et al., die ahnlich wie in dieser Untersuchung humanes Plasma
auf ein isoliert perfundiertes Herz bertrugen, konnten in Ubereinstimmung mit dieser Arbeit
auch keine vermehrte Phosphorylierung von AKT und ERK1/2 nachweisen (137). Sie
verwendeten isoliert perfundierte Mauseherzen und gewannen das Plasma von Probanden
zu unterschiedlichen Zeiten nach dem RIPC-Manéver. Eine Angabe der Konzentration des
applizierten Plasmas, welches zudem noch dialysiert wurde, ergibt sich nicht aus der
Publikation. Aber auch sie fuhrten keine Indexischamie und Reperfusion durch und sind
damit eine Studie, die Parallelen zu der vorliegenden Arbeit zeigen, so dass die

Ubereinstimmenden Ergebnisse damit eine Redundanz zeigen.

In dieser Untersuchung konnte ein signifikanter Unterschied in der vermehrten
Phosphorylierung von GSK3 bei den jungen Probanden gezeigt werden. GSK3 kann als
ein moglicher Konvergenzpunkt des RISK-Signalweges angenommen werden. Dabei wird
GSK3pB durch Phosphorylierung inaktiviert und hemmt die mPTP-Offnung (80,96,147,149).
Nur nach Applikation des RIPC-Plasmas der jungen Probanden erfolgte eine
InfarktgrofRenreduktion (125), so dass die beobachtete vermehrte Phosphorylierung von
GSK3p als ein Mechanismus der Kardioprotektion durch RIPC angenommen werden kann.
Studien, die den RIPC-Stimulus in adulten Mausen untersuchten, zeigten eine erhohte
Phosphorylierung von PI3K/AKT und GSK3B im Myokard und einen Schutz gegen einen
nachfolgenden Reperfusionsschaden (142). Auch in der Arbeit von Li et al. wurde aber ein
Ischamie-/ Reperfusionsschaden induziert und erst danach die jeweiligen Proteine

untersucht.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit keine signifikante generelle Aktivierung der RISK-
Proteine durch RIPC-Plasma. Eine fehlende Phosphorylierung der Proteine des RISK-

Signalweges kann vielleicht durch eine veranderte Aktivierungsdynamik im Myokard durch
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RIPC erklart werden (135). Die Moglichkeit einer Aktivierung des RISK-Signalwegs durch
RIPC ist damit jedoch nicht ausgeschlossen. Eine Induktion des RISK-Signalwegs auf Hohe
eines mdglichen Konvergenzpunktes, namlich GSK3p3, nach der Applikation von RIPC-
Plasma der jungen Probanden wurde beobachtet (125). Die vermehrte Phosphorylierung
von GSK3p ist auch in anderen Arbeiten im Rahmen einer RIPC beschrieben worden
(142,146). Die Ursache fiir die fehlende Phosphorylierung der vorgeschalteten Proteine des
RISK-Signalweges bleibt unklar. Weder nach der Applikation des RIPC-Plasmas von den
jingeren, noch von den alteren Probanden sind im isoliert perfundierten Rattenherzen AKT
oder ERK1/2 vermehrt phosphoryliert im Vergleich zum Kontrollplasma. Der fehlende I/R-
Schaden und auch die Dosis des applizierten Plasmas in den Koronarfluss erschweren eine
Vergleichbarkeit mit anderen Studien und koénnten aber auch Griinde fir diese fehlende
Phosphorylierung sein. Ebenso ist durch den nicht induzierten I/R-Schaden nur eine frihe
Proteinaktivierung durch das RIPC-Plasma mdglich und kann Erklarung fiir die Ergebnisse
sein. Die Veranderungen im Myokard alleine durch RIPC-Plasma zu charakterisieren und
damit Proteine, die bei der frihzeitigen Signalaktivierung eine Rolle spielen, zu

identifizieren, ist ein Ziel dieser Arbeit.

4.2.2 Der Stickstoffmonoxid/Proteinkinase G - Signalweg

Die Rolle von NO im Mechanismus von RIPC ist einerseits durch die kardioprotektive
Signalibertragung an dem Gewebe oder Organ, wo der Prakonditionierungsreiz entsteht
(63), und/oder auf der kardialen Ebene zu sehen. Der Stickstoffmonoxid/Proteinkinase G
(NO/PKG)-Signalweg kann intrazellular durch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) die
NO-Bildung steigern und es kommt zu einer Aktivierung der Proteinkinasen G (PKG) und
C (PKC) (78). Eine Wirkung erfolgt dann Uber die ATP-abhangigen Kaliumkanale an den
Mitochondrien. Sun et al. konnten zeigen, dass durch Medikamente, die die
Bioverfugbarkeit von NO erhdhen, das Herz in einen prakonditionierten Zustand versetzt
wird (150).

In den Ergebnissen dieser Arbeit konnte keine vermehrte Phosphorylierung der eNOS
beschrieben werden (125). In der Literatur sind Untersuchungen zu finden, die eine
vermehrte Phosphorylierung von eNOS fir den spaten Schutz der lokalen IPC (151) und
auch bei der ischamischen Fernprakonditionierung (152) beschreiben. Somit kann die
Vermutung, dass eNOS im Rahmen der friihen Protektion nicht vermehrt phosphoryliert
wird, im Rahmen der zuvor schon genannten Einschrankungen fiir die fehlende Aktivierung

von den Proteinen auch angenommen werden.
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4.2.3 Signalkaskade mKca-Kanal und Proteinkinase A

In der inneren Mitochondrienmembran gibt es Calcium-abhangige Kaliumkanale (mKca),
deren Offnung mit konsekutiver Kalium-Aufnahme ins Mitochondrium ebenfalls
kardioprotektiv wirken (93,153). Durch die zyklische Adenosinmonophosphat- (CAMP-)
abhangige Proteinkinase A (PKA) wird eine Offnung dieser Kanale beeinflusst (154) und
bewirkt eine Depolarisation des Membranpotentials mit Verminderung der mitochondrialen
Calcium-Last (98). Cao et al. konnten zeigen, dass der mKcq-Kanal auch an der durch RIPC
induzierten Kardioprotektion beteiligt ist (95). Heinen et al. und Huhn et al. untersuchten die
Bedeutung des mKca-Kanals (155) und der PKA (124) als wichtige Schritte in der
Vermittlung  kardioprotektiver =~ Effekte.  Sie  zeigten auch eine fehlende
InfarktgrofRenreduktion bei Herzen von alteren Ratten (22 - 24 Monate) und stellten die
Vermutung auf, dass altersabhangige Veranderungen am mKcs-Kanal oder der

vorgeschalteten Signalkaskade dabei eine Rolle spielen (155).

Um eine Veranderung der PKA-Aktivitdt nachzuweisen, wurde mit Western Blot Analyse
anhand der Phosphorylierung von Phospholamban (PBL) das Zielprotein der PKA bestimmt
(97). Es zeigte sich hier kein signifikanter Unterschied in der Phosphorylierung nach
Applikation des RIPC-Plasmas weder bei den jungen noch bei den &lteren Probanden
(125). Somit kann eine frihe Phosphorylierung des PBL durch die PKA nicht als
altersabhangiger Unterschied beschrieben werden. Hinweise auf eine mdgliche Beteiligung
an der Kardioprotektion gibt es aber auch nicht. Da die Kardioprotektion mit dem RIPC-
Plasma der jingeren Probanden durchaus eine Infarktgroenreduktion induziert, jedoch
das untersuchte PLB nicht verandert phosphoryliert wird, bleibt eine Beteiligung fraglich

(125). Nachgeschaltete weitere Proteine wurden jedoch nicht untersucht.

4.3 Diskussion der Methode
4.3.1 Probanden

Diese Studie bestand aus einer begrenzten Anzahl von jeweils 10 Probanden pro Gruppe
(jungere und é&ltere Manner). Dieser Stichprobenumfang ermaoglicht nur eine
eingeschrankte Ubertragung auf gréRere Populationen. Ein Genderunterschied in der
Kardioprotektion wurde beschrieben und zeigt Tendenzen einer erhdhten Toleranz des
weiblichen Myokards gegenlber I/R-Schaden (156). In dieser Arbeit lag der Fokus
allerdings auf der Untersuchung des Effekts von Plasma mannlicher Probanden auf
mannliche Rattenherzen. Eine Besonderheit des Studienprotokolls war, dass jeweils bei
einem Probanden sowohl das Kontroll- als auch das RIPC-Plasma entnommen wurden und

damit interindividuelle Unterschiede ausgeschlossen wurden.
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4.3.2 Stimulus der ischamischen Fernprakonditionierung

Die optimale Dauer und Anzahl der kurzen, repetitiven Ischamie und Reperfusions-Zyklen
an der Extremitat sind unklar und erfolgten in unserer Studie auf empirischer Grundlage
(157) durch 3 Zyklen von jeweils funfminltiger Ischamie und Reperfusion. Es bestehen
Hinweise auf eine ,U“-férmige Dosis-Wirkungsbeziehung (158). Durch eine kontinuierliche
Verlangerung der Dauer der Extremitatenischamie wurde letztlich der Verlust des
protektiven Effekts gezeigt (158). Der optimale Ischamie/Reperfusions-Stimulus, der die
maximal mogliche Dosis der kardioprotektiven humoralen Faktoren freisetzt, bleibt somit
unklar. Aus den Voruntersuchungen ist aber bekannt, dass durch das RIPC-Plasma der
jungen Probanden eine InfarktgroRenreduktion und damit Kardioprotektion erzielt wurde
(125). Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Freisetzung des kardioprotektiven
Faktors durch dieses Studienprotokoll bei den jungen Probanden erfolgte. Ursachen fir ein
Fehlen dieser Wirkung durch das Plasma von den alteren Probanden kann die fehlende,
verzogerte oder auch unzureichende Freisetzung der humoralen Faktoren sein. Eine

Beantwortung dieser Frage lasst diese Studie nicht zu.

Weitere Ursachen, die eine altersabhangige veranderte Freisetzung oder Aktivierung der
humoralen Faktoren erklaren konnte, ist die Masse der Skelettmuskulatur. Hier sollte
bedacht werden, dass die Skelettmuskulatur der alteren Probanden Veranderungen
aufweist, wie z.B. eine Atrophie (159). Auch Veranderungen der Arterien beim alternden
Menschen durch Atherosklerose, die zu einer endothelialen Dysfunktion und Kalzifikation
fuhren, sind beschrieben (160) und kdnnten ebenfalls oder zusatzlich diese Freisetzung der
humoralen Faktoren beeinflussen. Zudem sind Veranderungen der Nerven oder
Nervenfortleitung zu bedenken. Bekannt ist, dass bei Patienten mit einer diabetischen
Neuropathie die Kardioprotektion durch humorale Faktoren verloren geht (161). Es ist aber
nicht klar, ob durch die diabetische Neuropathie der Stimulus oder der humorale Faktor
beeinflusst werden. Durch die Ausschlusskriterien sind Probanden mit einem Diabetes
mellitus nicht in diese Studie eingeschlossen worden. Die anderen Faktoren, wie eine
veranderte Muskelmasse oder Atherosklerose, kbnnen als beeinflussende Faktoren bei der

Freisetzung der humoralen Faktoren jedoch nicht ausgeschlossen werden.

4.3.3 Ubertragung des humoralen Faktors

Eine Starke dieser Studie ist, dass bei den Probanden sowohl das Kontroll-Plasma als auch
das RIPC-Plasma enthommen wurde. Die Blutentnahme erfolgte am kontralateralen Arm
vor und unmittelbar nach dem RIPC-Manéver. Somit wird davon ausgegangen, dass eine
unmittelbare Freisetzung der humoralen Faktoren ins Blut erfolgt. Diese Uberlegung steht
im Einklang mit anderen Studien, die bereits nur 5 bis 10 Minuten nach dem RIPC-Stimulus

eine Protektion beschreiben (135,162,163). Diese Studien untersuchten vornehmlich junge
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Probanden, gesunde Versuchstiere oder wurden ohne konkrete Angaben zum Alter der
Probanden und Tiere verdffentlicht, so dass ein Einfluss des Alters der Probanden hier nicht
ausgeschlossen werden kann. Eine verzdgerte Produktion oder Freisetzung der protektiven
humoralen Faktoren bei dlteren Probanden ist durchaus moglich. Untersuchungen, die
Plasma von Probanden zu verschiedenen Zeitpunkten nach einem RIPC-Mandéver
entnehmen und seine kardioprotektive Wirkung beschreiben, sind notwendig, um diese
Frage zu beantworten. Auch Proteomic-Analysen kénnten hier einen Unterschied in den

Plasmen der altersunterschiedlichen Probanden untersuchen.

Die Blutproben wurden nach dem Abzentrifugieren des Plasmas bis zur Verwendung bei
minus 80°C gelagert (125). Die Lagerung und das Wiederauftauen der Proben kann zu
einem (partiellen) Inaktivieren der humoralen Faktoren gefihrt haben. Jedoch ist sowohl
bei der InfarktgroRenmessung als auch bei der Untersuchung der Proteinaktvierung jeweils
bei den Proben der jungen Probanden ein Effekt zu beobachten (125), so dass eine gezielte
Inaktivierung bei den alteren Probanden zwar nicht auszuschlieRen, aber unwahrscheinlich

ist.

Appliziert wurde das humane Probandenplasma den isoliert perfundierten Rattenherzen in
der Langendorff-Apparatur. Die Applikation des Plasmas erfolgte in den Koronarkreislauf
mit 0,5% des Koronarflusses Gber 10 Minuten. Das entspricht insgesamt 0,75 mL Plasma.
Damit kann die applizierte Plasmadosis bei den alteren Probanden zu gering sein, wenn
die Hypothese aufgestellt wird, dass bei den alteren Probanden eine verringerte
Konzentration an humoralen protektiven Faktoren produziert wird. Durch eine erhdhte
Plasmadosis kdnnte eventuell eine Aktivierung von Signalwegen und kardioprotektive
Effekte auslosbar sein (125). Damit konnte die im Rahmen der Gesamtstudie beobachtete
fehlende InfarktgréRenreduktion und auch die hier gezeigte fehlende Proteinaktivierung in
dem Zielgewebe erklart werden. In Zellkulturstudien wurde eine Dosisfindung mit
unterschiedlich konzentrierten RIPC-Plasmen (0%, 1%, 5% und 10%) vorgenommen und
ein Dosisoptimum bei 5% ermittelt (138,163). Damit ist die in dieser Arbeit applizierte
Konzentration von 0,5% des Koronarflusses deutlich niedriger als das Dosisoptimum in
Zellkulturen. Eine Erklarung fir die fehlende Phosphorylierung der Proteine kdnnte somit
die Konzentration des applizierten Plasmas in den Koronarkreislauf sein. Weitere Studien,
die sich mit der Dosierung der RIPC-Plasmaapplikation am isolierten Herz befassen, gibt
es aktuell nicht. Andere RIPC-Studien, die eine Ubertragung von humanem RIPC-Plasma
auf isoliert perfundierte Herzen untersuchen (61,63,137), geben keine konkreten Angaben

Uber die applizierte Plasmadosis. Damit ist eine Vergleichbarkeit erschwert.
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4.3.4 Intrakardiale Proteinaktivierung

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Untersuchung der Aktivierung von intrakardialen
Signalproteinen. Die Phosphorylierung ist eine posttranslationale Modifikation wvon
Proteinen und spielt bei Signalwegen in Zellen eine grofte Rolle. Die Proteinphosphory-
lierung dient dabei der Signalisierung vieler verschiedener Zellprozesse, wie zum Beispiel
der interzellularen Kommunikation, dem Zellwachstum, der Proliferation, der
Differenzierung und der Apoptose (164). Die Analyse der Proteine und Phosphoproteine
erfolgte mit Hilfe von Antikdpern und phosphospezifischen Antikdpern in Kombination mit
dem Western Blot. Es wurden jeweils bekannte Phosphorylierungsstellen der untersuchten
Proteine fiir die Antikdper genutzt. Die Proteinkinase B (AKT), eine Serin/Threonin Kinase,
deren Isoformen AKT1 und AKT2 im Herzen exprimiert werden (165), hat eine
Besonderheit. Die alleinige Phosphorylierung an Ser473 reicht nicht aus, um AKT
vollstédndig zu aktivieren. Dazu ist eine weitere Phosphorylierung an der Stelle Thr308
notwendig (166). In dieser Arbeit wurde nur die Phosphorylierung an der Stelle Thr308
untersucht. Dabei konnte keine vermehrte Phosphorylierung nachgewiesen werden. Ob
damit hinreichend nachgewiesen wurde, dass die Aktivierung der Proteinkinase AKT
ausbleibt, ist unklar. Weitere Untersuchungen, die auch auf die andere bekannte
Phosphorylierungsstelle zielt, sind notwendig, um die Aussage zur Aktivitat der AKT zu

vervollstandigen.

Der Verlust der Kardioprotektion durch Plasma von alteren Probanden kénnte neben einer
fehlenden oder verminderten Freisetzung der humoralen Faktoren auch durch eine
veranderte Fahigkeit des Zielgewebes, auf diesen Faktor zu reagieren, erklart werden.
Mehrere Studien zeigen, dass Gene oder Proteine, die fir die Kardioprotektion durch lokale
ischamische Prakonditionierung wichtig sind, im jungen und alten Myokard unterschiedlich
exprimiert werden (167-170). Neben der verminderten Genexpression im gealterten
Herzen kdnnte auch eine verminderte Reaktion in Bezug auf die Aktivierung oder Hemmung
eines Signalmolekils durch einen kardioprotektiven Stimulus zum Verlust der
Kardioprotektion im alteren Herzen beitragen. Die Wirksamkeit des RIPC-Plasmas wurde
in dieser Arbeit aber am isolierten Herzen junger, gesunder mannlicher Ratten getestet. Der
Fokus bleibt damit auf den altersabhdngigen Unterschied in den freigesetzten
kardioprotektiven humoralen Faktoren. Um Daten zur Effektivitdt der RIPC bei
altersinduzierten myokardialen Veranderungen zu untersuchen, kdnnte eine Applikation
von RIPC-Plasma junger Probanden an alteren Tierherzen erfolgen. Eine in-vivo Tierstudie
unserer Arbeitsgruppe zeigte, dass durch RIPC keine kardioprotektive Wirkung im
alternden Herz erfolgt (119). Sie zeigten bei jungen Rattenherzen nach einem RIPC-

Mandver an den HintergliedmaRen eine deutliche InfarktgréRenreduktion im Vergleich zu
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einer Kontrollgruppe ohne RIPC-Mandver. Diese Beobachtung war bei den Herzen der

alteren Ratten nicht mehr vorhanden (119).

Wie die meisten experimentellen Studien wurde auch diese Studie bei jungen und
gesunden Tieren durchgefihrt. Damit sollte ein Einblick in die Grundlagen der endogenen
Kardioprotektion erfolgen. Hier wurde dafir ein Nagetier genutzt. Neben dem
Artenunterschied in der HerzgréRe und -geometrie sowie in der Hamodynamik,
insbesondere der Herzfrequenz (171), gibt es auch Unterschiede zu anderen gréRReren
Saugetieren. Der RISK-Signalweg wird als wichtig fir die ischamische Postkonditionierung
bei Nagetieren beschrieben (92,140), nicht jedoch flir andere Saugetiere wie dem Schwein
(172). Die intrazellulare Signaltransduktion in Kardiomyozyten ist daher wahrscheinlich

teilweise auch artspezifisch (23).

4.4 Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass es eine unterschiedliche Phosphorylierung
intrakardialer Enzyme im isoliert perfundierten Herzen durch humorale Faktoren alterer und
jungerer Probanden gibt. Diese sollte durch weitere Studien bestatigt werden und weitere
Untersuchungen des Plasmas, wie z.B. Proteom-Analysen kdnnten mdglicherweise auch

Unterschiede zwischen dem Plasma alterer und jliingerer Probanden detektieren.

Zuséatzliche Studien mit verschieden konzentriertem Plasma im Koronarfluss, ein anderes
RIPC-Protokoll oder einem empfindlicheren Antikdrper-Assay kdnnten verwendet werden,
um Veranderungen in der Phosphorylierung der untersuchten Proteine naher zu
charakterisieren. Auch eine Erweiterung der untersuchten Proteine und damit vor- und
nachgeschaltete Proteine der einzelnen Signalwege genauer zu betrachten, wirde weitere
Einblicke in die Signaltransduktion ermdglichen. Es koénnten dann durch spezifische
Blockaden auch Interaktionen der Signalwege betrachtet werden. Daten, die auf eine
Interaktion der unterschiedlichen Signalwege verweisen, gibt es bereits, z.B. dass der
RISK- und der SAFE-Signalweg bei der Vermittlung von RIPC interagieren (145,146,173).

Diese Arbeit hat sich speziell auf die durch humorale Faktoren, die nach RIPC freigesetzt
werden, induzierten intrakardialen Veranderungen im Myokard konzentriert. Dazu wurde
ein in-vitro-Modell genutzt. Die durch RIPC induzierten humoralen, neuronalen und auch
systemischen Effekte einschlieBlich des Multiorganschutzes lassen jedoch darauf
schlieRen, dass die Kardioprotektion ein komplexes Zusammenspiel aus diesen
verschiedenen Effekten ist. Untersuchungen in einem in-vivo-Modell zur Validierung der

Ergebnisse sind wiinschenswert.
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