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Abkürzungsverzeichnis  

AOR = area of risk (Infarkt-gefährdetes Gebiet) 

APS = Ammoniumpersulfat 

ATP = Adenosintriphosphat 

AVI = average light intensity 

BSA = bovines Serumalbumin 

CapZIP = F-actin capping protein-interacting-protein 

DAG = Diacylglycerol 

DMSO = Dimethylsulfoxid 

DTT = Dithiothreitol 

ECL = enhanced chemiluminescence 

ERK = extracellular-signal-regulated-kinase 

HRP = horseradish peroxidase 

HSP = heat shock protein 

IC50 = Konzentration des Inhibitors bei der 50% der Enzymaktivität gehemmt werden 

IS = infarct size (Infarktgröße) 

Iso-PC = Isofluran Präkonditionierung 

KHK = koronare Herzkrankheit 

LIM Kinase = lin-11, Isl-1, mec-3 regulierte Kinase 

LSP = leucocyte-specific-protein 

MAC = minimale alveoläre Konzentration 

MAPK = mitogen-activated-protein-kinase 

MAPKAPK-2 = mitogen-activated-protein-kinase-activated-protein-kinase-2 

MKK/MKKK = MAP kinase kinase/ MAP kinase kinase kinase 

Nogo = neurite outgrowth inhibitor protein 

p38MAPK = p38 mitogen-activated-protein-kinase 

p42/p44MAPK = p42/p44 mitogen-activated-protein-kinase 

PAA = Polyacrylamid 

PBS = phosphate buffered saline 

PC = preconditioning (Präkonditionierung) 

PCR = polymerase chain reaction 

PKA / PKC / PKG = Protein Kinase A / Protein Kinase C / Protein Kinase G 

PS = Phosphatidylserin 

PVDF = Polyvinylidenfluorid 

Rot = Rottlerin 

SAP/JNK = stress-activated-protein-kinase/c-jun-NH2-terminal-kinase 

SDS-PAGE = Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamidgelelektrophorese 

Tris = Trihydroxymethylaminomethan 

TTC = Triphenyltetrazoliumhydrochlorid 

WIP = Wiskott-Aldrich syndrome protein interacting protein 

Xe-PC = Xenon Präkonditionierung 
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1. Einleitung 
 

Der Myokardinfarkt stellt eine der häufigsten Todesursachen in der westlichen Welt 

dar. Perioperative kardiale Komplikationen sind daher seit langem eines der vordring-

lichen Probleme für den Anästhesisten. Dabei kommt den perioperativen Myokard-

ischämien besondere Bedeutung zu. Meist klinisch stumm verlaufend, sind sie Ursa-

chen für Morbidität und Mortalität nach chirurgischen Eingriffen. Nicht nur im Rahmen 

von herzchirurgischen Operationen spielt daher die Verhinderung perioperativer My-

okardischämien und deren Folgen eine große Rolle für das Langzeitergebnis der Pa-

tienten. 

 

 

1.1 Myokardischämie und -infarkt 

1.1.1 Perioperative Myokardischämien 

 

Der wichtigste Risikofaktor für kardiale Komplikationen ist die koronare Herzkrankheit 

(KHK), an der laut nationaler Leitlinie "koronare Herzkrankheit" fünf bis acht Prozent 

der deutschen Bevölkerung leiden. Jedes Jahr werden rund eine Million operative 

Eingriffe bei Patienten mit einer Erkrankung der Koronararterien durchgeführt. Diese 

Patienten haben einen deutlich erhöhtes Risiko während und in den ersten Tagen 

nach einer Operation Komplikationen des Herz- und Kreislaufsystems zu erleiden. 

In einer Untersuchung an koronaren Risikopatienten nach nicht-herzchirurgischen 

Eingriffen lag die Gesamtinzidenz perioperativer Myokardinfarkte bei 5,6%, davon 

verliefen 17% tödlich [1]. Patienten, die bereits einen Myokardinfarkt erlitten hatten, 

zeigten in dieser Untersuchung eine deutlich erhöhte perioperative Re-Infarktrate 

verglichen mit Patienten ohne vorausgegangenen Infarkt. 

Mangano und Mitarbeiter analysierten die Inzidenz perioperativer Myokardischämien 

bei koronaren Risikopatienten durch kontinuierliches Holter-Monitoring und fanden 

bei 18% aller Patienten postoperative kardiale Komplikationen. Alleinige unabhängi-

ge Determinante für postoperative ischämische Komplikationen in dieser Untersu-

chung war das Auftreten intraoperativer Myokardischämien. Unmittelbar postoperativ 

aufgetretene Myokardischämien erhöhten die Wahrscheinlichkeit für kurzfristig nach-

folgende ischämische Komplikationen wie instabile Angina pectoris, Myokardinfarkt 

oder akuter Herztod um mehr als das neunfache [2]. Perioperative Myokardischä-
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mien traten in bis zu 40% aller koronaren Risikopatienten bei nicht-herzchirurgischen 

operativen Eingriffen auf und erhöhten die Rate postoperativer kardialer Komplikatio-

nen jeglicher Art sogar auf das 20-fache [3]. Auch in anderen Arbeitsgruppen konnte 

gezeigt werden, dass länger dauernde intraoperative Myokardischämien postoperati-

ven koronaren Komplikationen häufig vorausgehen und einer der wichtigsten Prädik-

toren für postoperative kardiale Komplikationen sind, ihre Relevanz für die Langzeit-

prognose von Morbidität und Mortalität wurde in klinischen Untersuchungen bestätigt 

[4, 5]. 

 

 

1.1.2 Pathophysiologie von Myokardischämie und Myokardinfarkt 

 

Während einer akuten Myokardischämie tritt in einem begrenzten Teil der Herzmus-

kulatur ein Missverhältnis zwischen Sauerstoffangebot und Sauerstoffbedarf auf. Das 

myokardiale Sauerstoffangebot hängt vom Sauerstoffgehalt des Blutes und dem ko-

ronaren Perfusionsdruck, aber auch von Koronarstenosen, einem möglichen Kollate-

ralfluss und intravasaler Thrombenbildung ab. Der myokardiale Sauerstoffbedarf ist 

abhängig von der Herzfrequenz und der Wandspannung, die wesentlich durch Vor- 

und Nachlast bestimmt wird. Ist das Sauerstoffangebot in einem Versorgungsbezirk 

kleiner als der Sauerstoffbedarf, kommt es zu einer Unterversorgung des Myokards 

in diesem Bereich. Meist ist die intraoperative Myokardischämie sowohl Folge einer 

Reduktion des Sauerstoffangebots als auch einer Steigerung des Sauerstoffbedarfs. 

Durch die Ischämie wird das Angebot an Sauerstoff und Stoffwechselsubstraten ver-

ringert sowie zusätzlich die Abgabe von Ionen und Stoffwechselmetaboliten er-

schwert. Durch die reduzierte anaerobe Energieproduktion verarmen myokardiale 

Energiespeicher wie Adenosintriphosphat (ATP) oder Kreatinphosphat, die ATP-

abhängigen Ionenpumpen werden so in ihrer Funktion gestört. Es resultiert eine gra-

vierende Änderung intrazellulärer Ionenkonzentrationen und des Membranpotentials. 

Schließlich führt dies zu Schäden an Zellmembranen, Zytoskelett und Zellorganellen 

durch Zellschwellung, Radikalentstehung sowie intrazelluläre Proteasen- und Lipa-

senaktivierung [6, 7]. Die Folge ist eine vorübergehende ("stunning") oder auch eine 

bleibende Schädigung (Nekrose, Infarkt) des Myokards. Der Verlust von funktionsfä-

higem Myokard resultiert in verschlechterter ventrikulärer Pumpfunktion, was sowohl 
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die Lebensqualität durch eine verminderte Leistungsfähigkeit als auch die Lebenser-

wartung deutlich beeinträchtigt [8]. 

 

 

1.2 Kardioprotektion 

 

Kardioprotektion bezeichnet die Prävention von Ischämie-Reperfusions-Schäden am 

Herzen, die sich mit Zelltod, Arrhythmien und myokardialer Dysfunktion manifestie-

ren. Die Verhinderung dieser Folgen ist seit langem Ziel vieler wissenschaftlicher Un-

tersuchungen, da das Myokard in einer Vielzahl von klinischen Situationen einer   

Ischämie ausgesetzt sein kann [9, 10]. Sowohl bei herzchirurgischen Eingriffen, als 

auch während kardiologischer Interventionen kommt einer Beeinflussung des Ischä-

mie-Reperfusions-Schadens am Herzen eine große Bedeutung zu. Zusätzlich kön-

nen während der gesamten perioperativen Phase nichtherzchirurgischer Eingriffe 

Episoden von Ischämie-Reperfusion am Herzen auftreten. 

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Kardioprotektion durch Präkonditionie-

rung, daher soll diese Art des Myokardschutzes im Folgenden zunächst näher erläu-

tert werden.  

 

 

1.2.1 Ischämische Präkonditionierung 

 

Das Phänomen der Präkonditionierung wurde erstmals 1986 von Murry und Kollegen 

beschrieben. Sie hatten herausgefunden, dass kurze subletale Ischämien das Herz 

vor den Folgeschäden einer längeren, darauf folgenden Ischämie schützen können. 

Bei ihrer Untersuchung wurden Hundeherzen kurzen regionalen Ischämien unterzo-

gen. Aus der nachfolgenden Indexischämie folgte eine deutlich reduzierte Infarktgrö-

ße im Vergleich mit der Kontrollgruppe [11]. Diese ischämische Präkonditionierung 

wurde seither in einer Vielzahl von Spezies und Organen nachgewiesen [12-17]. Die 

myokardiale Präkonditionierung konnte sowohl an einzelnen Zellen, als auch an iso-

lierten Myokardpräparaten und perfundierten Herzen gezeigt werden [18, 19]. In wei-

teren Untersuchungen konnte demonstriert werden, dass diese vorübergehende An-

passungsreaktion des Myokards mit einer Verringerung Reperfusions-induzierter Ar-
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rhythmien und verbesserter Erholung der postischämischen Kontraktionsfähigkeit 

assoziiert ist [20, 21]. 

 

 

1.2.2 Pharmakologische Präkonditionierung 

 

Auch die Applikation einer Reihe sehr unterschiedlicher pharmakologischer Stoffe 

kann einen präkonditionierenden Effekt auslösen. Diese Form der Myokardprotektion 

wird pharmakologische Präkonditionierung genannt. Besonders halogenierte Fluor-

kohlenstoffe, welche als Anästhetika verwendet werden, sind in der Lage, die Effekte 

der ischämische Präkonditionierung nachzuahmen [22, 23]. Man spricht hierbei dann 

von Anästhetika-induzierter Präkonditionierung. Schon 1976 berichteten Bland und 

Kollegen von einem Halothan induzierten Schutz während einer Myokardischämie 

bei Hunden [24]. Die Anästhetika-induzierte Präkonditionierung konnte seither in ver-

schiedenen Tierspezies sowie an humanen Kardiomyozyten nachgewiesen werden 

[25, 26]. Vorteilhafte Effekte auf die myokardiale Erholung nach einer Ischämie zeig-

ten sich dabei für Desfluran, Sevofluran, Isofluran und Halothan [27-29]. 

 

 

1.2.3 Klinische Studien 

 

Klinische Studien zu herz- und koronarchirurgischen Eingriffen stützen die These, 

dass volatile Anästhetika auch im klinischen Einsatz ihre kardioprotektiven Effekte, 

gemessen sowohl an biochemischen als auch an funktionellen Parametern, ausüben 

können [30]. In einer retrospektiven Auswertung nach Umstellung des Anästhesiere-

gimes bei herzchirurgischen Eingriffen zeigten sich kardioprotektive Vorteile einer 

inhalativen Anästhesie mit Sevofluran gegenüber einer intravenösen Anästhesie mit 

Midazolam und Sufentanil [31]. Julier und Kollegen konnten in einer doppelblinden, 

Placebo-kontrollierten multizentrischen Studie zeigen, dass Präkonditionierung mit 

Sevofluran bei Patienten nach Koronarbypass die Konzentration biochemischer Mar-

ker der myokardialen Dysfunktion reduzierte [32]. Sollte sich weiter bestätigen, dass 

bestimmte Anästhetika am Herzen protektive Effekte ausüben, könnte der Einsatz 

ausgewählter Anästhetika gerade für Risikopatienten eine Reduktion von Ischämie-

schäden und eine Verminderung myokardialer Dysfunktion bedeuten. Für Patienten 
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mit KHK wäre eine Möglichkeit gegeben, die Myokardperfusion und -funktion sowohl 

bei und nach herzchirurgischen als auch bei nicht-herzchirurgischen Eingriffen zu 

verbessern. 

 

 

1.3 Xenon 

1.3.1 Xenon als Anästhetikum 

 

Xenon ist das einzige Edelgas mit anästhetischen Eigenschaften im normobaren Be-

reich. Vor über 50 Jahren wurde es erstmals in der klinischen Anästhesie verwendet 

[33]. Seither haben mehrere hundert Patienten erfolgreiche Anästhesien mit Xenon 

erhalten. Die Sicherheit und Effektivität als Anästhetikum ist zwar unbestritten, vor 

allem aber die hohen Kosten verhindern derzeit eine weite Verbreitung in der klini-

schen Anwendung. Dieses Hindernis könnte möglicherweise in der Zukunft durch 

technologische Fortschritte in Applikation und Recycling abgebaut werden, so dass 

weit weniger Gas für eine Anästhesie verbraucht würde. 

In den letzten zehn Jahren regte sich zudem neuerlich Interesse an der Verwendung 

von Xenon als Anästhetikum, da verschiedene Vorteile einer Xenon Anästhesie ge-

genüber herkömmlichen Inhalationsanästhetika nachgewiesen worden waren. Dazu 

gehören: 

 

• Ein pharmakokinetischer Vorteil durch einen extrem niedrigen Blut/Gas-

Verteilungskoeffizienten (0,115), der eine schnelle Ein- und Ausleitung der 

Narkose ermöglicht („fast tracking“) [34-36], 

• eine starke Analgesie [37, 38] und 

• eine geringe kardiovaskuläre Beeinträchtigung durch minimale hämodynami-

sche und kardiovaskuläre Nebenwirkungen [39-41]. 

 

Im Vergleich mit den halogenierten Fluorkohlenstoffen, wie z.B. Isofluran, die stärke-

re hämodynamische Effekte ausüben als Xenon [42, 43], könnte das Edelgas daher 

ein vorteilhaftes Anästhetikum besonders für kardiale Risikopatienten sein. Denn ob-

wohl Xenon als Edelgas chemisch inert ist, mehren sich die Hinweise, dass es kardi-

oprotektive Veränderungen induzieren kann. Diese biologischen Nebeneffekte des 

Edelgases könnten zusätzlichen Nutzen in der klinischen Anwendung bringen. 
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1.3.2 Xenon Präkonditionierung 

 

Wenige Studien haben sich bisher mit dem präkonditionierenden Effekt des anästhe-

tischen Gases Xenon beschäftigt. Es gibt zwei Studien, die die durch Xenon ausge-

lösten Effekte auf zellulärer Ebene untersuchen [44, 45], bei diesen handelt es sich in 

beiden Fällen um in-vitro Modelle. Zu den kardiovaskulären Effekten von Xenon unter 

pathophysiologischen Bedingungen in-vivo, wie z.B. einer regionalen Ischämie, gibt 

es bisher wenige Daten. In den bisher durchgeführten experimentellen Untersuchun-

gen zeigte sich, dass Xenon starke kardioprotektive Effekte ausübt. Eine der ersten 

Untersuchungen dieser Art wies nach, dass die inhalative Gabe von 70% Xenon 

während der Reperfusionsphase die resultierende Infarktgröße deutlich reduzieren 

kann [46]. In einer anderen Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine kontinuierliche 

Xenon Applikation eine verbesserte Erholung des Myokards nach kurzer regionaler 

Ischämie bewirkt [47]. 

Weiter konnte kürzlich in einer in-vivo Studie am Rattenherzen der präkonditionie-

rende Effekt von Xenon nachgewiesen werden. Repetitive Xenon Inhalation vor einer 

Myokardischämie (Xenon Präkonditionierung) verringerte die resultierende Infarkt-

größe signifikant [48]. 
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1.4 Literaturübersicht zu den molekularen Mechanism en 

 

An den molekularen Mechanismen der Präkonditionierung sind intrazelluläre Signal-

wege beteiligt, deren wichtigstes Zielmolekül der ATP-abhängige Kalium-Kanal zu 

sein scheint [23, 49]. An der sarkolemmalen und mitochondrialen Membran der Kar-

diomyozyten gelegen, öffnet er sich als Reaktion auf kleine Änderungen der intrazel-

lulären ATP-Konzentration, die vermehrte Bildung von Sauerstoffradikalen während 

der Ischämie und die Stimulation von Adenosinrezeptoren [30, 50]. Auf diesem Weg 

werden verschiedene Kinasekaskaden aktiviert, darunter auch Isoformen der Protein 

Kinase C (PKC) und die mitogen-activated-protein-kinases (MAPKs) [48, 51]. 

 

 

1.4.1 Protein Kinase C 

 

Die Protein Kinase C ist eine Familie von Serin-Threonin-Kinasen, welche eine wich-

tige Schlüsselrolle in der zellulären Signaltransduktion besitzt. Die Regulation der 

verschiedenen Isoformen der PKC erfolgt hauptsächlich über eine Translokation der 

Kinase zu verschiedenen Zellkompartimenten (Plasmamembran, Nukleus, Zytoske-

lett) sowie eine Phosphorylierung, welche zu ihrer Aktivierung führt [52]. 

Es sind bisher 11 Isoformen in drei funktionell und strukturell verschiedenen Sub-

gruppen bekannt: Die Gruppe der „conventional“ PKC (PKC α, β1, β2, γ) ist Ca2+-

abhängig und wird durch Bindung an Diacylglycerol (DAG) und Phosphatidylserin 

(PS) aktiviert. Die „novel“ PKC (PKC δ, ε, η und θ) sind Ca2+ unabhängig, werden 

aber durch DAG und PS aktiviert und „atypical“ PKC (PKC ζ und ι/λ), welche Ca2+ 

und DAG unabhängig sind, werden nur durch PS aktiviert [53]. 

Die Verteilung der verschiedenen Isoformen ist Alters-, Gewebs- und auch Spezies-

abhängig. Immuntechnische und PCR-basierte Verfahren wiesen verschiedene PKC 

Isoformen auch im Rattenherzen nach [54]. Hier werden hauptsächlich PKC α, δ, ε 
und ζ exprimiert. Das Vorkommen weiterer Isoformen, wie β und η, im Rattenherzen 

wird kontrovers diskutiert [55-57]. Der Gehalt an PKC im Rattenherzen verändert sich 

zusätzlich im Laufe der Entwicklung. Im fetalen Herzen ist die Konzentration der ver-

schiedenen PKC Isoformen am höchsten, dann jedoch sinken die Konzentrationen 

der Isoformen α und δ stetig ab, wohingegen die Isoform ε weiterhin auf hohem Ni-
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veau exprimiert wird [58]. Auch in humanen Kardiomyozyten konnten die PKC Iso-

formen α, β, δ und ε nachgewiesen werden [59]. 

Die biologischen Funktionen der PKC Familie sind umfangreich. Ihre verschiedenen 

Isoformen sind an so unterschiedlichen Prozessen wie Zellproliferation und Differen-

zierung, Genexpression, neoplastischer Transformation, Apoptose, Vermittlung von 

Immunreaktionen oder Modulation von Transportvorgängen [60-64] beteiligt. 

Die PKC übt gerade auch in Herz- und Gefäßmuskelzellen wichtige Regulationsfunk-

tionen aus. Ihre Aktivierung induziert eine Vielzahl kardiovaskulärer Effekte, wie z.B. 

Veränderungen der Gefäßpermeabilität, Induktion von Zellmigration und Wachstum, 

Produktion von extrazellulärer Matrix sowie Expression verschiedener Zytokine [53, 

65]. Veränderungen in der Aktivität und Verteilung der verschiedenen PKC Isoformen 

im Myokard spielen sowohl für den Ischämie-Reperfusions-Schaden am Herzen, als 

auch für die Entwicklung von Kardiomyopathien oder Veränderungen am Herzen von 

Diabetikern eine Rolle [59, 66-68]. 

 

 

1.4.2 Die Protein Kinase C in der Präkonditionierung 

 

Die Aktivierung der Protein Kinase C gilt als ein wichtiger Schritt im molekularen Me-

chanismus sowohl bei der ischämischen als auch bei der pharmakologischen Prä-

konditionierung. Schon kurz nach dem Stimulus sinkt die Gesamtaktivität der PKC im 

Zytosol der Zelle ab, während sie in anderen Zellkompartimenten rasch ansteigt [69]. 

Die verschiedenen Isoformen der PKC zeigen große Unterschiede in ihrer Aktivität, 

subzellulären Verteilung und auch Substratspezifität. Intensiv untersucht wird daher 

zur Zeit, welche der PKC Isoformen in welcher Weise an der Vermittlung der Kardi-

oprotektion mitwirken. Das größte Interesse gilt dabei den „novel“ Isoformen δ und ε, 
aber auch der Isoform α. 

Im Rahmen von Ischämie und Reperfusion konnten für die PKC Isoformen ε und δ 

vollkommen gegensätzliche Effekte gezeigt werden. Die Aktivierung der PKC δ konn-

te den myokardialen Schaden durch eine Ischämie verschlimmern, die Aktivierung 

der PKC ε dagegen wirkte kardioprotektiv. Dies wurde sowohl in vitro an isolierten 

Myozyten und Herzen als auch in vivo gezeigt [70]. Des weiteren wurde durch die 

Inhibition der PKC δ während der Reperfusionsphase nach einer Ischämie sowohl in 

vitro als auch in vivo eine Kardioprotektion erzielt [71, 72]. 
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In der Literatur gibt es bisher viele solcher Hinweise für eine Beteiligung von PKC 

Isoformen an der Signalkaskade der Präkonditionierung. Hierbei ist die kardioprotek-

tive Rolle der PKC ε bereits gut belegt [67, 73]. Bezüglich der Isoformen α und δ 

existieren dagegen unterschiedliche Ergebnisse. 

Wang und Kollegen konnten nachweisen, dass eine Translokation der PKC δ zu den 

Mitochondrien mit den kardioprotektiven Effekten der ischämischen Präkonditionie-

rung korreliert [74]. Immunhistochemische Untersuchungen von isolierten Rattenher-

zen zeigten nach ischämischer Präkonditionierung eine Translokation der PKC α und 

δ vom Zytosol zur Membran [75, 76]. Wohingegen an Rattenkardiomyozyten nach 

ischämischer Präkonditionierung keine Translokation der PKC α und δ nachzuweisen 

war [77]. 

Ischämische Präkonditionierung von transgenen PKC δ knock-out Mäusen vergrö-

ßerte in einer anderen Untersuchung den Myokardschaden nach einer Indexischä-

mie. Durch die Präkonditionierung konnte bei diesen kein Schutz mehr erzielt werden 

[78]. Auch dieses Ergebnis stützt die These einer Beteiligung der PKC δ an dem Sig-

nalweg der ischämischen Präkonditionierung. 

Dagegen berichtet Fryer aus Versuchen mit dem PKC δ Inhibitor Rottlerin von einer 

Beteiligung der PKC δ an der pharmakologischen, hier opioid-induziert, nicht jedoch 

an der ischämischen Präkonditionierung [79, 80]. In einer Untersuchung an mensch-

lichen Herzohrpräparaten konnte zudem gezeigt werden, dass nach ischämischer 

Präkonditionierung eine vermehrte Phosphorylierung von PKC α und ε zu beobach-

ten ist. PKC α und ε Inhibitoren konnten den Schutz durch ischämische Präkonditio-

nierung aufheben, PKC δ Hemmung durch Rottlerin jedoch nicht [81]. 

Die Rolle der PKC α und δ in der ischämischen Präkonditionierung ist daher bislang 

nicht endgültig geklärt. 

 

Ischämische und Anästhetika-induzierte Präkonditionierung scheinen grundlegende 

Schritte des Signalweges gemeinsam zu haben. So sind die Isoformen der PKC, v.a. 

die PKC ε, auch wichtige Signaltransduktoren der Präkonditionierung des Herzens 

durch volatile Anästhetika [82]. In einer Untersuchung an isolierten Rattenherzen 

konnten Uecker und Kollegen eine Translokation der PKC δ und ε sowohl nach i-

schämischer als auch nach Isofluran Präkonditionierung nachweisen. Die PKC δ 

zeigte hierbei eine Phosphorylierung und mitochondriale Translokation nach anäs-

thetischer Präkonditionierung, welche durch Rottlerin aufgehoben werden konnte 
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[83]. Dies konnte in weiteren Studien auch für andere Anästhetika, wie z.B. Sevoflu-

ran und Isofluran, bestätigt werden [84, 85]. Auch für die Xenon Präkonditionierung 

konnte bereits eine Aktivierung der PKC ε gezeigt werden [48]. 

Mögliche Kandidaten als Mediatoren für die Xenon Präkonditionierung sind daher 

neben der bereits untersuchten PKC ε sowohl die Isoform α als auch die PKC Iso-

form δ, deren Beteiligung in dieser Arbeit überprüft werden soll. 

 

 

1.4.3 p38MAPK - MAPKAPK-2 - Signalweg 
 

Proteinphosphorylierung ist einer der Schlüsselmechanismen der Signaltransduktion 

in der Genexpression, Zellproliferation und der Apoptose, wie z.B. in der MAP Kinase 

Kaskade. MAP Kinasen werden nach Threonin und Tyrosin Phosphorylierung durch 

MAP Kinase Kinasen (MKK) aktiviert, welche wiederum durch MAP Kinase Kinase 

Kinasen (MKKK) in einer Kinase Kaskade aktiviert werden [86]. Drei verschiedene 

MAP Kinasen mit unterschiedlichen Signalwegen wurden im Säugetierherz beschrie-

ben: die extracellular-signal-regulated-kinase (ERK) oder p42/p44-mitogen-activated-

protein-kinase (p42/p44MAPK), die stress-activated-protein-kinase oder c-jun-NH2-

terminal-kinase (SAPK/JNK) und die p38-mitogen-activated-protein-kinase 

(p38MAPK) [87]. In einer Untersuchung an isolierten Herzen konnte gezeigt werden, 

dass die p38MAPK durch globale Ischämie aktiviert wird, die SAPK/JNK durch     

Ischämie-Reperfusion, während für die ERK keine Aktivierung durch Ischämie oder 

Reperfusion zu messen war [88]. 

Die mitogen-activated-protein-kinase-activated-protein-kinase-2 (MAPKAPK-2) wird 

nach mitogenen Stimuli via MAP Kinasen durch Phosphorylierung aktiviert. Sie wur-

de im Skelettmuskel des Kaninchens entdeckt [89]. Besonders stark exprimiert wird 

sie außerdem auch im Myokard [90]. 1992 wurden von Stokoe und Kollegen als ihre 

mögliche Hauptsubstrate die kleinen Heat Shock Proteine, das Nager HSP 25 und 

das menschliche HSP 27, gefunden [91]. In einer Untersuchung von Rouse und Mit-

arbeitern wurde die Regulation der MAPKAPK-2 in vivo studiert. Sie fanden keine 

Aktivierung der MAPKAPK-2 nach p42/44 MAPK Stimulation mit Wachstumsfaktoren. 

Es zeigte sich dagegen eine Aktivierung der MAPKAPK-2, nicht jedoch der p42/44 

MAPK, durch chemischen Stress und Hitzeschock. Daraufhin wurde von ihnen erst-

mals der Stress-induzierte Signalweg der p38 MAPK beschrieben [92]. Später konnte 
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gezeigt werden, dass die Aktivierung der MAPKAPK-2 in vivo nur über direkte 

Phosphorylierung durch die p38 MAPK erfolgt [93]. Nach dieser Aktivierung findet 

dann ein Koexport von MAPKAPK-2 und p38 MAPK vom Kern zum Zytoplasma statt 

[94]. 

Nach ihrer Aktivierung vermittelt die MAPKAPK-2 verschiedene p38 MAPK abhängi-

ge Signalkaskaden. Neben der Transduktion von proinflammatorischen Prozessen 

und der Zytokinexpression ist die MAPKAPK-2 v.a. in die Regulation der Actin Dy-

namik eingebunden [95-97]. Neben dem HSP 27 sind hierzu weitere Substrate der 

MAPKAPK-2 bekannt, wie z.B. die LIM Kinase, eine Serin Protein Kinase, die an der 

Polymerisation von Actin und dem Umbau von Mikrotubuli beteiligt ist [98, 99]. Auch 

das Leukozyten spezifische Protein 1 (LSP1), das CapZ interagierende Protein 

(CapZIP), der Neuriten Wachstums Inhibitor Nogo-B und diverse andere Proteine 

(z.B. WIP) konnten als Substrate der MAPKAPK-2 identifiziert werden [100-103]. 

 

 

1.4.4 p38 MAPK-MAPKAPK-2 -Signalweg in der Präkonditionierung 

 

Die Aktivierung der PKC durch Präkonditionierung beeinflusst andere Downstream-

Signalwege wie z.B. die Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase (MAPK) Kaskade. Es 

konnte gezeigt werden, dass die PKC ε bei der Kardioprotektion mit den MAPK inter-

agiert [73]. Hierbei ist v.a. die p38 MAPK unterhalb der PKC an der Präkonditionie-

rung des Herzens beteiligt [104]. Dies konnte kürzlich auch für die Xenon Präkonditi-

onierung am Rattenmyokard nachgewiesen werden [48]. 

Hinweise für eine mögliche Beteiligung der MAPKAPK-2 an der myokardialen 

Signaltransduktion erbrachte eine Studie von Zu und Mitarbeitern: Eine Northern Blot 

Analyse unterschiedlicher menschlicher Gewebe zeigte eine hohe Expression und 

Aktivierung der MAPKAPK-2 in Kardiomyozyten. Durch einen in vitro Kinase Assay 

an Kardiomyoblasten ergab sich schließlich eine schnelle Aktivierung der MAPKAPK-

2 durch Stress Stimulation (Hitze, oxidativer Stress) und Phorbolester [90]. Untersu-

chungen an isolierten Rattenherzen durch Maulik und Kollegen zeigten weiter, dass 

durch Ischämie und Reperfusion die Aktivierung der p38MAPK-MAPKAPK-2 Kaska-

de stimuliert wird [105, 106] Ergänzend berichteten Nakano und Mitarbeiter in einer 

Studie an perfundierten Kaninchenherzen über eine starke Aktivierung der MAP-

KAPK-2 nach ischämischer Präkonditionierung [107]. 
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Zusammengenommen sprechen die bisherigen Daten für den folgenden Signaltrans-

duktionsweg der frühen Stressreaktion im Myokard: extrazelluläre Stimuli wie Hitze-

schock, oxidativer Stress oder Ischämie-Reperfusion induzieren eine schnelle Akti-

vierung der p38MAPK Kaskade durch MKK3 und MKK6. Über eine Aktivierung der 

p38 MAPK und anschließend der MAPKAPK-2 kommt es zu einer Phosphorylierung 

des HSP27 und anderer Substrate (z.B. LIM Kinase) im Myokard.  

Ob die Beteiligung der MAPKAPK-2 auch für den Signalweg einer Präkonditionierung 

mit Xenon zutrifft ist bisher nicht untersucht worden und soll Teil dieser Arbeit sein. 

 

 

1.4.5 HSP 27 und Regulation des Zytoskeletts 

 

In Versuchen mit Colchicin an Kaninchen konnte gezeigt werden, dass ein intaktes 

Zytoskelett eine wichtige Voraussetzung für eine funktionierende Isofluran-induzierte 

Präkonditionierung ist [108]. Für den Schutz und die Stabilisierung der Struktur der 

Actin Filamente bei Zellstress sind hauptsächlich kleine Heat Shock Proteine wie das 

27 kDa schwere HSP 27 verantwortlich [109] Hierzu erfolgt bei Zellstress die Aktivie-

rung von HSP 27 mittels Phosphorylierung durch die p38 MAPK [110]. Daraus resul-

tiert eine verbesserte Stabilität des Zytoskeletts durch F-Actin Polymerisation [111]. 

Das Actin Zytoskelett spielt eine herausragende Rolle für Zellmorphologie und Stabi-

lität. Der Umbau der Actinfilamente macht Prozesse wie Zellmotilität und -migration, 

Membrantransport, Phagozytose und Wachstum möglich. Neben HSP 27 sind eine 

Reihe weiterer Mediatoren in die Regulation der Zytoskelett Dynamik eingebunden. 

Dazu gehören z.B. die LIM-Kinase, die Ras GTPase und die kleinen GTPasen der 

Rho-Familie (Rho, Rac, und Cdc42) [112, 113]. Ihre Bedeutung für die Präkonditio-

nierung ist bisher unklar und soll nicht Teil dieser Arbeit sein. 

 

Die Aktivierung des HSP 27 konnte sowohl für globale als auch für regionale Ischä-

mie an verschiedenen Tiermodellen, darunter auch an der Ratte, gezeigt werden 

[114]. Da längere Ischämie zu einer Zerstörung des Zytoskeletts führt [7], könnte die 

Aktivierung des HSP 27 über die p38 MAPK und die MAPKAPK-2 durch eine Stabili-

sierung des Zytoskeletts, als möglichem Endeffektor, am Schutz der Zelle vor einem 

Ischämie-Reperfusions-Schaden beteiligt sein. 
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Für die ischämische Präkonditionierung konnte bereits eine Translokation des HSP 

27 zum Zytoskelett nachgewiesen gezeigt werden [115]. Für den Mechanismus einer 

Präkonditionierung des Rattenmyokards mit Xenon konnte die Phosphorylierung und 

Aktivierung der p38 MAPK nachgewiesen werden [48]. Daher scheint eine nachfol-

gende Aktivierung und Translokation des HSP 27 über die MAPKAPK-2 auch hier 

möglich. Diese mögliche Verknüpfung mit dem Zytoskelett soll in dieser Arbeit unter-

sucht werden. 

 

 

 

 

Abbildung 1 – Signaltransduktion in der Präkonditionierung 

Das Schema zeigt einen möglichen Signaltransduktionsweg der Präkonditionierung. Durch den prä-
konditionierenden Stimulus wird eine Signalkaskade aktiviert, u.a. kommt es dabei zur Aktivierung der 
Protein Kinase C (PKC), die durch die Inhibitoren Calphostin C bzw. Rottlerin gehemmt werden kann. 
Nachfolgend kommt es zur Aktivierung der p38 MAPK (p38), deren Aktivierung durch SB 203580 ge-
hemmt wird. Unterhalb der p38 MAPK werden möglicherweise die MAPKAPK-2 und das HSP 27 akti-
viert, welches auf das Actin Zytoskelett Einfluss nimmt. 

 

 

 

 

 

PKC 
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Actin  
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1.5 Fragestellung 

 

Bisher gibt es erste wegweisende Ergebnisse zu den molekularen Mechanismen der 

Xenon Präkonditionierung. Eine Vielzahl von weiteren möglicherweise involvierten 

Mediatoren und der genaue Signalweg bleiben jedoch noch unklar. Auch ist die Fra-

ge nach dem möglichen Endeffektor der Xenon Präkonditionierung ungeklärt. 

Die vorliegende Arbeit soll der weiteren Aufklärung der Signalwege, die an der Xe-

non Präkonditionierung im Herzen in-vivo beteiligt sind, dienen. 

Es ergaben sich daher folgende Fragestellungen: 

 

1. Gibt es eine funktionelle Beteiligung der PKC Isoform δ bei der Kardioprotektion 

durch Xenon? 

  

2. Wird die PKC δ bei der Xenon Präkonditionierung durch Phosphorylierung akti-

viert? 

 

3. Induziert die Xenon Präkonditionierung des Herzens eine zeitabhängige Aktivie-

rung der PKC Isoform α?  

 

4. Wird durch die Xenon Präkonditionierung die MAPKAPK-2 aktiviert? 

 

5. Hat die Xenon Präkonditionierung Einfluss auf die Verknüpfung von HSP 27 und 

Actin Zytoskelett? 
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Materialien  

2.1.1 Standardchemikalien 

Xenon wurde von Messer Griessheim GmbH, Krefeld, Isofluran von Baxter, Mün-

chen, destilliertes Wasser aus der Apotheke der Universität Düsseldorf bezogen. Po-

lyacrylamid (30% PAA) wurde bei Roth, Karlsruhe, bestellt. Die übrigen verwendeten 

Laborchchemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, in Reagenzienqualität 

von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen oder Merck Eurolab GmbH, Darm-

stadt erworben.  

 

2.1.2 Lösungen 

Zusammensetzungen der verwendeten Standardlösungen und Puffer: 

α-Chloralose   75 mg α-Chloralose + 112,5 mg Borax + 7,5 ml NaCl 0,9% 

 

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

 

TTC Färbelösung  

200 ml NaCl 0,9% + 2,42 g Trishydroxymethylaminomethan (Tris-Puffer) 
+ 1,5 g Triphenyltetrazoliumhydrochlorid (TTC)  
 

Tris HCL 

500 mM Tris HCL, pH 7,4: 15,8 g Tris HCl + Aqua dest. ad 200 ml, pH 7,4 einstellen 
500 mM Tris HCL, pH 6,8: 15,8 g Tris HCl + Aqua dest. ad 200 ml, pH 6,8 einstellen 
 

Tris Base 

1,5 M Tris Base, pH 8,8: 54,51 g Sigma 7-9 + Aqua dest. ad 300 ml, pH 8,8 
1,25 M Tris Base, pH 6,8: 15,14 g Sigma 7-9 + Aqua dest. ad 100 ml, pH 6,8 
 

Lysepuffer für die Probenaufarbeitung 

5 mM Sigma 7-9, 50 mM NaF, 2 mM Na3VO4, 2 mM EGTA, 
2 µg/ml Aprotinin, 2 µg/ml Leupeptin, 2 µg/ml Pepstatin, 
0,77 mg/ml DTT, 10 mM Okadaic Acid 
 
Lowry Reagenz (frisch angesetzt):  

100 Teile Na2C3 in 500 ml 0,1 mol NaOH + 1 Teil 2% Kalium-Natrium-Tartrat 

+ 1 Teil 1% CuSO4x5H2O 
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Lösungen für die Gele der SDS-PAGE (Sodiumdodecylsu lfat-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese)  

Trenngele (10%) 6,6 ml PAA 30% + 8,2 ml Aqua dest. 

+ 5 ml 1,5 M Sigma 7-9, pH 8,8 + 200 µl SDS 10% 

   + 20 µl Temed + 100 µl APS 10% 

Sammelgele (6%) 2,55 ml PAA 30% + 10,5 ml Aqua dest. 

   + 1,5 ml 1,5 M Sigma 7-9, pH 6,8 + 150 µl SDS 10% 

   + 30 µl Temed + 150 µl APS  

 

Pufferlösungen für Elektrophorese und Elektrotransf er 

Laufpuffer  3 g Sigma 7-9 + 14,4 g Glycin + 1 g SDS + Aqua dest. ad 1 l 

Ladepuffer  30 mg Bromphenolblau + 1 g SDS + 2 ml Gylcerol 

+ 1 ml 500 mM Tris-HCl, pH 6,8 + 7 ml Aqua dest. 

Transferpuffer 6 g Sigma 7-9 + 28,8 g Glycin + 400 ml Methanol 

+ 1600 ml Aqua dest. 

 

Lösungen für die Coomassie Färbung  

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

+ 112,5 ml Aqua dest. 

Zum Abtrennen unlöslicher Farbstoffanteile muss die Lösung vor 

Gebrauch filtriert werden. 

Entfärbelösung 100 ml Eisessig + 333,3 ml Ethanol + Aqua dest. ad 1 l 

 

Lösungen für den Immunoblot  

Waschpuffer (TPBS) 10 Tabletten PBS (phosphate buffered saline) 

+ 2 ml Tween 20 + 2000 ml Aqua dest., pH 8,0 einstellen 

5% Blocklösung  50 g dried skimmed milk + 5 Tabletten PBS 

+ 1 ml Tween 20 + 1000 ml Aqua dest. 

1% Blocklösung  5% Blocklösung 1:5 mit TPBS verdünnen  

BSA 5%   50 g BSA (bovines Serumalbumin) + 1000 ml TPBS 
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Lösungen für die Immunfluoreszenzfärbung  

Zamboni Reagenz 

4% Paraformaldehyd und 15% gesättigte Pikrinsäure  

in 0,1 M PB (phosphate buffered) Puffer. 

Herstellung Zamboni Reagenz: 

PB Puffer: a) 28,5 g Na2HPO4x2H2O in 800 ml Aqua dest. 

b) 8,3 g Na2HPO4xH2O in 300 ml Aqua dest. 

a) und b) separat lösen und mit b) in a) auf pH 7,4 einstellen. 

PBS+  1l PBS (phosphate buffered saline) + 0,1 g MgCl2x6H2O + 0,1 g CaCl2 
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2.1.3 Antikörper 

Die Antikörper wurden nach Angaben des Herstellers entweder in einer fünfprozenti-

gen BSA Lösung oder in einer einprozentigen Blocklösung verdünnt. 

 

1. Antikörper und eingesetzte Verdünnung Hersteller 

Anti-phospho PKC α (Ser657),1:1000 Upstate, Lake Placid, NY, USA 

Anti-PKC α, clone M4, 1:2000 Upstate, Lake Placid, NY, USA 

Anti-phospho PKC δ (Thr 505), 1:2000 Cell Signaling, Danvers, MA, USA  

Anti-PKC δ, 1:10000 Upstate, Lake Placid, NY, USA 

Anti-PKC δ (mouse monoclonal), 1:1000 BD Biosciences, Heidelberg 

Anti-phospho MAPKAPK-2 (Thr 334), 1:1000 Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

Anti-MAPKAPK-2, 1:10000 Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

Anti-Actin, 1:5000 Sigma, Taufkirchen 

Anti-HSP 25, 1:10000 Stressgen, Victoria, Kanada 

 

2. Antikörper und eingesetzte Verdünnung Hersteller 

Anti-mouse IgG, 1:10000 Dianova, Hamburg 

Anti-rabbit IgG (H+L), 1:10000 Dianova, Hamburg 

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

Strep-Tactin HRP-Conjugate, 1:10000 BioRad, München 

 

Antikörper für die Immunfluoreszenzfärbung Hersteller 

Rhodamin Phalloidin  Molecular Probes, Göttingen 

Anti-phospho HSP 27 (Ser15) Dianova, Hamburg 

goat-anti-rabbit Alexa fluor 488  Molecular Probes, Göttingen 

 



Methoden 

 19

2.2 Methoden 

2.2.1 In-vivo Versuche 

 

Die vorliegende Studie wurde nach Zustimmung durch die Tierschutzkommission 

und Genehmigung durch den Regierungspräsidenten Düsseldorf durchgeführt. 

Für die Versuche wurden männliche Wistar Ratten (200 bis 250 g) aus der Tierver-

suchsanlage der Universität Düsseldorf bezogen. 

 

 

a. Präparation der Versuchstiere 

 

Nach der Einleitung der Narkose durch eine intraperitoneale Injektion von S-Ketamin 

(150 mg/kg, Ketanest, Pfizer, Karlsruhe), erfolgte die endotracheale Intubation (Tu-

bus mit 2 mm Ø), der Anschluss an ein Kleintierbeatmungsgerät (7025 Rodent Venti-

lator, Föhr Medical Instruments, Seeheim) und Ventilation mit 25% O2 in Luft. Die 

Beatmungsfrequenz betrug 60/min bei einem Tidalvolumen von 2 ml und einem 

PEEP von 2-3 cm H2O. Die Versuchstiere wurden unter ständiger Kontrolle der Kör-

perkerntemperatur mittels eines intraperitonealen Temperaturmessfühlers (GHT 

1160, Greisinger electronic, Regenstauf) zur Aufrechterhaltung der Körpertemperatur 

(38°C) auf Wärmeplatten gelegt. Die Muskelrelaxatio n erfolgte durch einmalige Pan-

curonium Applikation (0,8 mg). Für die kontinuierliche Anästhesie wurde eine Infusi-

on mit alpha-Chloralose (25 mg/kg/h) über die rechte Vena jugularis interna ange-

schlossen. Der arterielle Druck und die Herzfrequenz wurden während der gesamten 

Versuchszeit in der linken Arteria carotis communis gemessen und aufgezeichnet 

(PowerLab/8SP und Chart for Windows Software, AD Instruments, Castle Hill, 

Australia). 

Nach einer lateralen Thorakotomie im vierten Interkostalraum links und Perikardio-

tomie wurde der Hauptast der linken Koronararterie mit einer 5-0 Prolene Naht mit 

atraumatischer Nadel (Ethicon, Johnson&Johnson, Norderstedt) umstochen. Die bei-

den Enden des Fadens wurden durch ein Plastikröhrchen (1 mm innerer Ø) gezogen 

und zunächst locker mit einer Klemme darin fixiert. Durch Zug an den Fäden dieses 

Okkluders konnte die Koronararterie später verschlossen werden (s. Abb. 2). Nach 

der chirurgischen Präparation des Herzens erfolgte zunächst eine 30 Minuten an-

dauernde Adaptationsphase. 
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Abbildung 2 – Präparation der Herzen 

 

 

b. Xenon Präkonditionierung und Infarktprotokoll 

 

Die Xenon Präkonditionierung (Xe-PC) wurde durch dreimal fünf Minuten Beatmung 

mit 0,4 MAC Xenon (70% Xenon, 25% Sauerstoff, 5% Stickstoff) erreicht. Zwischen 

den Präkonditionierungsschritten wurde jeweils für fünf Minuten wieder mit 25% O2 in 

Luft ventiliert. Nach der dritten Präkonditionierungsphase schloss sich eine Aus-

waschzeit von zehn Minuten Dauer an. Die Ratten der Kontrollgruppen blieben 45 

Minuten lang unbehandelt und wurden die gesamte Zeit mit zwei Litern O2-Gemisch 

pro Minute ventiliert. Zusätzlich wurde den Versuchstieren zehn Minuten vor der Prä-

konditionierung 0,3 mg/kg des PKC δ Inhibitors Rottlerin (Calbiochem, Bad Soden), 

je nach Körpergewicht in ca. 1 ml DMSO (Dimethylsulfoxide) gelöst, appliziert. Tiere 

der Kontrollgruppe erhielten 1 ml DMSO ohne Rottlerin. 
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Es wurden vier Gruppen mit je zehn Ratten gebildet. Die erste Gruppe, die Kontroll-

gruppe ohne Präkonditionierung (Kontrolle), blieb 45 Minuten unbehandelt. Die übri-

gen drei Gruppen erhielten als Behandlung entweder nach vorbeschriebenen Proto-

koll eine Xenon Präkonditionierung (Xe-PC), Xenon Präkonditionierung plus Rottlerin 

(Xe-PC+Rot) oder Rottlerin allein ohne Präkonditionierung (Rot). 

Im Anschluss an das Präkonditionierungsprotokoll wurde eine Koronarokklusion von 

25 Minuten Dauer durch Zuziehen des Okkluders erzeugt. Es zeigte sich eine deutli-

che zyanotische Verfärbung des abhängigen Myokardanteils. Nach Entfernung des 

Okkluders und 120 Minuten Reperfusion wurde der Thorax durch eine mediane Ster-

notomie eröffnet, das Herz von den großen Gefäßen getrennt und für eine Minute in 

physiologischer Kochsalzlösung entblutet (s. Abbildung 3). 

 

 

Abbildung 3 - Infarktprotokoll 

Die Abbildung zeigt den Versuchsaufbau für die Experimente zur Infarktgrößenbestimmung. Xe-PC = 
Xenon Präkonditionierung, Xe-PC + Rot = Xenon Präkonditionierung plus Rottlerin Gabe (0,3 mg/kg), 
Xe = fünfminütige Xenon Inhalation (0,4 MAC). Nach Abschluss der 120 Minuten Reperfusion wurden 
die Herzen entnommen und mit Evansblue und TTC gefärbt. 
 

c. Infarktgrößenbestimmung 

 

Die Infarktgrößenbestimmung erfolgte in zwei Schritten: Zunächst wurde durch eine 

Evansblue-Färbung das von der verschlossenen Koronararterie versorgte Risikoge-

biet (Area of Risk, AOR) bestimmt. In einem zweiten Schritt wurde dann durch eine 

TTC-Färbung im ischämischen Gebiet die Größe der Nekrose bestimmt. Diese Dop-

pelfärbung ermöglichte eine Aussage über das Ausmaß der Schädigung in Relation 

zum Versorgungsgebiet der verschlossenen Koronararterie. 

      Xe-PC 

      Xe-PC + Rot 

      Rottlerin 

 10min    5    5     5     5    5   10min                 25min                                                   120min   

      Kontrolle 

Rottlerin 

TTC 

Koronarokklusion Reperfusion 

Koronarokklusion Reperfusion 

Rottlerin 

Xe Xe Xe 

Koronarokklusion Reperfusion Xe Xe Xe 

Koronarokklusion Reperfusion 

Experimentelles Protokoll
Infarktgrößenbestimmung 
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Evansblue-Färbung 

Dazu wurde das Herz über die Aortenwurzel an eine modifizierte Langendorff-

Apparatur angeschlossen. Der Faden des Okkluders wurde verknotet, um die Koro-

nararterie erneut zu verschließen. Dann wurde die Evansblue-Farblösung über die 

Aorta in die verbliebenen offenen Koronararterien infundiert. Zum Auswaschen über-

schüssiger Färbelösung in den Gefäßen wurde im Anschluss noch einmal mit physio-

logischer Kochsalzlösung perfundiert. Zur weiteren Aufarbeitung wurden die Herzen 

bei -80°C in einer 2 ml Spritze mit abgeschnittener  Spitze eingefroren. 

 

TTC-Färbung 

Das Prinzip der TTC-Färbung beruht auf folgender Reaktion: Dehydrogenasen und 

mitochondriale Enzyme in vitalem Gewebe wandeln die farblose TTC-Lösung in den 

roten Farbstoff Formazan um. So kann vitales von nekrotischem Gewebe unter-

schieden werden. Nach dieser Färbung erscheint im Risikogebiet vitales Gewebe rot, 

nekrotisches Gewebe weiß. 

Abbildung 4 – Reduktion von TTC zu Formazan 

 

 

Die Färbelösung wurde bei 37°C auf einen physiologi schen pH von 7,4 eingestellt. 

Die eingefrorenen Herzen wurden durch millimeterweises Herausschieben aus der 

Spritze quer zur Herzachse in gleichmäßige Scheiben (Schichtdicke 1 mm) geschnit-

ten. Die einzelnen Scheiben wurden in Färbeschälchen (12-well-plates) überführt. 

Pro Herzscheibe wurden 500 µl TTC-Färbelösung (37°C ) hinzugegeben und die 

Scheiben zehn Minuten darin bei 37°C inkubiert. Ans chließend wurden die Scheiben 

in 4% Formalin fixiert.  
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Auswertung 

Zur Auswertung wurden die Herzscheiben eingescannt (CanonScan FB620P, Ca-

non, Krefeld) und das Risikogebiet und die Infarktgröße mittels EDV-gestützter Pla-

nimetrie durch Sigma Scan Pro5 Software (SPSS Science Software; Chicago, IL, 

USA) berechnet. Die ermittelten Werte wurden anhand des Trockengewichtes der 

entsprechenden Herzscheibe korrigiert. Dazu wurden nach 24-stündigem Trocknen 

bei 45°C alle Scheiben gewogen (Analysenwaage LA230 S, Sartorius, Göttingen). 

Die Infarktgrößen wurden als Prozent des Risikogebiets ausgedrückt. 

 

 

Abbildung 5 – Färbung der Herzscheiben zur Infarktgrößenbestimmung 

Nach der Färbung der Herzscheiben wurden die Infarktgröße (weiß) und das Risikogebiet (weißes 
Infarktgebiet + rotes vitales Risikogebiet) mittels Planimetrie bestimmt und unter Einbeziehung des 
Trockengewichtes der Herzscheiben die Infarktgrößen als Prozent des Risikogebietes berechnet. 
 

rechter Ventrikel 

Restmyokard (blau) 

linker Ventrikel 

Infarktgebiet (weiß) 

vitales Risikogebiet (rot) 

Infarktgrößenbestimmung  

Infarktgebiet (weiß) 

vitales Risikogebiet (rot) 
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d. Herzentnahme zur molekularbiologischen Untersuch ung 

 

Für die molekularbiologische Untersuchung der Proteine im Herzen wurden in nach-

folgenden Versuchen weitere Herzen vor, während und direkt nach dem oben be-

schriebenen Präkonditionierungsprotokoll entnommen. 

 

Untersuchung der Phosphorylierung der PKC α und δ 

Für die Western Blot Untersuchung mittels phospho-spezifischer PKC α und PKC δ 

Antikörper wurden die Herzen zu fünf verschiedenen Zeitpunkten während des Prä-

konditionierungsprotokolls entnommen. Es wurden insgesamt 15 Herzen, pro Zeit-

punkt drei Herzen, entnommen und untersucht.  

Für die Kontrollgruppe ohne Xenon Präkonditionierung (Xenon 0) wurden die Herzen 

vor Beginn der Xenon Präkonditionierung entnommen. Für die weiteren Gruppen 

wurden die Herzen nach 15 Minuten und einmaliger Gabe von Xenon (Xenon 15), 

nach 25 Minuten und zweimaliger Gabe von Xenon (Xenon 25), nach 35 Minuten 

und dreimaliger Gabe von Xenon (Xenon 35) und nach 45 Minuten am Ende der 

Auswaschphase von 10 Minuten (Xenon 45) zur Untersuchung entnommen (s. Ab-

bildung 6, S. 20).  

 

Untersuchung der Phosphorylierung der MAPKAPK-2 

Für die Western Blot Untersuchung mittels eines phospho-spezifischen MAPKAPK-2 

Antikörpers wurden neun Gruppen mit je sechs Ratten gebildet. Die Versuchstiere 

erhielten entweder nach dem oben beschriebenen Protokoll dreimal fünf Minuten 0,4 

MAC Xenon (Xe-PC) bzw. Isofluran (Iso-PC) zum Vergleich oder blieben für 45 Minu-

ten unbehandelt (Kontrolle). Zusätzlich wurde in sechs weiteren Gruppen zu einer 

der vorgenannten Behandlungen entweder der PKC Inhibitor Calphostin C (CC, 0,1 

mg/kg), der p38 MAPK Inhibitor SB203580 (SB, 1 mg/kg) (beide Sigma, Taufkirchen) 

oder NaCl 0,9% (1 ml) appliziert (s. Abbildung 6, S.20). 

 

Untersuchung der Co-Lokalisation von Actin und HSP 27 

Zur Untersuchung der Co-Lokalisation von Actin und HSP 27 mittels Immunfluores-

zenz und Co-Immunpräzipitation wurden Herzen aus der Xe-PC Gruppe, der Iso-PC 

Gruppe und der Kontrollgruppe verwendet, die keine zusätzlichen Inhibitoren erhal-

ten hatten. 
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Abbildung 6 – Protokoll für die molekularbiologische Untersuchung 

Die Abbildung zeigt das Protokoll für die Experimente zur molekularbiologischen Untersuchung der 
Herzen. Xe-PC = Xenon Präkonditionierung, Iso-PC = Isofluran Präkonditionierung, Xe-PC + CC = 
Xenon Präkonditionierung plus Calphostin C Gabe (0,1 mg/kg), Iso-PC + CC = Isofluran Präkonditio-
nierung plus Calphostin C Gabe (0,1 mg/kg), Xe-PC + SB = Xenon Präkonditionierung plus SB 
203580 Gabe (1 mg/kg), Iso-PC + SB = Isofluran Präkonditionierung plus SB 203580 Gabe (1 mg/kg), 
Xe = 5 minütige Xenon Inhalation (0,4 MAC), Iso = 5 minütige Isofluran Inhalation (0,4 MAC). Zu den 
durch Pfeile (    ) markierten Zeitpunkten wurden die Herzen entnommen und für die Western Blot 
Analyse aufbereitet. 
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2.2.2 Proteinbiochemie 

a. Probenaufarbeitung  

 

Zur Aufarbeitung des Herzgewebes wurde eine Herzhälfte zunächst in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren und dann in einem Metall Potter (Dick, Deizisau) mit zwei 

Hüben pulverisiert, in 4,5 ml Lysepuffer gegeben und im Eisbad für fünf Minuten un-

ter Schütteln homogenisiert (Homogenisator, IKA, Staufen). 

Zur getrennten Untersuchung von Zytosol, Membran und Kernfraktion wurden mittels 

differentieller Zentrifugation drei Zellfraktionen gewonnen. Dazu wurde das Homoge-

nisat zunächst bei 1000 g, 4°C, zehn Minuten zentrifugiert. In diesem Schrit t sedi-

mentierte die Kern- und Membranfraktion. Der Überstand wurde zur Reinigung weiter 

zentrifugiert bei 16000 g, 4°C, 15 Minuten. Der letzte Überstand enthielt di e Zyto-

solfraktion und wurde bis zur Untersuchung aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt. Zur 

Auftrennung der Kern- und Membranfraktion wurde das Pellet aus dem ersten Zentri-

fugationsschritt mit Lysepuffer, dem 1% Triton hinzugefügt wurde, versetzt, gut ge-

mischt und für 60 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation für 15 

Minuten mit 16000 g bei 4°C enthielt der Überstand die Membranfraktion . Das Pellet 

wurde erneut mit Triton-Lysepuffer resuspendiert, die gewonnenen Fraktionen 

aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt.  

In den in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen wurde, wenn nicht anders angege-

ben, die zytosolische Fraktion der gewonnenen Proben untersucht. 

 

 

b. Lowry Proteinbestimmung 

 

Zur Bestimmung und Angleichung der in den einzelnen Fraktionen und verschiede-

nen Proben enthaltenen Proteinmenge wurde in Anlehnung an die Methode nach 

Lowry [116] eine Proteinbestimmung durchgeführt.  

5 µl der Probenlösung wurden mit 495 µl destilliertem Wasser 1:100 verdünnt. Von 

der verdünnten Probe wurden 100 µl mit 500 µl Lowry Reagenz versetzt und das 

Gemisch 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 1:1 mit Aqua 

dest. frisch verdünntem 50 µl Folin-Chiocalteus-Phenolreagenz (Sigma, Taufkirchen) 

wurde erneut gut gemischt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es zeigt 

sich eine Farbkomplexbildung proportional zu der enthaltenen Proteinmenge. Der 
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Farbumschlag wird hervorgerufen durch eine Reaktion der Proteine mit der alkali-

schen Kupferlösung und die folgende Reduktion des Folin-Chiocalteus-

Phenolreagenz durch den Protein-Kupfer-Komplex. Mit einem Plate Reader wurde 

die Extinktion bei 740 nm (µQuant, BioTek Instruments, Winooski, Vermont, USA) 

gemessen. Die Berechnung der Konzentration wurde mit der KC4 Software durch 

Bezugnahme auf eine jeweils parallel vermessene Eichreihe (0-100 µg/ml BSA) 

durchgeführt. Jede Proteinbestimmung wurde als Doppelbestimmung angesetzt. 

Nach der Proteinbestimmung wurden die Proben mit Lysepuffer auf eine einheitliche 

Proteinkonzentration eingestellt. 

 

 

c. Western Blot 

 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Für einen immunologischen Nachweis der zu untersuchenden Proteine erfolgte zu-

nächst die Auftrennung des Proteingemisches aus dem Rattenmyokard mittels einer 

diskontinuierlichen Gelelektrophorese. Angewendet wurde eine Methode modifiziert 

nach Laemmli [117]. 

In der vertikalen Elektrophorese werden die Proteine entsprechend ihrem Massen-

gewicht aufgetrennt. Die Proteinoligomere werden dabei durch die Spaltung der Di-

sulfidbrücken mit 2-β-Mercaptoethanol in ihre Monomere zerlegt. Die Eigenladung 

dieser Monomere wird dann durch SDS (Sodium-Dodecylsulfat) überdeckt und er-

möglicht so die größenabhängige Auftrennung im elektrischen Feld. SDS lagert sich 

dabei entlang der Aminosäurekette der Proteine an und bildet einen SDS-Protein-

Komplex, dessen Oberfläche nach außen gerichtete negative Sulfatgruppen auf-

weist. Somit wird die Eigenladung des Proteins im Vergleich zur negativen Gesamt-

ladung des SDS-Protein-Komplexes vernachlässigbar. Die Laufgeschwindigkeit im 

Gel ist somit umgekehrt proportional zum Massengewicht der Proteinmonomere. 

Ein 10% Polyacrylamidgel wurde für die elektrophoretische Auftrennung der Proteine 

mit einem 6% Sammelgel überschichtet. Im großporigen Sammelgel mit niedrigerem 

pH konzentrieren sich die Proteinmonomere entsprechend ihrer Größe, so dass sie 

in etwa den gleichen Startpunkt für die Wanderung im elektrischen Feld haben. Dies 

erhöht die Schärfe der entstehenden Banden.  
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SDS-PAGE für die Untersuchung der MAPKAPK-2 und der Co-Immunpräzipitation 

Zur Untersuchung der MAPKAPK-2 und für die Co-Immunpräzipitation wurde die 

kleine Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN 3 cell, BioRad verwendet. Die Gele 

hatten eine Dicke von 1,5 mm und eine Lauflänge von 6 cm. Die Proben wurden zu 

gleichen Teilen mit Loading Buffer gemischt und vor dem Auftragen auf das Gel fünf 

Minuten bei 95°C denaturiert. Es wurden jeweils 15 µl Proben/Puffer-Gemisch aufge-

tragen. In der ersten Tasche links wurde jeweils ein Proteinstandardgemisch (Biotiny-

lated Marker Protein, Cell Signaling, Beverly, MA USA) aufgetragen, welches als 

Größenstandard bei der Auswertung diente. Die Auftrennung erfolgte bei konstanter 

Stromstärke von 50 mA für 90 Minuten. Nachdem das Bromphenolblau des zweifach 

SDS Loading Buffers das Gel durchwandert hatte, wurde die Elektrophorese ge-

stoppt, das Gel zwischen den Platten entfernt, in Transferpuffer äquilibriert und die 

aufgetrennten Proteine im Nassblot-Verfahren auf die PVDF-Membran übertragen. 

 

SDS-PAGE für die Untersuchung der PKC α und δ 

Zur Untersuchung der PKC Isoform α und δ wurde die Gelelektrophorese in der gro-

ßen Elektrophoresekammer Protean II xi Cell, BioRad durchgeführt. Die Gele hatten 

eine Dicke von 1,5 mm und eine Lauflänge von 13 cm. Die längere Laufstrecke war 

erforderlich, da die hier untersuchten PKC Isoformen mit einer Größe von ca. 80 kDa 

bei kürzerer Laufstrecke aufgrund unspezifischer Banden nicht eindeutig zu quantifi-

zieren waren. Die Proben wurden zu gleichen Teilen mit Loading Buffer gemischt 

und vor dem Auftragen auf das Gel fünf Minuten bei 95°C denaturiert. Es wurden 

jeweils 60 µl Proben/Puffer-Gemisch aufgetragen. In der ersten Tasche links wurde 

jeweils ein Proteinstandardgemisch (Precision Plus Protein, BioRad) aufgetragen, 

welches als Größenstandard bei der Auswertung diente. Die Auftrennung erfolgte bei 

konstanter Stromstärke von 100 mA bei maximal 400 V für ca. drei Stunden unter 

Wasserkühlung und ständiger Durchmischung des Laufpuffers mittels Magnetrührer. 

Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde ein Elektrotransfer angeschlossen. 
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Abbildung 7 – Aufbau Elektrophorese 

 

 

Elektrotransfer 

Da die im SDS-PAGE aufgetrennten Proteine im Gel nicht für eine immunologische 

Untersuchung zugänglich sind, wurden sie durch Elektrotransfer auf eine PVDF-

Membran (Immobilon-P Transfer Membran, Milipore, Billerica, USA) übertragen, dort 

sind sie dann für eine nachfolgende Immunodetektion immobilisiert.  

Für die Untersuchung der MAPKAPK-2 und der Co-Immunpräzipitation wurde die 

Transferkammer Mini-Trans-Blot der Firma BioRad benutzt. Für die Untersuchung 

der PKC δ und α wurde die Transferkammer Trans Blot der Firma BioRad benutzt. 

Das verwendete Verfahren ist die Nass-Blot-Technik. 
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Für den Transfer wurden pro Gel zwei Fiberpads und sechs Filterpapiere sowie die 

zugeschnittene, in Methanol getränkte Membran für mindestens zehn Minuten in kal-

ten Transferpuffer eingelegt. Nach der SDS-PAGE wurden die Gele von den Glas-

platten gelöst und das Sammelgel abgetrennt. Zur Äquilibrierung wurden sie in 

Transferpuffer überführt. Auf die Kathodenseite der Gelkassette wurden ein pufferge-

tränktes Fiberpad und drei puffergetränkte Filterpapiere blasenfrei übereinander plat-

ziert. Darauf wurde das Gel gelegt, welches luftblasenfrei mit der Membran bedeckt 

wurde. Darüber wurden wieder ein puffergetränktes Fiberpad und drei puffergetränk-

te Filterpapiere blasenfrei platziert. Die Halterung wurde geschlossen und die Gel-

kassette in die Transferkammer eingesetzt. 

Für die Untersuchung der MAPKAPK-2 und der Co-Immunpräzipitation wurde die 

kleine Transferkammer mit 450 ml kaltem Transferpuffer gefüllt, ein Rührfisch dazu-

gegeben und ein Kühlelement eingesetzt (BioIce Cooling Unit, BioRad). Der Elektro-

transfer wurde für eine Stunden bei konstanter Stromstärke von 180 mA durchge-

führt. Für die Untersuchung der PKC α und δ wurde die große Transferkammer mit 

2,5 l kaltem Transferpuffer gefüllt, ein Rührfisch eingelegt und die Kammer an eine 

Wasserkühlung angeschlossen. Der Elektrotransfer wurde für vier Stunden bei kon-

stanter Stromstärke von 320 mA durchgeführt. 

 

 

Abbildung 8 – Aufbau Elektrotransfer 
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Coomassie Färbung 

Zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen und der Elektrophorese wurden die 

Gele nach dem Elektrotransfer mit Coomassie Blue gefärbt. Dieser Farbstoff koppelt 

sich an spezifische Aminosäuren der Proteine und erlaubt somit nach Entfärbung des 

Gels die Visualisierung der Proteinbanden. 

Dazu wurden nach dem Elektrotransfer die Gelkassetten geöffnet und die Gele für 30 

Minuten bei Raumtemperatur unter vorsichtigem Schütteln in ein Färbebad gelegt. 

Zur Eliminierung unspezifischer Anfärbungen wurde das Gel danach zweimal für eine 

Stunde in Entfärbelösung und danach über Nacht in Wasser entfärbt. Dadurch zeigte 

sich eine deutliche Kontrastierung der Proteinbanden. 

 

 

Immunoblot 

Zur Untersuchung der Membranen auf die verschiedenen Proteine wurde ein Immu-

noblot mit spezifischen Antikörpern durchgeführt. 

Dazu wurden die Membranen im Anschluss an den Elektrotransfer für zwei Stunden 

bei Raumtemperatur unter Schütteln in einer Trockenmilchlösung (5% Blocking Lö-

sung) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran abzusättigen. 

Danach erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen Antikörper über Nacht bei 4°C un-

ter ständigem Schütteln. Zur Visualisierung der Proteinbanden wurde ein zweiter ge-

gen den primären Antikörper gerichteter HRP (horseradish-peroxidase)-gekoppelter 

Antikörper eingesetzt, der mittels Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden konn-

te. Dazu wurden die Membranen zunächst drei mal fünf Minuten in kaltem Waschpuf-

fer (TPBS) gewaschen und dann für zwei Stunden bei Raumtemperatur mit dem pas-

senden zweiten Antikörper inkubiert. Dem zweiten Antikörper wurde jeweils der 

spezifische Antikörper für die Detektion der  Markerproteine zugesetzt. Nach der In-

kubation wurden die Membranen wieder drei mal fünf Minuten in kaltem Waschpuffer 

(TPBS) gewaschen. 

Für die Untersuchung der Aktivierung durch Phosphorylierung wurde zunächst ein 

phospho-spezifischer Antikörper eingesetzt und derselbe Blot dann in einer Gegen-

probe auf die Gesamtmenge des gesuchten Protein untersucht. Aus diesen beiden 

Ergebnissen wurde dann der Quotient als Maß für die Aktivierung gebildet. 
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d. Detektion der Western Blots 

 

Um die Banden detektieren zu können, wurde die Chemilumineszenz durch ECL-

Reagenz (Santa Cruz, Santa Cruz, USA) sichtbar gemacht und mit Röntgenfilmen 

(Hyperfilm ECL, Amersham) detektiert. 

 

 

Abbildung 9 – Aufbau Detektion 

Das Schema zeigt wie das gesuchte Protein auf der Membran durch den spezifischen 1. Antikörper 
gebunden wird. Der 2. Antikörper richtet sich gegen den 1. Antikörper und ist an die Horseradish-
Peroxidase (HRP) gekoppelt, die nach Zugabe von Luminol und Wasserstoffperoxid die Oxidation von 
Luminol katalysiert, bei der Licht der Wellenlänge 428nm ausgesendet wird. 
Modifiziert nach: Artikel „Peroxidase“ in: Wikipedia, Die freie Enzyklopädie. Bearbeitungsstand: 25. März 2006, 09:03 UTC. 
URL: http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Peroxidase&oldid=14998831 

 

 

e. Auswertung der Western Blots 

 

Die Auswertung der Blots erfolgte durch computerunterstützte Quantifizierung mit 

einer Kodak Image Station (Eastman Kodak Comp., Rochester, NY, USA). Die Er-

gebnisse wurden als Quotient aus der mittleren Lichtintensität der Banden der 

phosphorylierten Form des gesuchten Proteins und der Gesamtmenge des gesuch-

ten Proteins bzw. des Actin als Standard ausgedrückt. Die mittlere Lichtintensität in 

der Kontrollgruppe wurde zur Veranschaulichung der Darstellung gleich eins gesetzt. 
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f. Massenspektrometrie 

 

Die Massenspektrometrie wurde im BMFZ Düsseldorf durchgeführt. Dazu wurden die 

Proben verdaut, entsalzen und gemessen. Die Identität des unbekannten Proteins 

wurde anhand des Fragmentierungsmusters mittels einer Wahrscheinlichkeits-

basierten Datenbanksuche unter Inanspruchnahme der Mascot-Suchmaschine und 

der NCBI Datenbank bestimmt 

 

 

g. Immunfluoreszenzuntersuchung 

 

Zum Nachweis der Co-Lokalisation von Actin und HSP 27 wurde eine Immunfluores-

zenzfärbung als Doppelfärbung von Actin und phosphoryliertem HSP 27 vorgenom-

men. Es wurden 0,5 µm Kryoschnitte der Rattenherzen mit einem Kryo-Microtom 

(Leica, Wetzlar) erstellt und auf Objektträgern (Superfrost, Medite Medizintechnik, 

Burgdorf) weiterbehandelt. 

Die luftgetrockneten Schnitte wurden mit Zamboni Reagenz zehn Minuten fixiert und 

nach zweimaligem Waschen mit PBS+ für zwei Stunden mit 10% goat serum (Sigma, 

Taufkirchen) geblockt. Nach erneutem Waschen mit PBS+ wurden die Gewebe-

schnitte 30 Minuten bei 4°C mit Rhodamin Phalloidin  (Molecular Probes, Göttingen) 

1:40 verdünnt in einer Feuchtkammer inkubiert. Danach wurden die Schnitte erneut 

mit PBS+ gewaschen und lichtgeschützt weiterbehandelt. Zunächst erfolgte eine ein-

stündige Inkubation bei Raumtemperatur mit Anti-pHSP 27 (Dianova, Hamburg) 

1:100 verdünnt in PBS, dann nach erneutem Waschen mit PBS+ eine einstündige 

Inkubation bei Raumtemperatur mit goat-anti-rabbit Alexa fluor 488 (Molecular Pro-

bes, Göttingen) 1:200 verdünnt in PBS. Die gefärbten Gewebeschnitte wurden ein-

gebettet und mit einem Fluoreszenzmikroskop (Leica-DML, Wetzlar) aufgenommen. 

Die verwendeten Wellenlängen sind:  

für Rhodamin Phalloidin: Anregung: 554 nm, Emission: 573 nm,  

für Alexa Fluor:  Anregung: 497 nm, Emission: 519 nm.  

Der Vergrößerungsfaktor betrug 630. 
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h. Co-Immunpräzipitation  

 

Für die Co-Immunpräzipitation von Actin und HSP 27 wurden die aufgearbeiteten 

Proben der partikulären Fraktion nach Proteinbestimmung mittels der Methode nach 

Lowry [84] zunächst einer Immunpräzipitation von Actin unterzogen. Später wurde 

dann im Western Blot untersucht, ob zusammen mit Actin auch HSP 27 präzipitiert 

wurde. 

Immunpräzipitation ist eine Methode mit der ein gesuchtes Protein aus einer Protein-

mischung gefällt werden kann. Dabei verwendet man einen spezifischen Antikörper 

und eine Matrix, die diesen Antikörper bindet. Als Matrix wird Protein-A- oder Protein-

G-Agarose verwendet. Das Matrix-gebundene Protein kann dann durch Zentrifugati-

on separiert werden. Dazu wurde ein Protein G Immunoprecipitation Kit (Sigma, 

Taufkirchen) verwendet. Die Proben (je 200 µl mit 1 mg/ml Proteinkonzentration) 

wurden nach zugehörigem Protokoll über Nacht mit Anti-Actin (Sigma, Taufkirchen) 

und Immunpräzipitationspuffer (IP-Puffer enthält EGTA, NaF, Na3VO4 und frisch zu-

gegebenen Protease Inhibitor Mix (Aprotinin, Leupeptin und Pepstatin)) in speziellen 

Säulen unter Schütteln bei 4°C inkubiert. Dann wurd e die vorbereiteten Protein-G-

Agarose Kügelchen hinzugefügt und erneut über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Säule 

wurde 15-30 Sekunden bei 12000 g zentrifugiert und die Kügelchen mehrfach mit IP-

Puffer gewaschen. Das verbleibende Pellet wurde mit IP-Puffer resuspendiert. Nach 

fünf Minuten erhitzen bei 95°C konnten die Kügelche n mit dem gebundenen Protein 

aus der Säule heraus zentrifugiert (12000 g für zwei Minuten) und für einen Western 

Blot verwendet werden. 

Im Anschluss erfolgten SDS-PAGE und Immunoblot wie oben beschrieben zur Un-

tersuchung auf Actin und HSP 27. 
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2.2.3 Statistische Auswertung 

 

Für die Untersuchung des Einflusses der PKC δ Blockade auf die Infarktgrößen und 

Untersuchung der Phosphorylierung der PKC α: 

Die Daten wurden als Mittelwert±Standardabweichung (SD) angegeben. Unterschie-

de zwischen den Gruppen wurden mittels des Student's t-Test mit Welch Modifikation 

gefolgt von der Bonferroni-Korrektur für den Mehrfachvergleich (Graph Pad Prism 

Version 3.0) analysiert. Wenn p<0.05 wurden die Unterschiede als statistisch signifi-

kant definiert. 

Für die Untersuchung der Phosphorylierung der MAPKAPK-2 und der Co-

Immunpräzipitation:  

Die Daten wurden als Mittelwert±Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. 

Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit Hilfe des One way ANOVA mit Bon-

ferroni-Korrektur für den Mehrfachvergleich (Graph Pad Prism Version 3.0) analy-

siert. Wenn p<0.05 wurden die Unterschiede als statistisch signifikant definiert. 



Ergebnisse 

 36

3. Ergebnisse 
 

3.1 In-vivo Versuche  
3.1.1 Gruppengröße 

 

Für die Infarktgrößenbestimmung wurden insgesamt 40 Ratten instrumentiert und mit 

bzw. ohne Vorbehandlung durch Präkonditionierung und/oder Rottlerin Applikation 

einer regionalen Myokardischämie unterzogen. Dabei entfielen auf jede der vier 

Gruppen (Kontrolle, Xenon Präkonditionierung, Xenon Präkonditionierung plus Rott-

lerin und Rottlerin allein) zehn Versuchstiere. 

 

 

3.1.2 Messdaten während des Experiments 

 

Die Aufzeichnung des arteriellen Blutdrucks und der Herzfrequenz während der Ex-

perimente zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den vier Versuchsgrup-

pen (s. Abb. 10). Die Körpertemperatur lag bei allen Versuchstieren im Verlauf des 

Experiments konstant bei 38°C +/- 0,5°C.  
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Abbildung 10 – Hämodynamik 

Die Abbildung zeigt die Herzfrequenz (oberes Diagramm) und den arteriellen Mitteldruck in der A. 
carotis com. (unteres Diagramm) für die vier verschiedenen Versuchsgruppen im Verlauf des Experi-
ments (Daten sind Mittelwert ± Standardabweichung). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den Gruppen. 
PC = Präkonditionierung, Okkl = Koronarokklusion, Rep = Reperfusion 
XPC = Xenon Präkonditionierung, Xe + Rot = Xenon Präkonditionierung + Rottlerin 
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3.1.3 Infarktgrößenbestimmung  

 

Die PKC gilt als ein Schlüsselenzym in der Vermittlung der Kardioprotektion durch 

Präkonditionierung. Mittels des in-vivo Rattenmodells einer regionalen Myokard-

ischämie sollte die funktionelle Rolle der PKC δ in der Xenon Präkonditionierung des 

Herzens untersucht werden. Dazu wurden die resultierenden Infarktgrößen nach Xe-

non Präkonditionierung mit und ohne PKC δ Hemmung durch Rottlerin gemessen 

und verglichen. 

Die Bestimmung der Infarktgröße mittels TTC-Färbung ergab eine signifikante Re-

duktion der Infarktgröße durch die Xenon Präkonditionierung (s. Abb. 11) . Die In-

farktgröße nach 25 Minuten regionaler Ischämie betrug bei den Herzen der Kontroll-

gruppe ohne Präkonditionierung 50±15% des Risikogebietes (Mittel-

wert±Standardabweichung). Die Infarktgröße bei den Tieren mit Xenon Präkonditio-

nierung lag mit 30±10% des Risikogebietes signifikant niedriger (p<0.05 vs. Kontrol-

le).  

Rottlerin, der Inhibitor der PKC δ, konnte diesen kardioprotektiven Effekt der Xenon 

Präkonditionierung nicht aufheben. Die Infarktgrößenbestimmung nach 25 Minuten 

regionaler Ischämie ergab bei den Herzen mit Rottlerin und Xenon Präkonditionie-

rung eine Infarktgröße von 33±12% des Risikogebietes (p>0.05 vs. Xenon Präkondi-

tionierung). Die Applikation des Inhibitors Rottlerin allein ohne Präkonditionierung 

hatte keinen Einfluss auf die Infarktgröße. Die Messung ergab für die Infarktgröße in 

der Versuchsgruppe mit Rottlerin allein 50±10% des Risikogebietes (p>0.05 vs. Kon-

trolle), siehe Abbildung 11. 

Durch die in-vivo Versuche konnte gezeigt werden: PKC δ Hemmung mittels Rottlerin 

Applikation blockiert nicht die durch Xenon Präkonditionierung induzierte Infarktgrö-

ßen Reduktion am Rattenherzen. 
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Abbildung 11 – Infarktgrößen nach Xenon Präkonditionierung 

Das Histogramm zeigt die Ergebnisse der Infarktgrößenbestimmung von Kontrollgruppe (Kontrolle), 
Xenon Präkonditionierung (Xe-PC), Xenon Präkonditionierung plus Rottlerin (Xe-PC+Rot) und Rottle-
rin allein (Rottlerin), jede Gruppe n=10. Die Infarktgrößen sind in Prozent des Risikogebietes (IS in % 
AOR) ausgedrückt (Mittelwert±Standardabweichung).  
* p<0.05 vs. Kontrollgruppe. 
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3.2 Proteinbiochemie 

3.2.1 Gruppengrößen 

 

Für die Western Blot Untersuchungen wurden insgesamt 69 Ratten instrumentiert 

und die Herzen nach Ablauf der verschiedenen Behandlungen entnommen. 

Für die Untersuchung mittels phospho-spezifischer PKC α und δ Antikörper wurden 

die Herzen zu verschiedenen Zeitpunkten während des Präkonditionierungs-

protokolls entnommen. Dabei entfielen auf jede der fünf Versuchsgruppen (Kontrolle, 

Xenon 15, Xenon 25, Xenon 35 und Xenon 45) drei Versuchstiere. 

Für die Analyse mittels eines phospho-spezifischen MAPKAPK-2 Antikörpers wurden 

neun Gruppen (Kontrolle, Xenon Präkonditionierung, Isofluran Präkonditionierung, 

Xenon Präkonditionierung plus Calphostin C, Isofluran Präkonditionierung plus 

Calphostin C, Xenon Präkonditionierung plus SB 203580, Isofluran Präkonditionie-

rung plus SB 203580, Calphostin C allein und SB 203580 allein) mit je sechs Ver-

suchstieren gebildet. Neben dem Edelgas Xenon wurde hier auch das volatile Stan-

dardanästhetikum Isofluran zum Vergleich untersucht. 

 

 

3.2.2 PKC δ Phosphorylierung im Zeitverlauf/Translokation 

 

Eine wichtige Isoform der PKC ist die PKC δ, deren Rolle in der Präkonditionierung 

bisher nicht vollkommen geklärt ist. Mittels Herzentnahme vor, während und nach 

Xenon Präkonditionierung und anschließender Western Blot Analyse mit phospho-

spezifischen PKC δ Antikörpern sollte dieser Frage nachgegangen werden. 

Diese Untersuchung der Phosphorylierung und Translokation der PKC δ im Zeitver-

lauf konnte jedoch leider nicht erfolgreich abgeschlossen werden. Trotz mehrfachen 

Änderungen des experimentellen Protokolls des Western Blots gelang es nicht, die 

PKC δ Bande (78kDa) so eindeutig darzustellen, dass eine sichere Quantifizierung 

möglich war. Eine unspezifische Bande - hervorgerufen durch eine unspezifische 

Bindung des zweiten Antikörpers an ein Protein ähnlicher Größe wie die gesuchte 

PKC δ - verhinderte die Detektion des gesuchten Proteins. Die beiden Banden ließen 

sich trotz Wechsel des Antikörpers von polyklonal zu monoklonal, Veränderung des 

PAA-Anteils in den Gelen oder Verlängerung der Laufstrecke im Western Blot durch 

Verwendung längerer Laufzeiten bzw. größerer Apparaturen nicht weit genug von-
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einander trennen. Das Protein in der störenden unspezifischen Bande konnte in wei-

terführenden Experimenten durch eine Untersuchung im Massenspektrometer mit 

einer Sequenzabdeckung von 14,1 % und einem Score von 51 als Serumalbumin 

aus Rattus norvegicus (66 kDa) bestimmt werden. Versuche, mit einem kommerziel-

len „Albumin Removal Kit“ (Calbiochem, Bad Soden) das Albumin durch Säulenfiltra-

tion aus der zu untersuchenden Probe zu entfernen, gelangen nicht. Die Albumin 

Bande war weiterhin detektierbar, die vorhandenen Proteine wurden jedoch alle in 

ihrer Konzentration erniedrigt, so dass sie insgesamt deutlich schwächer zur Darstel-

lung kamen. 

Die Rolle der PKC δ in der Xenon Präkonditionierung konnte daher in dieser Arbeit 

nicht im Western Blot beschrieben werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 

 42

3.2.3 Regulation der PKC α Phosphorylierung im Zeitverlauf 

 

Eine weitere wichtige Isoform der PKC ist die PKC α, deren Bedeutung für die Prä-

konditionierung bislang nicht hinreichend geklärt ist. Daher sollte eine mögliche Akti-

vierung der PKC α nach Xenon Präkonditionierung mittels Herzentnahme zu vier 

verschiedenen Zeitpunkten innerhalb des Präkonditionierungsprotokolls und an-

schließendem Western Blot untersucht werden. 

In der Western Blot Analyse der zytosolischen Fraktion konnte zu keinem der unter-

suchten Zeitpunkte eine signifikante Aktivierung der PKC Isoform α nachgewiesen 

werden. Die Veränderungen in der Phosphorylierung der PKC α wurden als Verhält-

nis der Intensitäten der Banden der phosphorylierten PKC α (pPKC α, Abbildung 12, 

oberer Western Blot) und der gesamten PKC α (PKC α, Abbildung 12, unterer Wes-

tern Blot) ausgedrückt. Die mittlere Lichtintensität (average light intensity, AVI) der 

Kontrollgruppe wurde zur Veranschaulichung der Darstellung gleich eins gesetzt. Im 

Vergleich mit der Kontrollgruppe (7.5±1.0 AVI, Mittelwert±Standardabweichung) zeig-

te sich für keinen der vier untersuchten Zeitpunkte während bzw. nach Xenon Prä-

konditionierung eine signifikante Steigerung der Phosphorylierung (Xenon 15: 

8.5±2.0 AVI, Xenon 25: 9.5±2.5 AVI, Xenon 35: 9.5±2.0 AVI und Xenon 45: 9.0±1.0 

AVI, alle nicht signifikant vs. Kontrolle) (siehe Abbildung 12). 

Dieses Ergebnis spricht gegen eine Beteiligung der PKC α an der Signalkaskade, die 

zur Kardioprotektion durch die Xenon Präkonditionierung führt. 
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Abbildung 12 - Phosphorylierung der PKC α während Xenon Präkonditionierung 

Die Abbildung zeigt einen repräsentativen Western Blot der zytosolischen Fraktion der zu den unter-
schiedlichen Zeitpunkten während des Präkonditionierungsprotokolls entnommenen Herzen, je n=3. 
Pro Zeitpunkt wurden zwei Proben aufgetragen. Die obere Tafel zeigt die phosphorylierte Form der 
PKC α (pPKC α), die untere Tafel die Gesamtmenge PKC α (PKC α). Das Histogramm zeigt die Er-
gebnisse der Densitometrie als x-fache mittlere Lichtintensität (average light intensity, AVI). Die Daten 
sind als Verhältnis der Intensitäten der Banden der phosphorylierten PKC α (pPKC α) und der gesam-
ten PKC α (PKC α) ausgedrückt (Mittelwert±Standardabweichung). 
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3.2.4 Regulation der MAPKAPK-2 Phosphorylierung 

 

Unterhalb der PKC ist das wichtigste Bindeglied zwischen der p38 MAPK und dem 

Zytoskelett die MAPKAPK-2. Die Phosphorylierung der MAPKAPK-2 in der zytosoli-

schen Fraktion nach Xenon bzw. Isofluran Präkonditionierung wurde im Western Blot 

untersucht. 

Die Veränderungen in der Phosphorylierung der MAPKAPK-2 wurden als Verhältnis 

der Intensitäten der Banden der phosphorylierten MAPKAPK-2 (pMAPKAPK-2, Ab-

bildung 13, oberer Western Blot) und der gesamten MAPKAPK-2 (MAPKAPK-2, Ab-

bildung 13, unterer Western Blot) ausgedrückt. Die mittlere Lichtintensität (average 

light intensity, AVI) der Kontrollgruppe wurde auch hier zur Veranschaulichung der 

Darstellung gleich eins gesetzt.  

Es zeigte sich sowohl nach Xenon als auch nach Isofluran Präkonditionierung eine 

signifikant gegenüber den unbehandelten Kontrollen erhöhte Phosphorylierung der 

MAPKAPK-2 (Xenon: 1.6±0.1 AVI, Isofluran: 1.5±0.1 AVI vs. 1.0±0.1 AVI in Kontrol-

len, p<0.05, Mittelwert±Standardfehler). Die Hemmung der PKC und p38 MAPK 

durch Calphostin C bzw. SB203580 hob diesen Effekt der verstärkten Phosphorylie-

rung auf (Xe-PC+CC: 0.9±0.1 AVI, Iso-PC+CC: 0.9±0.1 AVI, Xe-PC+SB: 1.1±0.1 A-

VI, Iso-PC+SB: 1.1±0.1 AVI, p<0.05 vs. Xenon bzw. Isofluran). Die Inhibitoren allein 

hatten keinen Effekt auf die MAPKAPK-2 Phosphorylierung (Calphostin C: 1.1±0.1 

und SB203580: 1.2±0.1, beide p>0.05 vs. Kontrolle). Vergleiche hierzu Abbildung 13. 

Das Ergebnis dieser Untersuchung spricht dafür, dass die MAPKAPK-2 an der Sig-

nalkaskade, die zur Kardioprotektion durch die Xenon Präkonditionierung führt, betei-

ligt ist und unterhalb der beiden Enzyme PKC und p38 MAPK lokalisiert ist. 
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Abbildung 13 – Phosphorylierung der MAPKAPK-2 

Die Abbildung zeigt einen repräsentativen Western Blot der zytosolischen Fraktion der Kontrollen, 
Xenon- (Xe-PC) bzw. Isofluran-präkonditionierten Herzen (Iso-PC) mit und ohne zusätzliche Gabe von 
Calphostin C (CC) bzw. SB 203580 (SB), je n=6. Die obere Tafel zeigt die phosphorylierte Form der 
MAPKAPK-2 (pMAPKAPK-2), die untere Tafel die Gesamtmenge MAPKAPK-2 (MAPKAPK-2). Das 
Histogramm zeigt die Ergebnisse der Densitometrie als x-fache mittlere Lichtintensität (average light 
intensity, AVI). Die Daten sind als Verhältnis der Intensitäten der Banden der phosphorylierten MAP-
KAPK-2 (pMAPKAPK-2) und der gesamten MAPKAPK-2 (MAPKAPK-2) ausgedrückt (Mittel-
wert±Standardfehler).  
* p<0.05 vs. Kontrolle, † p<0.05 vs. Xe-PC, ‡ p<0.05 vs. Iso-PC. 
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3.2.5 Immunfluoreszenzuntersuchung der Actin/HSP 27 Co-Lokalisation 

 

Ein wichtiges Substrat der MAPKAPK-2 ist das HSP 27. Es sollte nun untersucht 

werden, ob es als Folge der vermehrten Phosphorylierung der MAPKAPK-2 nach 

Xenon Präkonditionierung zu einer Translokation des HSP 27 zum Zytoskelett 

kommt. Die Immunfluoreszenzfärbung von F-Actin mit Rhodamin Phalloidin zeigte 

eine verstärkte Polymerisation der Actinfilamente in Xenon- bzw. Isofluran-

präkonditionierten Herzen (Abbildung 14, oberste Zeile mittleres und rechtes Bild). 

Um zu untersuchen, ob die Xenon-induzierte Verstärkung der Actin-Polymerisation 

mit einer Co-Lokalisation von Actinfilamenten und HSP 27 assoziiert ist, wurde eine 

Doppelfärbung von F-Actin und phosphoryliertem HSP 27 durchgeführt. Sowohl Xe-

non als auch Isofluran Präkonditionierung führten zu einer Zunahme an phosphory-

liertem HSP 27 (grüne Fluoreszenz) in denselben Regionen der Kardiomyozyten, wo 

sich auch die Actin-Polymerisation (rote Fluoreszenz) nachweisen ließ. Die Überlage-

rung der beiden Fluoreszenzfärbungen (Abbildung 14, untere Zeile, gelbe Fluores-

zenz) zeigte, dass phosphoryliertes HSP 27 und F-Actinfilamente in allen Schnitten 

co-lokalisiert sind, jedoch deutlicher in den Xenon- bzw. Isofluran-präkonditionierten 

Herzen als in den Kontrollherzen. Vergleiche hierzu Abbildung 14. 
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Abbildung 14 – F-Actin Polymerisation und Co-Lokalisation mit HSP 27 

Die Abbildung zeigt die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfärbung an repräsentativen Kryoschnitten 
von Kontrollherzen (linke Spalte), Xenon-präkonditionierten (Xe-PC, mittlere Spalte) und Isofluran-
präkonditionierten (Iso-PC, rechte Spalte) Herzen nach einer Doppelfärbung von F-Actin (Actin, obere 
Zeile) und phosphoryliertem HSP 27 (pHSP27, mittlere Zeile). Die Überlagerung der beiden Fluores-
zenzfärbungen (Overlay, untere Zeile, gelbe Fluoreszenz) zeigt, dass phosphoryliertes HSP 27 und F-
Actinfilamente in allen Schnitten co-lokalisiert sind, jedoch deutlicher in den Xenon- bzw. Isofluran-
präkonditionierten Herzen als in den Kontrollherzen. 
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3.2.6 Co-Immunpräzipitation von Actin und HSP 27 

 

Das Ergebnis der Immunfluoreszenzuntersuchung sollte durch eine Western Blot 

Analyse nach Co-Immunpräzipitation von Actin und HSP 27 bestätigt werden.  

Mit dieser Methode können mittels eines spezifischen Antikörpers Proteine, die mit-

einander in Protein-Protein-Interaktion stehen, gemeinsam aus einem Zelllysat präzi-

pitiert werden.  

Der Western Blot nach Co-Immunpräzipitation zeigte deutlich, dass nach Xenon bzw. 

Isofluran Präkonditionierung mehr phosphoryliertes HSP 27 im Actin-Präzipitat 

nachweisbar ist. Die Densitometrie bestätigte dieses Ergebnis: Das Verhältnis von 

phosphoryliertem HSP 27 zu Actin ist nach Xenon bzw. Isofluran Präkonditionierung 

signifikant größer als in den Kontrollherzen (3.22±0.2 AVI in den Kontrollen vs. 

5.7±0.9 AVI nach Xenon Präkonditionierung bzw. 5.4±0.4 AVI nach Isofluran Prä-

konditionierung, beide p<0.05). Vergleiche hierzu Abbildung 15. 

Dieses Resultat bestätigt die Annahme einer Verknüpfung des HSP 27 mit dem Actin 

Zytoskelett nach der Xenon Präkonditionierung. 
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Abbildung 15 – Co-Immunpräzipitation von Actin und HSP 27 

Die Abbildung zeigt einen repräsentativen Western Blot von immunpräzipitiertem Actin (obere Reihe) 
und phosphoryliertem HSP 27 (pHSP27, untere Reihe) aus Kontrollherzen, Xenon- (Xe-PC) und Iso-
fluran-präkonditionierten Herzen (Iso-PC), je n=6. Die Western Blots wurden nach Actin Immunpräzipi-
tation mit Protein-G-Agarose auf Actin und phosphoryliertes HSP 27 (pHSP27) untersucht. Das 
Histogramm zeigt die Ergebnisse der Densitometrie als x-fache mittlere Lichtintensität (average light 
intensity, AVI). Die Daten sind als Verhältnis der Intensitäten der Banden von Actin und des phospho-
rylierten HSP 27 (pHSP27) ausgedrückt (Mittelwert±Standardfehler).  
* p<0.05 vs. Kontrolle. 
 

 

 

 

* *

Kontrolle      Xe-PC       Iso-PC 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

1 
0 

x-fach AVI  
pHSP27/actin  

Kontrolle      Xe-PC       Iso-PC 

Actin 

pHSP27 



Diskussion 

 50

4. Diskussion 
Xenon hat nur einen Anteil von 0.0875 ppm an unserer Atmosphäre. Aufgrund dieses 

seltenen Vorkommens und der Tatsache, dass dieses Gas als Naturelement nicht 

synthetisierbar ist, wird es zu den Edelgasen gezählt. Es mehren sich jedoch Hinwei-

se aus experimentellen Studien, dass Xenon, obwohl es chemisch inert ist, biologi-

sche Effekte und physiologische Veränderungen bewirken kann. Es konnte zum Bei-

spiel gezeigt werden, dass kontinuierliche Xenon Applikation eine verbesserte Erho-

lung des Myokards nach kurzer regionaler Ischämie bewirkt [47]. Außerdem induzier-

te Xenon eine Infarktgrößenreduktion am Herzen, wenn es nach einer Myokard-

ischämie in der frühen Reperfusionsphase appliziert wurde [46]. Diese biologischen 

Nebeneffekte des Edelgases könnten eine klinisch nutzbare Organprotektion vermit-

teln. 

Während Narkosen mit Xenon werden kaum hämodynamische oder kardiovaskuläre 

Nebenwirkungen beobachtet [37, 41] und dieses Gas könnte daher besonders für 

kardiale Risikopatienten mit erhöhter Gefahr für intraoperative Myokardischämien 

oder stark eingeschränkter linksventrikulärer Funktion eine vorteilhafte therapeuti-

sche Option sein.  

In einer Studie an Rattenherzen in-vivo konnte der kardioprotektive Effekt einer repe-

titiven Xenon Inhalation vor einer Myokardischämie gezeigt werden [48]. Dies ent-

spricht der Definition einer Xenon-induzierten Präkonditionierung. Bei Untersuchun-

gen zur Aufklärung des zugrunde liegenden molekularen Mechanismus konnte durch 

pharmakologische Hemmung der PKC ε und der p38 MAPK die funktionelle Rolle 

dieser Kinasen in der Xenon Präkonditionierung belegt, und ihre kausale Beziehung 

zu den kardioprotektiven Effekten nachgewiesen werden. Hierbei agiert die PKC ε 
oberhalb der p38 MAPK in der Signalkaskade [48]. Der weitere Signaltransduktions-

weg und der mögliche Endeffektor der Xenon Präkonditionierung sind bisher nicht 

endgültig geklärt.  

Die p38 MAPK kann im Herzen durch unterschiedliche Stimuli kurzfristig aktiviert 

werden [118-120]. Vor allem während myokardialer Ischämie und Reperfusion spielt 

ihre Aktivierung eine wesentliche Rolle [121]. Unterhalb der p38 MAPK nehmen die 

MAPKAPK-2 und das HSP 27 eine Schlüsselrolle in der Reorganisation des Zytoske-

letts ein. Auf die Phosphorylierung der p38 MAPK folgt die Aktivierung des MAP-

KAPK-2/HSP 27 Signalweges, dies führt in-vitro schließlich zur Translokation des 

HSP 27 zum Zytoskelett der Zelle [122]. Da eine längere Ischämie unter anderem zu 
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einer Zerstörung des Zytoskeletts führt [7] könnte bei der Xenon Präkonditionierung 

die Aktivierung des HSP 27 über die p38 MAPK und die MAPKAPK-2 durch eine 

Stabilisierung des Zytoskeletts am Schutz der Zelle vor einer Ischämie beteiligt sein. 

Für die ischämische Präkonditionierung des Herzens wurde bereits eine solche Be-

teiligung der MAPKAPK-2 und des HSP 27 beschrieben [123]. 

Anknüpfend an diese bisherigen Erkenntnisse wurde in der vorliegenden Arbeit die 

Rolle weiterer Isoformen der PKC (PKC α und δ) sowie der Substrate des p38 MAPK 

Signalweges (MAPKAPK-2, HSP 27 und Zytoskelett) bei der Xenon Präkonditionie-

rung untersucht. 

 

 

4.1 Rolle der PKC in der Xenon Präkonditionierung 

 

Bekannt ist, dass während der Präkonditionierung durch die Öffnung mitochondrialer 

ATP-abhängiger Kalium-Kanäle die Freisetzung von Radikalen eingeleitet wird [124], 

wodurch es zu einer nachfolgenden Aktivierung unterschiedlicher Kinasen, unter an-

derem der Protein Kinase C, kommt [51]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde unter anderem die Rolle der PKC α untersucht. Da-

bei konnte nach Xenon Präkonditionierung keine signifikant vermehrte Phosphorylie-

rung der PKC α im Zeitverlauf nachgewiesen werden, so dass eine Beteiligung der 

PKC α am molekularen Mechanismus der Kardioprotektion durch Xenon unwahr-

scheinlich erscheint. Im Gegensatz dazu wurde für die ischämische Präkonditionie-

rung in einer in-vitro Untersuchung von Hassouna et al. eine vermehrte Phosphorylie-

rung der PKC Isoformen α und vor allem ε beschrieben [81]. Eine Hemmung dieser 

Isoformen mit GO-6976 bzw. V1-2 Peptid blockierte den Schutzeffekt der Präkonditi-

onierung. Durch Experimente mit Diazoxid, einem Kalium-Kanal-Öffner, konnte abge-

leitet werden, dass die PKC ε oberhalb und die PKC α unterhalb der Kalium-Kanäle 

in der Signalkaskade agieren könnten [81]. Die Möglichkeit, dass die hier vorliegen-

den Ergebnisse einen anderen Zeitpunkt abbilden als jene in der Untersuchung von 

Hassouna, so dass zu den hier untersuchten Zeitpunkten die PKC α Aktivierung noch 

nicht bzw. nicht mehr nachweisbar ist, sollte durch die Untersuchung von 5 verschie-

denen Zeitpunkten ausgeschlossen sein. Die zitierte Studie unterscheidet sich je-

doch von der vorliegenden Arbeit sowohl in den Protokollen der Präkonditionierung 

(einmal fünf Minuten ischämische Präkonditionierung gegenüber dreimal fünf Minu-
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ten anästhetische Präkonditionierung), in der verwendeten Spezies (menschliches 

Vorhofgewebe gegenüber Rattenmyokard) als auch in den Besonderheiten der in-

vitro gegenüber der in-vivo Situation. Die ischämische Präkonditionierung weicht 

möglicherweise sogar in einigen Transduktionsschritten von der anästhetischen Prä-

konditionierung ab. Unterschiede in den Effekten der ischämischen gegenüber der 

pharmakologischen Präkonditionierung in Bezug auf die Aktivierung von PKC Isofor-

men haben auch Tsouka et al. beschrieben [77]. 

 

Die Beteiligung der PKC δ an der Signalkaskade der Xenon Präkonditionierung wur-

de in der vorliegenden Arbeit mittels Hemmung durch Rottlerin untersucht. Dabei 

konnte gezeigt werden, dass die PKC δ wahrscheinlich keine entscheidende Rolle in 

der Xenon Präkonditionierung spielt. Auch nach PKC δ Inhibition durch Rottlerin 

konnte die Xenon Präkonditionierung ihre kardioprotektiven Effekte ausüben. Die 

Ergebnisse dieser Arbeit bezüglich der PKC δ bestätigen Daten aus anderen Unter-

suchungen zum Mechanismus der Präkonditionierung. Fryer et al. berichten aus ähn-

lichen in-vivo Versuchen mit dem PKC δ Inhibitor Rottlerin von einer Beteiligung der 

PKC δ an der pharmakologischen, opioid-induzierten Präkonditionierung, nicht je-

doch an der ischämischen Präkonditionierung [79,80]. PKC δ Hemmung durch Rott-

lerin, untersucht in drei verschiedenen Konzentrationen, konnte den Schutz durch 

ischämische Präkonditionierung in einer in-vitro Untersuchung an menschlichem 

Vorhofgewebe ebenfalls nicht aufheben [81]. Auch in einer Studie an isolierten Meer-

schweinchenherzen mit dem synthetischen Peptid PP101, welches die PKC δ Trans-

lokation hemmt, wurde nach Inhibition der PKC δ die anästhetische Präkonditionie-

rung durch Sevofluran nicht beeinträchtigt [125]. Im Gegensatz dazu blockierte die 

Rottlerin Applikation im isolierten Rattenherzen die Isofluran-induzierte Präkonditio-

nierung und, dies allerdings erst in höherer Konzentration, auch die ischämische 

Präkonditionierung [83]. Auch in einer in-vivo Untersuchung der anästhetischen Prä-

konditionierung mit Isofluran konnten die kardioprotektiven Effekte durch Rottlerin 

aufgehoben werden [126]. Hier liegen möglicherweise Unterschiede in den Effekten 

der einzelnen Formen der Präkonditionierung zugrunde, die noch weiter untersucht 

werden müssen. 

Versuche mit synthetischen Aktivator- und Inhibitorpeptiden von PKC Isoformen ha-

ben gezeigt, dass eine Hemmung der PKC δ in-vitro und in-vivo kardioprotektiv wir-

ken kann [70, 71, 72]. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch keine signifikante 
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Infarktgrößenreduktion durch alleinige Rottlerinapplikation nachgewiesen werden. 

Während der Inhibitor hier vor der Präkonditionierung appliziert wurde, wurde die 

kardioprotektive Wirkung bei Applikation in der Reperfusionsphase nachgewiesen. 

In der vorliegenden Arbeit konnte die Aktivierung der PKC δ nach Xenon Präkonditi-

onierung durch Phosphorylierung und Translokation leider nicht ausreichend unter-

sucht werden. In der Literatur finden sich jedoch einige Studien zu anderen Formen 

der Präkonditionierung, in denen dies gelungen scheint. In einer Untersuchung an 

isolierten Rattenherzen zeigte sich eine Translokation von PKC δ und ε zum Nukleus 

sowohl nach ischämischer als auch nach Isofluran Präkonditionierung. Es erfolgte 

eine PKC δ Phosphorylierung und mitochondriale Translokation nach ischämischer 

und anästhetischer Präkonditionierung mit Isofluran, welche durch Rottlerin aufgeho-

ben werden konnte [83]. Die Translokation der PKC δ nach ischämischer, Isofluran 

oder Sevofluran Präkonditionierung konnte in anderen Arbeiten in-vivo und in-vitro 

bestätigt werden [32, 75, 76, 84, 85]. Diese Ergebnisse stützen die Hypothese einer 

protektiven Wirkung der PKC δ bei der Präkonditionierung, während in der hier vor-

liegenden und anderen Arbeiten mit Rottlerin ihre kausale Beteiligung nicht nachge-

wiesen werden konnte. Zusammengenommen sind die Daten über die Beteiligung 

der PKC δ bei der Präkonditionierung sehr inhomogen, hier müssen weitergehende 

Untersuchungen zeigen, ob die Aktivierung der PKC δ möglicherweise ein Epiphä-

nomen ist und ob ihre Rolle in den verschiedenen Formen der Präkonditionierung 

unterschiedlich ist. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen für eine Isoform-spezifische Aktivierung der 

PKC durch die Xenon Präkonditionierung. Während die Phosphorylierung der PKC ε 

ein wichtiger Schritt in der Signaltransduktionskette zu sein scheint [48], spielen die 

Isoformen α und δ, wie in dieser Arbeit gezeigt, keine oder nur eine untergeordnete 

Rolle für Ausübung der kardioprotektiven Effekte. 

 

 

4.2 Rolle der MAPKAPK-2 in der Xenon Präkonditionierung 

 

Es konnte bereits in früheren Untersuchungen gezeigt werden, dass in der Signalket-

te der Xenon Präkonditionierung unterhalb der PKC eine Aktivierung der p38 MAPK 

induziert wird [48]. Diese Stress-induzierte p38 MAPK Kaskade führt in-vitro zu einer 

Phosphorylierung der MAPKAPK-2, deren Hauptsubstrat das HSP 27 ist [92]. 
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dieser Signalweg auch für die Xenon 

Präkonditionierung zutrifft. Sowohl nach Xenon Präkonditionierung als auch nach 

Isofluran Präkonditionierung findet eine Aktivierung der MAPKAPK-2, gemessen an 

ihrer Phosphorylierung, statt. Diese Aktivierung befindet sich in der Signaltransdukti-

onskette unterhalb der PKC und der p38 MAPK, dies konnte in weiteren Versuchen 

durch eine Inhibition dieser beiden Proteine gezeigt werden. Sowohl nach PKC 

Hemmung durch Calphostin C als auch nach p38 MAPK Inhibition zeigte sich keine 

Aktivierung der MAPKAPK-2 mehr. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit einer 

Untersuchung an isolierten Kaninchenherzen, die zeigte, dass es nach ischämischer 

Präkonditionierung zu einer starken Aktivierung der MAPKAPK-2 kommt [107]. Auch 

an isolierten Rattenherzen konnte nachgewiesen werden, dass durch Ischämie-

Reperfusion die p38 MAPK - MAPKAPK-2 Kaskade stimuliert wird [105, 106]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die MAPKAPK-2 Phosphorylierung zu einem defi-

nierten Zeitpunkt 45 Minuten nach Beginn des Präkonditionierungsprotokolls unter-

sucht. Aussagen über das Ausmaß der Phosphorylierung zu anderen Zeitpunkten 

und über die Phosphorylierungskinetik können nicht gemacht werden. Vermutlich 

handelt es sich auch hier um eine zeitabhängige Phosphorylierung, wie für andere 

Kinasen, wie z.B. die extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1 und 2, bereits gut 

beschrieben [127]. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit, die den grundlegenden 

Signalweg beschreibt, jedoch nicht weiter untersucht. 

 

 

4.3 Rolle von HSP 27 und Zytoskelett in der Xenon Präkonditionierung 

 

Ohne intaktes Zytoskelett scheint die Myokardprotektion durch Präkonditionierung 

ihre Wirkung nicht entfalten zu können, dass zeigte eine Untersuchung von Ismaeil 

und Mitarbeitern [108]. Kleine HSP wie HSP 27 sind nach Untersuchungen von Liang 

und Mounier hauptsächlich für den Schutz und die Stabilisierung der Struktur der Ac-

tin Filamente des Zytoskeletts bei Zellstress verantwortlich [109]. Eine Überexpressi-

on von HSP 27 schützt die Zelle auch vor Ischämie-Reperfusion-induzierten Schä-

den, dies konnte in neonatalen Kardiomyozyten der Ratte gezeigt werden [128].   

Ischämie-Reperfusion selbst führt auch zu einer gesteigerten HSP 27 Aktivierung. 

Dies konnte sowohl für globale als auch regionale Ischämie an verschiedenen Tier-

modellen, darunter auch an der Ratte, gezeigt werden [114]. Eine Aktivierung des 
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HSP 27 führt nachfolgend zu einer Actin Polymerisation, welche die Toleranz des 

Zytoskeletts gegen Stress erhöht [111]. An dieser Stress-induzierten Aktivierung des 

HSP 27 ist der bereits erläuterte MAPK Signalweg über die p38 MAPK und die 

MAPKAPK-2 maßgeblich beteiligt [129]. 

Die Phosphorylierung des HSP 27 nach Xenon Präkonditionierung ist bereits in einer 

Arbeit gezeigt worden [Ergebnisse in 137], daher wurde in dieser Arbeit auf die er-

neute Untersuchung und Darstellung verzichtet. 

In der hier vorliegenden Arbeit konnte durch Immunfluoreszenzuntersuchungen eine 

verstärkte Polymerisation der Actinfilamente in Xenon- bzw. Isofluran-

präkonditionierten Herzen gezeigt werden. In weiteren Untersuchungen zur Klärung 

der Verknüpfung des HSP27 mit den Actinfilamenten konnte nachgewiesen werden, 

dass nach Xenon bzw. Isofluran Präkonditionierung eine Translokation des HSP 27 

zum Actin-Zytoskelett erfolgt. Dieses Ergebnis konnte durch eine Co-

Immunpräzipitation bestätigt werden. Nach Xenon bzw. Isofluran Präkonditionierung 

bilden Actin und HSP 27 einen gemeinsamen Komplex, durch den das Zytoskelett 

stabilisiert werden kann. Nach anästhetischer Präkonditionierung scheint eine Trans-

lokation des HSP 27 zum Zytoskelett zu erfolgen, welche die Actin Polymerisation 

und damit die Stabilität des Zytoskeletts fördert. Dieses Resultat bestätigen auch Er-

gebnisse aus einer Untersuchung von Eaton und Mitarbeitern. Hier konnte für den 

Mechanismus der ischämischen Präkonditionierung ebenfalls eine Translokation des 

HSP 27 zum Zytoskelett nachgewiesen werden [115]. 

Aktiviertes HSP 27 scheint also das Zytoskelett durch eine Actin Stabilisierung schüt-

zen zu können. Vermutlich bereiten die Veränderungen am Zytoskelett die Kardio-

myozyten darauf vor, adäquat auf den nachfolgenden Zellstress reagieren zu kön-

nen. Diese Verknüpfung des Präkonditionierungsmechanismus mit dem Zytoskelett 

über eine Aktivierung des HSP 27 stellt einen entscheidenden Schritt in der Myo-

kardprotektion durch Xenon Präkonditionierung dar. 
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4.4 Methodenkritik - Einschränkungen der Untersuchung 

 

Es wurde eine repetitive Präkonditionierung mit Xenon bzw. Isofluran verwendet, um 

einen optimalen kardioprotektiven Effekt zu erzielen. In der Literatur gibt es deutliche 

Hinweise darauf, dass eine repetitive gegenüber einer einmaligen Gabe eine effekti-

vere Präkonditionierung bewirkt [130, 131]. Mit diesem Protokoll wurde in einer frühe-

ren Studie eine Infarktgrößenreduktion um 23-Prozentpunkte im Vergleich mit den 

Kontrollen erreicht [48]. Auch in der vorliegenden Arbeit ergab sich eine starke In-

farktgrößenreduktion nach Xenon Präkonditionierung um 20-Prozentpunkte. 

 

Zur Definition der Präkonditionierung gehört, dass der kardioprotektive Stimulus wäh-

rend der Ischämie nicht mehr vorhanden sein darf. Aufgrund des niedrigen Blut-Gas-

Verteilungskoeffizienten zeigt Xenon eine schnelle An- und Abflutung im Gewebe. 

Die rasche Elimination wurde in den durchgeführten Versuchen zusätzlich durch ei-

nen hohen Frischgasfluss während der Auswaschzeiten sichergestellt. Eine Messung 

des Anästhetikums im Myokard selbst war jedoch nicht möglich. 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen stark daraufhin, dass der dargestellte Signalweg 

mit dem Zytoskelett als einem möglichen Endeffektor für die kardioprotektiven Effekte 

einer anästhetischen Präkonditionierung verantwortlich ist. Um diesen Signalweg 

endgültig belegen zu können müssten weiterführende Untersuchungen durchgeführt 

werden. Nur eine funktionelle Hemmung der untersuchten Proteine in-vivo während 

der Präkonditionierung (pharmakologische Blockade oder knock-out Tiere) und an-

schließende Bestimmung der resultierenden Infarktgröße würde die Ergebnisse si-

cher beweisen. Für die MAPKAPK-2 und das HSP 27 existieren nach unserem Wis-

sen jedoch keine Hemmstoffe für eine sichere in-vivo Nutzung, die Blocker wurden 

bisher nur in in-vitro Situationen getestet. Deshalb ist es zur Zeit nicht möglich, die 

betreffenden Proteine zu hemmen, um funktionelle Parameter zu bestimmen. 

Aus der Tatsache, dass die Hemmung der p38 MAPK, dem wichtigsten Aktivator der 

MAPKAPK-2 und des HSP 27, in einer vollständigen Aufhebung der kardioprotekti-

ven Wirkung resultierte, kann man jedoch schlussfolgern, dass diese Signalkaskade 

an der Xenon Präkonditionierung wesentlich beteiligt ist. 
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Für die verwendeten Hemmstoffe der PKC und der p38 MAPK gilt folgende Ein-

schränkung: Ihre Spezifität ist stark von der verwendeten Konzentration abhängig. 

Zum Beispiel hemmt Calphostin C die PKC mit einer IC50 von 50nM. Andere Kinasen 

wie die PKA, die p60 und die PKG werden erst in höheren Konzentrationen ge-

hemmt. Der p38 MAPK Inhibitor SB 203580 hemmt andere Kinasen erst, wenn Kon-

zentrationen von über 10 µM verwendet werden [132]. Die beiden Inhibitoren wurden 

in den durchgeführten Versuchen daher in Anlehnung an andere in-vivo Studien [79, 

133] in einer besonders niedrigen Dosierung (Calphostin C 0,1 mg/kg entsprechend 

12 µM und SB 203580 1 mg/kg entsprechend 2,4 mM), appliziert als Bolus, einge-

setzt. Der PKC δ Inhibitor Rottlerin wurde ebenfalls in einer niedrigen Dosierung von 

0,3 mg/kg verwendet, dies entspricht den in der Literatur zur PKC δ Hemmung in-

vivo verwendeten Konzentrationen [80, 126]. 

 

In der hier vorliegenden Arbeit wurde nur eine äquipotente Konzentration von 0.4 

MAC Xenon bzw. Isofluran verwendet, so dass die Ergebnisse auf diese Konzentra-

tion beschränkt bleiben müssen. Ziel dieser Arbeit war dabei jedoch nicht, konzentra-

tionsabhängige Unterschiede aufzuzeigen, sondern die kardioprotektive Wirkung 

darzustellen und deren Mechanismus zu untersuchen. 

 

Bei der Durchführung der Experimente zu der vorliegenden Arbeit tauchten Schwie-

rigkeiten bei der Untersuchung der PKC δ im Western Blot auf. Die PKC δ Bande 

wurde durch Albumin überlagert. Dieses Problem ließ sich auch nicht durch Wechsel 

des Antikörpers oder vorangehende Entfernung des störenden Albumins lösen. Eine 

vorhergehende Immunpräzipitation der PKC δ könnte diese Überlagerung mögli-

cherweise verhindern. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgeführt, 

sollte aber in zukünftigen Studien in Betracht gezogen werden. 

Über Probleme bei der Immunoblot-Untersuchung der PKC δ berichteten kürzlich 

auch Rybin und Steinberg [134]. Sie haben festgestellt, dass ein kommerziell erhältli-

cher PKC δ Antikörper, der unter anderem auch in dieser Arbeit verwendet wurde, 

bisher nicht bekannte Defizite bei der Detektion der phosphorylierten PKC δ aufweist. 

Obwohl der untersuchte Antikörper die PKC δ unabhängig von ihrem Phosphorylie-

rungsstatus erkennen sollte, fiel in Experimenten mit PMA-behandelten Zellen auf, 

dass der genannte Antikörper stimulierte PKC δ nicht detektieren kann. Diese Prob-

leme bei der Detektion der PKC δ lassen Rybin und Steinberg in ihrer Arbeit schluss-
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folgern, dass Ergebnisse aus Studien, die die Aktivierung der PKC δ durch Phospho-

rylierung und Translokation untersucht haben, eventuell überdacht werden müssen. 

Diesen Hinweisen muss weiter nachgegangen werden. 

 

Natürlich gelten die hier gezeigten Ergebnisse zunächst nur für das verwendete ex-

perimentelle Tiermodell. Eine Übertragung auf den Menschen steht noch aus. Kardi-

oprotektion durch Präkonditionierung kann durch verschiedene pathologische Verän-

derungen, wie Hypercholesterinämie, Atherosklerose oder Diabetes, vermindert wer-

den [135, 136]. Die vorliegende Arbeit wurde an gesunden Versuchstieren durchge-

führt. Gerade kardiale Risikopatienten weisen jedoch multiple pathologische Verän-

derung ihres Herz- und Kreislaufsystems auf und sind häufig multimorbid. Eine Über-

tragung in die klinische Anwendung ist daher nicht ohne weiteres möglich. Dennoch 

könnte das Verständnis der molekularen Mechanismen der Xenon Präkonditionie-

rung helfen, das Wissen über Xenon als vorteilhaftes anästhetisches Gas für kardiale 

Risikopatienten zu erweitern. 
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4.5 Ausblick 

 

Durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurde das Zytoskelett der Kardiomyo-

zyten erstmals als ein möglicher Endeffektor der Protektion durch Xenon Präkonditi-

onierung identifiziert. Diese Ergebnisse erweitern das Verständnis der Signaltrans-

duktionswege der Präkonditionierung. Deren genaue Kenntnis ist wichtig, um diesen 

starken endogenen Schutzmechanismus des Myokards gezielt therapeutisch auslö-

sen oder verstärken zu können und nicht durch ungeeignete Pharmaka zu blockie-

ren. Bei koronarkranken Patienten könnte so zum Beispiel vor einer Operation mit 

geplanter Myokardischämie in der Herzchirurgie durch die Wahl eines geeigneten 

Anästhetikums eine Myokardprotektion induziert werden. Kardiale Risikopatienten 

könnten so von einem optimalen Schutz vor den Folgen einer intraoperativen Myo-

kardischämie bei zugleich geringen hämodynamische Nebenwirkungen der Xenon 

Anästhesie profitieren. 

Ziel weiterer Studien ist es, diese Möglichkeiten der gezielten Organprotektion durch 

Xenon weiter zu überprüfen und den zugrundeliegenden Mechanismus zu verstehen. 

Dazu wird die Beteiligung von Kalium-Kanälen und weiterer Mediatoren an der Xe-

non Präkonditionierung analysiert. Untersucht wird zur Zeit auch, wie sich Begleiter-

krankungen wie Diabetes und der Alterungsprozess auf eine Präkonditionierung 

auswirken. Ein weiterer Schwerpunkt der Forschung in diesem Themenkreis liegt 

derzeit auf den Möglichkeiten der späten Präkonditionierung durch Xenon. 
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