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Zusammenfassung:

Hintergrund: Bei der ischamischen Fern-Prakonditionierung (,,remote ischemic preconditioning” =
RIPC) handelt es sich um eine effektive Methode, das Herz vor ischamischer Schadigung, wie sie
beispielsweise bei Myokardinfarkten oder wahrend herzchirurgischer Eingriffe auftritt, zu
schiitzen. Obwohl experimentelle Studien vielversprechend sind, liefern klinische Studien zum Teil
widersprichliche Ergebnisse. Es ist daher wichtig, die molekularen Grundlagen dieses Phdnomens
vollstandig aufzudecken, um es anschliefend in eine Verbesserung der Patientenversorgung
Uberfihren zu kénnen. In Studien zu anderen Formen der ischdmischen Konditionierung kommt
zwei intrazelluldren Signalwegen besondere Relevanz zu, dem ,reperfusion injury salvage kinases
oder ,RISK” Signalweg und dem , survivor activating factor enhancement” oder , SAFE” Signalweg.
Ziele: Ziel dieser Studie war es, die Phosphorylierung der Proteinkinase B (Akt), einem zentralen
Protein des RISK Signalwegs, sowie die Phosphorylierung und Expression von STAT5, einem
Element des SAFE Signalweges, im Rahmen der RIPC zu untersuchen.

Methode: Nach Genehmigung durch die Tierschutzbehérde wurden mannliche Wistar Ratten
zwei Versuchsprotokollen unterzogen. Die Randomisierung fand innerhalb des jeweiligen
Protokolls statt. Das erste Versuchsprotokoll umfasste zwei Gruppen (n=6 /Gruppe): Die Herzen
wurden 10 Minuten nach Ende der jeweiligen Intervention entnommen (TP1). Tiere der ersten
Versuchsgruppe (RIPC TP1) erhielten eine RIPC Behandlung (4x5 Minuten Ischdamie gefolgt von 5
Minuten Reperfusion) mittels einer aufblasbaren Manschette am Hinterlauf. Die zweite
Versuchsgruppe (Sham TP1) erhielt eine analoge Placebo-Behandlung (Sham). Das zweite
Versuchsprotokoll umfasste vier Versuchsgruppen (n=6 /Gruppe). Die Herzen wurden 165
Minuten nach RIPC bzw. Sham entnommen (TP2). Zwei Gruppen erhielten, entsprechend dem
ersten Protokoll, eine RIPC-, zwei weitere eine Sham Intervention. AnschlieRend wurden die Tiere
thorakotomiert und, mittels einer um den Ramus Interventricularis Anterior gelegten
Fadenschlinge, eine Myokardischamie von 35 Minuten induziert (I/R und RIPC + I/R) oder eine
analoge Placebo-Intervention durchgefiihrt (Sham TP2 und RIPC TP2). Als MaR fir die Aktivierung
von Akt und STAT5 wurde die relative Expression der phosphorylierten Formen im Herzgewebe
bestimmt. Nach Isolation der zytosolischen Proteine und Auftrennung mittels Western Blot-
Verfahren wurden die zu untersuchenden Proteine mit Antikdrpern markiert, anschlieRend
mittels Chemolumineszenz detektiert und die Signalstarke digital analysiert. Die so ermittelten
Signalstarken der phosphorylierten Proteinformen wurden mit den Signalstarken der
Gesamtmenge des jeweiligen Proteins in Relation gesetzt, um die relative Expression zu ermitteln.
Dariber hinaus wurden die Signalstarken der Gesamtmenge von STAT5 in den Kompartimenten
Zytosol und Zellkern ermittelt und verglichen, um eine mogliche Translokation zu erfassen. Zur
statistischen Auswertung wurden Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt. Die
Signifikanz der Ergebnisse wurde mithilfe des ungepaarten, zweiseitigen t-Tests mit einem
Signifikanzniveau von p<0,05 bestimmt.

Ergebnis: Fiir Akt und STATS5 konnte zu keinem untersuchten Zeitpunkt eine gesteigerte
Phosphorylierung durch RIPC gezeigt werden (stets Sham vs. Versuchsgruppe) (Akt: TP1: 0,71
+0,57 vs. 0,93 +0,73; P=0,57; TP2: 0,13 £0,05 vs. 0,15 +0,12; P=0,77/ STAT5: 0.27 £0.08 vs. 0,25
+0,07; P=0,70; TP2: 0,036 +0,014 vs. 0.03 £0.01; P=0.17) . Auch nachfolgende Ischdmie und
Reperfusion konnte keine Phosphorylierung von Akt oder STAT5 durch RIPC induzieren (Akt: 1,36
+1,07 vs.2 +1,30; P=0,300/ STAT5: 0,26 +0,12 vs. 0,34 +0,10; P=0,22) . Es konnte keine Abnahme
der relativen Expression von STATS5 im Zytosol zehn Minuten nach RIPC beobachtet werden (0,79
+0,33 vs.1,29 +0,54; P=0,09). Der Nachweis einer Translokation von STATS5 in den Zellkern gelang
nicht (1,0 £0,34 vs.0,72 £0,28; P=0,15).

Schlussfolgerung: RIPC geht zu den untersuchten Zeitpunkten nicht mit einer Aktivierung von Akt
oder STATS einher. Eine Translokation von STATS5 findet zum untersuchten Zeitpunkt ebenfalls
nicht statt. Dass es zu anderen als den hier untersuchten Zeitpunkten zu einer Aktivierung von Akt
oder STATS oder zu einer Translokation von STAT5 kommt, ist moglich und sollte Gegenstand
weiterer Untersuchungen sein.
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Abstract:

Background: Remote ischemic preconditioning (RIPC) is a powerful method to protect the heart
from ischemic damage as it may, for example, occur during myocardial infarction or cardiac
surgery. Yet, to this day, the molecular mechanisms that underlie the phenomenon are not fully
understood. While the effect is easily reproducible under experimental conditions, clinical studies
have produced conflicting results. To convert this powerful effect into an actual improvement in
patient care, it will therefore be crucial to fully uncover the molecular mechanisms on the cellular
level. Many possible messenger proteins and pathways have been investigated. In studies on
other forms of ischemic conditioning, two pathways seem to stand out: The “reperfusion injury
salvage kinases” pathway (RISK) and the “survivor activating factor enhancement” pathway (SAFE).

Objective: The aim of this study was to investigate the role of Protein-Kinase B (Akt), a central
protein of the RISK pathway as well as the role of STAT5, a possible element of the SAFE pathway
during RIPC.

Method: With ethical approval from the State Agency for Nature, Environment and Consumer
Protection, male Wistar rats were assigned to two different experimental protocols: In the first
experimental protocol, male Wistar rats were randomized into 2 groups (n=6 per group). Hearts
were excised 10 minutes after completion of the intervention (TP1): The first group received a
RIPC treatment through a hind limb inflatable pressure cuff (RIPC TP1), while the second group
received a placebo treatment (Sham TP1). In the second experimental protocol, the rats were
randomized into 4 groups (n=6 per group) that either underwent RIPC or sham treatment prior to
35 min of ischemia by occlusion of the left anterior descending coronary artery through
thoracotomy either followed by 120 min reperfusion (I/R and RIPC + I/R) or a respective placebo
treatment (Sham TP2 or RIPC TP2). To determine activation of Akt and STATS5, relative expression
of the phosphorylated forms was measured. To detect a possible translocation of STAT5 from the
cytosol into the nucleus, relative expression was measured in the two cellular compartments and
compared. After isolation of the cytosolic proteins, western-blot analysis was performed. The
target proteins and their phosphorylated forms were marked with specific antibodies.
Chemiluminescence was used to measure antibody load through digital camera imaging. The
signal strength of the phosphorylated proteins was then compared to the signal strength of the
total amount of the protein to calculate relative expression. Mean values and standard deviations
were calculated. Statistical significance was determined using the unpaired, two-sided t-test with
a level of significance of p <0,05.

Results: The results show that the relative phosphorylation for Akt as well as STAT5 was not
altered by RIPC at the timepoints measured: (Sham vs. Experimental group) (Akt: TP1: 0,71+0,57
vs. 0,93+0,73; P=0,57; TP2: 0,13+0,05 vs. 0,15+0,12; P=0,77/ STAT5: 0.27+0.08 vs. 0,25+0,07;
P=0,70; TP2: 0,036+0,014 vs. 0.03+0.01; P=0.17). Subsequent ischemia and reperfusion were not
able to induce phosphorylation of Akt or STATS through RIPC: (Akt: 1,36+1,07 vs.2+1,30; P=0,300/
STAT5: 0,26+0,12 vs. 0,34+0,10; P=0,22). No decrease in cytosolic STATS5 relative expression levels
could be observed at TP1: (0,79+0,33 vs.1,29+0,54; P=0,09). Relative expression of STATS5 in the
nucleus was not altered at TP1: (1,0+0,34 vs.0,72+0,28; P=0,15).

Conclusion: RIPC may not involve activation of Akt or STATS5, at least not at the specific time
points examined in this study. STAT5 does not seem to translocate into the nucleus after RIPC.
Involvement of Akt or STATS at other time points remains a possibility and should be the subject
of future studies.
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1  Einleitung

In Deutschland leiden 6 % der Manner und 3,7 % der Frauen an einer koronaren Herzkrankheit und
entwickeln in der Folge meist eine ischamische Kardiomyopathie oder eine akute
Myokardischamie (2, 3). Mehr als 200.000 Menschen erleiden so hierzulande jedes Jahr einen

Myokardinfarkt (4).

Dabei hat die Krankenhaus-Letalitdt des akuten Myokardinfarkts von etwa 20%, Ende der 1980er
Jahre, auf ca. 5-11% in den 2000er Jahren abgenommen, was auf die Einfihrung und
flachendeckende Verfligbarmachung einer schnellen Reperfusionstherapie zurtickzufihren ist (4—
6). Ebenso konnte die Inzidenz des ST-Hebungsinfarktes durch Préaventionsprogramme und eine
pharmakologische Kontrolle von Risikofaktoren innerhalb der letzten Jahre deutlich gesenkt
werden (7). Die koronare Herzkrankheit stellt aber trotz dieser Erfolge noch immer die haufigste
Todesursache in Deutschland sowie weltweit dar und bleibt damit eine der grofSten

gesundheitlichen Herausforderungen unserer Zeit (8).

Akute Myokardinfarkte konnen unter anderem dann auftreten, wenn das Herzkreislaufsystem
einer besonderen Belastung ausgesetzt wird, wie dies beispielsweise bei chirurgischen Eingriffen
der Fall ist. Mit einer Inzidenz von etwa 16% sind Patienten, die sich herzchirurgischen Eingriffen
unterziehen, besonders gefdahrdet (9). Aber auch Patienten, die sich nicht-herzchirurgischen
Eingriffen unterziehen, zeigen eine Inzidenz von 6-7% (10, 11), wobei die Infarkte haufig klinisch
inapparent verlaufen und nicht rechtzeitig diagnostiziert werden (12). Die Mortalitadt des

perioperativen Myokardinfarkts ist mit bis zu 30% weiterhin sehr hoch (10, 11).

Doch die Mortalitat ist nicht die einzige wichtige Determinante in diesem Zusammenhang. Dass
heute mehr Patienten einen akuten Myokardinfarkt tiberleben als noch vor wenigen Jahrzehnten
hat wiederum zu einer Zunahme der Morbiditdt mit deutlicher Beeintrachtigung der
Lebensqualitdt der Betroffenen und Belastung der Gesundheitssysteme geflihrt. Untergegangenes
Herzmuskelgewebe wird nicht durch neues Herzmuskelgewebe, sondern durch funktionsloses
Narbengewebe ersetzt. Dadurch, dass viele kardial vorgeschadigte Patienten mit eingeschrankter
Pumpfunktion, die frither an einem Myokardinfarkt verstorben waren, diesen heute mit schwer
geschadigtem Herzmuskel tGberleben, hat die Pravalenz der schweren Herzinsuffizienz
zugenommen (5). Damit ist der Myokardinfarkt eine der Hauptursachen fiir chronische
Herzinsuffizienz weltweit. Die wichtigste Determinante fur die linksventrikuldre Funktion nach
einem Infarkt stellt neben der Lokalisation die GroRe des infarzierten Areals dar (13, 14). Um sich
diesem neuen Problem zu stellen, hat sich innerhalb der letzten Jahre ein Paradigmenwechsel in

der Erforschung des Myokardinfarktes vollzogen. Diese sucht nun nach Wegen, nicht nur das reine
1



Uberleben des Patienten zu sichern, sondern auch den Schaden am Myokard méoglichst gering zu
halten und dadurch die Inzidenz und das AusmaR einer spateren infarktbedingten Herzinsuffizienz

zu verringern (15).

1.1. Der myokardiale Ischamie-Reperfusionsschaden

Bereits 1985 postulierten Braunwald et al., dass nicht nur die Ischamie selbst, sondern auch die
Reperfusion dem Myokard Schaden zufiigt, dies wird als Reperfusionsschaden bezeichnet (16). Da
die schadigenden Prozesse der Ischdmie- und der Reperfusionsphase zum Teil schwierig
voneinander zu trennen sind, ist es vorteilhaft vom Ischamie-Reperfusionsschaden (I/R-Schaden)
zu sprechen (16). Wahrend der Ischamie kommt der Blutfluss zu einem Gewebe zum Erliegen.
Dies fuhrt zum einen zu einem Mangel an Sauerstoff fir die Produktion von Adenosintriphosphat
(ATP), zum anderen zur Akkumulation von Stoffwechselprodukten im Gewebe, welche zum
Absterben der im Infarktgebiet befindlichen Zellen fuhrt. Der Infarktkern ist von einer Zone
umgeben, welche durch KollateralgefaRe eine Restdurchblutung erhalt und dadurch vorerst am
Leben erhalten wird. Das gesamte von der Ischdmie betroffene Areal wird als die Area at Risk
(AAR) bezeichnet und kann im Falle einer zeitigen mechanischen oder medikament&sen
Reperfusion teilweise oder ganz vor dem Untergang gerettet werden (17, 18). Gleichzeitig ist die
AAR aber auch der Ort, an dem sich die Prozesse abspielen, welche im Rahmen des

Reperfusionsschadens zu einem weiteren Absterben von Zellen fiihren (19).

Dieser Zusammenhang ist in der Abbildung 1 illustriert. Dort dargestellt ist der jeweilige Anteil der
Ischdmie und des Reperfusionsschadens an der endglltigen InfarktgroRe bei Patienten bis 24
Stunden im Anschluss an eine perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) oder
Lysetherapie. Die schwarze Linie beschreibt die GroRenentwicklung des irreversibel geschadigten
Myokardareals tber die Zeit. Es ist erkennbar, dass sich der Infarkt progressiv entwickelt. Zum
Zeitpunkt der PTCA oder Lyse steigt die InfarktgroRe sprunghaft an. Dieser Anteil an der
endgiiltigen InfarktgroRe ist auf den Reperfusionsschaden zuriickzufiihren. Die griin gestrichelte
Linie zeigt den Anteil der InfarktgroRe an, welcher ausschlieRlich auf den ischdamischen
Zellschaden zurickzufiihren ist. Dieser wiirde der endgltigen InfarktgréRe entsprechen, wenn
man in der Lage wiare, den Reperfusionsschaden vollstiandig zu verhindern. Die rot gestrichelte
Linie zeigt die theoretische GroRRe an, die das Infarktareal ohne Einflussnahme in Form von PTCA
oder Lyse erreichen wirde. Dies zeigt, dass die friihzeitige PTCA oder Lyse nach wie vor den
ersten Schritt in der Behandlung des Myokardinfarktes darstellen muss. Das Finden
therapeutischer MaRnahmen zur Verringerung des Reperfusionsschadens ist demnach der

logische zweite Schritt, um den Erfolg der PTCA oder Lyse zu maximieren.
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Abb. 1: Anteil der Ischdmie und des Reperfusionsschadens an der Infarktgrofie nach Revaskularisation
Schematisch dargestellt ist die Entwicklung der InfarktgrofRe bei Patienten bis 24 Stunden im Anschluss an
eine perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) oder Lysetherapie. Der Anteil der
unterschiedlichen Schadigungsmechanismen, Ischdmie und Reperfusionsschaden, sind farblich
gekennzeichnet. (Abbildung angelehnt an Hausenloy et al., 2013) (20)

1.1.1. Pathogenese und molekulare Mechanismen

Die im Folgenden beschriebenen Prozesse werden in der Abbildung 2 veranschaulicht. Wahrend
der Myokardischamie erfahrt die AAR einen Sauerstoffmangel, welcher (iber die anaerobe
Glykolyse zur Ansduerung des Sarkoplasmas der Kardiomyozyten fiihrt. Uber den H*/Na*-
Austauscher erhoht sich auf diese Weise die intrazellulare Natriumkonzentration, welche, vor
dem Hintergrund des zunehmenden Mangels an ATP aus der sauerstoffabhangigen Atmungskette,
nicht durch die Na*/K*-ATPase ausgeglichen werden kann. Dies resultiert in einem Einstrom von
Kalzium Uber den nun retrograd laufenden Na*/Ca%*-Antiporter (21, 22). Der erhdhte

Kalziumspiegel ist unmittelbar und mittelbar in der Lage die Apoptose herbeizufiihren (22, 23).

Wird der Blutfluss wiederhergestellt, fiihren gleich mehrere parallel ablaufende Prozesse zu einer
weiteren Schadigung des Myokards in der AAR: Die pl6tzliche Re-Energetisierung fiihrt im
Rahmen der erhéhten intrazelluldren Kalziumkonzentration zu oszillatorischer Ca?*-Aufnahme und
Ausschittung aus dem endoplasmatischen Retikulum, wodurch es zu unkontrollierter
myofibrilldrer Hyperkontraktion kommt (22). Die schnelle Re-Normalisierung des intrazellularen
pH-Werts fuhrt zur Aktivierung von Calpain, welches die Zelle proteolytisch schadigt, und zur

Offnung der mitochondrialen Permeabilitdts-Transitions Pore (mPTP) (24, 25). Die plétzliche



Normalisierung der extrazellularen Elektrolytkonzentrationen bedingt ein osmotisches Zellodem

bis hin zur Ruptur der Zellmembran (26). Darlber hinaus fiihrt eine gesteigerte Produktion von

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch die Mitochondrien und eingewanderte Granulozyten zu

einer generellen, den Zelltod induzierenden, Schadigung von Zellstrukturen (26). Durch den

Untergang von Zellen, sowie aus dem Thrombus freigesetzte Mediatoren wie Interleukine und

Tumornekrosefaktor Alpha (TNFa), kommt es zur Induktion einer Entziindungsreaktion im

Gewebe, welche unter anderem durch eine weitere Produktion von ROS die Schadigung verstarkt

(20).

Als ein weiterer Mechanismus der Zellschadigung in der Reperfusionsphase ist das Phanomen der

mikrovaskularen Obstruktion (MVO) zu sehen, welches bei bis zu 30% der Infarktpatienten

nachweisbar ist (27). Bei der MVO kommt es u.a. durch Obstruktion der Kapillaren durch

Zellkonglomerate und durch Triimmer aus der aufgerissenen arteriosklerotischen Lasion zu keiner

Gewebedurchblutung, obwohl die Blutversorgung durch die zuvor obstruierte Arterie

wiederhergestellt wurde (15).

All diese Mechanismen konvergieren entweder in eine direkte Zellschadigung, welche zur Nekrose

der Herzmuskelzelle fiihrt oder leiten tiber die Offnung der mPTP den Zelltod ein (28, 29).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der wichtigsten molekularen Mechanismen des myokardialen Ischdmie-

Reperfusionsschadens.

Wahrend der akuten Ischdamie findet aufgrund des Sauerstoffmangels ein anaerober Metabolismus statt,
wobei Laktat produziert wird. Der daraus resultierende pH-Abfall fiihr dazu, dass H* dem Gradienten
entsprechend, im Austausch gegen Na*, aus der Zelle ausgeschleust wird. Daraus resultiert eine
intrazelluldre Na*-Uberladung. Aufgrund des Adenosintriphosphat (ATP)-Mangels kann die Na*-Uberladung
nicht ausgeglichen werden, sodass es iiber den 2Na*/Ca?*-Austauscher zu einer intrazelluliren
Kalziumiiberladung kommt. Die azidotischen Verhiltnisse verhindern zu diesem Zeitpunkt eine Offnung der
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mitochondrialen Permeabilitats-Transitions Pore (mPTP) und eine Hyperkontraktion der Myofibrillen.
Wahrend der Reperfusion wird die Atmungskette reaktiviert, wodurch rasch eine groRe Menge reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) produziert wird. Durch die Xanthinoxidase der Endothelzellen und die
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidase der neutrophilen Granulozyten, welche in das
Gewebe einwandern, fallen ebenfalls ROS an. ROS sind wichtige Mediatoren des myokardialen
Reperfusionsschadens, da durch ihre direkte Einwirkung die mPTP gedffnet wird, die zu diesem Zeitpunkt
nicht mehr refraktar ist, da die Azidose durch das wieder flieBende Blut ausgewaschen wurde. ROS agieren
zudem als chemischer Lockstoff fiir neutrophile Granulozyten, fiihren zur Dysfunktion des
endoplasmatischen Retikulums, schadigen die Zellmembran und die DNA. Die Myofibrillen verlieren durch
das Auswaschen der Azidose ebenfalls ihre Refraktion und beginnen unkontrolliert zu kontrahieren
(Hyperkontraktion). Die Wiederherstellung des mitochondrialen Membranpotentials fihrt zur Verlagerung
von Kalzium in die Mitochondrien, was ebenfalls die Offnung der mPTP bewirkt. Einige Stunden nach Beginn
der Reperfusion kommt es zur Entziindungsreaktion: Es akkumulieren neutrophile Granulozyten im
reperfundierten Myokardgewebe als Reaktion auf die Ausschiittung von ROS, Zytokinen und aktiviertem
Komplement. (Abbildung angelehnt an Hausenloy et al., 2013) (20)

1.1.2.  Klinische Relevanz des Ischamie-Reperfusionsschadens

Die Mortalitat des ST-Elevations Myokardinfarktes (STEMI) ist zum einen abhangig von den
Risikofaktoren des Patienten, wie dem Alter oder Komorbiditaten (darunter vor allem
Niereninsuffizienz, Diabetes, Herzinsuffizienz und Koronare Herzkrankheit) (30), zum anderen von
bestimmten Faktoren der Behandlung - hier vor allem von der verstrichenen Zeit bis zur
Reperfusion und der gewahlten Behandlungsstrategie (31). Wichtig ist, dass Patienten mit einem
groReren Infarkt ein erhdhtes Risiko fir symptomatische Herzinsuffizienz und Tod aufweisen (32,
33). Die InfarktgroRe ist dabei direkt mit der Mortalitat assoziiert, so haben Patienten mit einer
InfarktgrofRe <12% des linken Ventrikelmyokards eine Mortalitat von beinahe 0 % lber zwei Jahre
wahrend Patienten, die einen Infarkt von >12% des linken Ventrikelmyokards erleiden, eine 2-

Jahres-Mortalitat von 7 % aufweisen (33).

Der direkte Zusammenhang von InfarktgrofRe und verminderter myokardialer Pumpfunktion bis
hin zur manifesten Herzinsuffizienz wurde erstmals von Pfeffer et al. am Rattenmodell
beschrieben (34). So wiesen Ratten mit kleinen Infarkten (4-30 % des Myokards) kaum
Funktionseinschrankungen auf, wahrend Ratten, bei denen mehr als 46 % des Myokards betroffen
waren, alle Einschrankungen einer manifesten Herzinsuffizienz aufwiesen, wie erhdhte
ventrikulare Flllungsdriicke, eine eingeschrankte Ejektionsfraktion sowie den Verlust der
Fahigkeit addquat auf Vor- und Nachlastschwankungen zu reagieren. Der Zusammenhang von
InfarktgrofRe und Schweregrad der Herzinsuffizienz zeigte sich in diesem Fall direkt proportional
(34). Therapien des I/R-Schadens sind also dann als erfolgreich anzusehen, wenn sie die GroRe des

Infarktareals zu reduzieren vermaogen.

Etwa 40 % bis 50 % der endglltigen InfarktgréRe beim Menschen sind auf den Effekt des
Reperfusionsschadens zurickzufihren, der Rest ist das Ergebnis der Ischdmie (35). Der

ischamische Schaden kennt mit der Reperfusionstherapie, sei sie interventionell oder



medikamentds, bereits eine effektive Behandlungsmethode. Eine Effektivitdtssteigerung ist in
diesem Bereich nur noch durch eine weitere Verkilirzung der Zeitspanne zwischen Ischamiebeginn
und Reperfusion zu erreichen (31). Im Gegensatz dazu bietet der Reperfusionsschaden, wie die
Ergebnisse der Kardioprotektion zeigen, noch ein grolRes, bisher nicht ausgeschopftes, Potential
zur Reduktion endgiiltiger InfarktgroRen. Die verschieden Formen der Kardioprotektion werden

im Folgenden vorgestellt.

1.2. Kardioprotektion

Das Myokard durch endogene oder exogene Schutzmechanismen widerstandsfahiger gegen den
I/R-Schaden zu machen, und damit die resultierende InfarktgréRe zu verringern, ist das Ziel der

Kardioprotektion (36).

Die bisher entwickelten Techniken der Kardioprotektion kdnnen in pharmakologische und nicht
pharmakologische Therapien unterteilt werden. Die Zahl der getesteten Substanzen im Rahmen
der pharmakologischen Konditionierung ist groR. Im folgenden Abschnitt werden zunéachst einige
Beispiele fur pharmakologische Kardioprotektion vorgestellt. Im Anschluss wird in den
Abschnitten 1.2.2 und 1.2.3 genauer auf die verschiedenen Formen der ischamischen

Konditionierung eingegangen und ihre Bedeutung fir die klinische Praxis ndher beleuchtet.

1.2.1. Pharmakologische Kardioprotektion

Wichtige Beispiele fir pharmakologische Substanzen, fiir die ein kardioprotektiver Effekt
angenommen wird, sind unter anderem inhalative Anasthetika (37—39), Opioide (40), Nitrate (41),

myokardiale Kalziumsensitivierer (42), Phosphodiestarasehemmer (43) oder Cyclosporin A (44).

Die inhalativen Anasthetika umfassen die Gruppe der volatilen Andsthetika wie beispielsweise
Isofluran, Sevofluran oder Desfluran sowie das Edelgas Xenon. Fiir volatile Anasthetika konnte in
experimentellen Studien ein kardioprotektiver Effekt nachgewiesen werden (37), wahrend
klinische Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen (45, 46). Fir das nicht anasthetisch
wirkende Edelgas Helium konnte im experimentellen Setting ein protektiver Effekt gezeigt werden,
indem die ischamiebedingte endotheliale Dysfunktion verringert werden konnte (38). Eine erste
klinische Studie im herzchirurgischen Kontext, konnte jedoch keinen Effekt von Heliumapplikation
auf die postoperative Konzentration von Biomarkern wie Troponin nachweisen (47). Hofland et al.
konnten fir Xenon einen dhnlichen Effekt wie fiir volatile Andsthetika nachweisen und eine
Uberlegenheit gegeniiber propofolbasierter totaler intravendser Anisthesie beziiglich der

Freisetzung von Troponin im Anschluss an elektive koronararterielle Bypasschirurgie zeigen (39).



Auch fiir Opioide konnte vielfach ein kardioprotektiver Effekt gezeigt werden (40), welcher auch

in klinischen Studien bestatigt werden konnte (48).

Nitrate schiitzen das Herz gegen endotheliale Dysfunktion (49). Im Rahmen elektiver
herzchirurgischer Eingriffe konnte, bei Nitrat-naiven Patienten, ein positiver Effekt in Form
verringerter postoperativer Biomarker nachgewiesen werden (41). Beim Einsatz wahrend der
nicht elektiven Angioplastie im Rahmen des akuten Myokardinfarkts war allerdings kein Effekt zu

beobachten (50).

Fiir den Phosphodiestarasehemmer Milrinon konnte in experimentellen Studien ein
kardioprotektiver Effekt gezeigt werden (51), doch aussagekraftige klinische Studien zu diesem
Wirkstoff fehlen bislang. Flir den Kalziumsensitivierer Levosimendan hingegen, konnte sowohl im
experimentellen Umfeld eine Reduzierung des I/R-Schadens gezeigt werden als auch eine

Verringerung kardialer Biomarker beim Menschen nach Bypasschirurgie (42, 52).

Dem gegentiber steht die nicht pharmakologische Konditionierung des Myokards, welche
hauptséachlich die ischdmische Konditionierung (IC) umfasst und im Folgenden naher ausgefiihrt

werden soll.

1.2.2. Ischamische Konditionierung des Myokards

1986 machten Murry et al. die Entdeckung, dass kurze, wiederholte Ischamie- und
Reperfusionsperioden, durchgefiihrt vor einem langer andauernden Verschluss der
Koronararterie, die endgiiltige InfarktgrofRe bei Hunden um durchschnittlich 75% zu reduzieren
vermochten (53). Dieses Phdnomen wird als ,,Ischamische Prakonditionierung” (IPC) bezeichnet.
Ischamische Prakonditionierung ist ,[...] ein ubiquitdrer, endogener protektiver Mechanismus auf
zelluldrer Ebene [...]“ (54, S. 569) (eigene Ubersetzung, Originalzitat: ,Ischemic preconditioning
exerts robust and reproducible protection, and appears to be a ubiquitous endogenous protective
mechanism at the cellular level that has been observed in the heart of every species tested”) der
innerhalb eines Zeitfensters von etwa 3 bis 4 Stunden in der Lage ist, InfarktgréRen zu reduzieren
(55). Zudem existiert ein sogenanntes ,,zweites Fenster”, ein Wiederauftreten des

kardioprotektiven Effekts, wenn auch abgeschwacht, nach etwa 24 Stunden (56, 57).

Zhao et al. konnten 2002 zeigen, dass auch ein wahrend der Reperfusionsphase applizierter
Stimulus in der Lage ist, die InfarktgroRRe zu beeinflussen: Das ,ischdmische
Postkonditionierung” (IPoC) genannte Phanomen reduzierte die InfarktgroRe im Hundemodell um

44 % (19), beim Menschen konnte eine InfarktgroRenreduktion von 18 bis 39 % beobachtet



werden (58-60). Durch diese Entdeckung konnte belegt werden, dass die Wirkmechanismen der

IC mindestens teilweise in der Reperfusionsphase zu suchen sind (61).

Neben dieser zeitlichen Unterscheidung in Pra- und Postkonditionierung, gibt es zudem eine
raumliche Dimension: 1993 stellten Przyklenk et al. im Hundemodell fest, dass es zur
Kardioprotektion ebenfalls dann kommt, wenn ein, dem Effektor fernes, Gewebe prakonditioniert
wird. In dieser Studie fihrte ein, am Ramus Circumflexus der linken Koronararterie
durchgefiihrtes, Konditionierungsprotokoll zu einer Kardioprotektion im Bereich des Ramus

Interventricularis Anterior mit resultierender InfarktgroRenreduktion von 35 % (62).

Nachdem auch gezeigt werden konnte, dass ein an der Nierenarterie durchgefiihrtes
Prakonditionierungsprotokoll zu einer Kardioprotektion fiihrt (63, 64), konnten Birnbaum et al.
1997 zeigen, dass ein Prakonditionierungsprotokoll am M. Gastrocnemius am Nagetiermodell
ahnlich kardioprotektiv wirkt (65). Aufgrund der einfachen Durchfiihrbarkeit, lediglich mithilfe
einer einfachen Blutdruckmanschette, konnten Kharbanda et al. das Phanomen auf den
Menschen lbertragen, indem Sie zeigten, dass Prakonditionierung des rechten Unterarms eine
endotheliale Dysfunktion im linken Unterarm nach 20-min(tiger Ischamie verhindert. Sie zeigten
zusatzlich, dass Prakonditionierung am Hinterlauf bei Schweinen zu einer InfarktgréRenreduktion

von ca. 50 % fihrt (66).

Auch fiir die Fern-Konditionierung (Remote Ischemic Conditioning = RIC) konnte gezeigt werden,
dass sie sowohl vor (pre-, RIPC) als auch nach (post-, RIPoC) der Ischamieperiode erfolgreich
angewendet werden kann (19, 62, 67). Darliber hinaus ergibt sich die Moglichkeit, anders als bei
der lokalen ischamischen Konditionierung, den Stimulus auch wahrend der Ischamieperiode zu
applizieren (per-, RIPerC), was auch erfolgreich durchgefiihrt wurde (67). Abbildung 3 illustriert

die verschiedenen Formen der IC.
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Abb. 3: Formen der ischamischen Konditionierung des Myokards
Hier gezeigt sind die verschiedenen Formen der ischdmischen Konditionierung im zeitlichen Verhaltnis zur
Ischdmie und Reperfusion. Das ,,spate Fenster” der Préakonditionierung die sowohl lokal als auch fern



durchgefiihrt werden kann liegt etwa 48 h nach dem Prakonditionierungsstimulus, wahrend das ,frithe
Fenster” wenige Minuten nach dem Prakonditionierungsstimulus beginnt und sich nach wenigen Stunden
wieder schlieRt. Die ischamische Perkonditionierung erfolgt wiahrend der anhaltenden Ischamie und kann
nur organfern durchgefiihrt werden, wahrend die Postkonditionierung kurz nach Beginn der Reperfusion
eingeleitet werden muss, um wirksam zu sein. Fern-Konditionierung (RIC); Ischamische Konditionierung (IC);
Ischdmische Fern-Prakonditionierung (RIPC); Ischamische Fern-Perkonditionierung (RIPerC); Ischamische
Fern-Postkonditionierung (RIPoC); Ischamische Postkonditionierung (IPoC); Perkutane Koronarangioplastie
(PCl); ST-Hebungs-Myokardinfarkt (STEMI); Kardiopulmonale Reanimation (CPR); Stunde (h); Minute (min);
Angelehnt an Hausenloy et al. 2016 (57)

1.2.3. Bedeutung der ischamischen Konditionierung fur die klinische Praxis

Wichtige klinische Situationen, bei denen es zu Myokardischdmien kommt und in deren Kontext
die Wirksamkeit der ischamischen Konditionierung untersucht wurde, sind vor allem der akute
STEMI mit zeitnaher perkutaner Koronarangioplastie (PCl), die elektive PCl im Rahmen stabiler

Koronarstenosen und herzchirurgische Eingriffe (68).

Im Rahmen des STEMI spielt die IPC und RIPC aufgrund der Unvorhersehbarkeit des Ereignisses
keine Rolle, doch ist eine ischamische Fern-Konditionierung auch wahrend des ischamischen
Ereignisses wirksam (67). Dieses Prinzip machten sich die Autoren einer Studie zu Nutze, welche
als erste den Nutzen eines RIPerC Protokolls, appliziert mithilfe einer Blutdruckmanschette am
Oberarm des Patienten, untersuchten. Die Studie umfasste 333 Patienten, welche bei Verdacht
auf STEMI noch auf dem Krankentransport zur Klinik konditioniert wurden. 30 Tage nach
erfolgreicher PCl konnte in der konditionierten Patientengruppe mittels Einzelphotonen-
Emissionscomputertomographie (SPECT) ein myokardialer Salvage-Index von 0,75 im Vergleich
mit 0,55 in der Kontrollgruppe gemessen werden (69). In einer follow-up Studie konnte nach 4
Jahren ebenfalls eine positive Wirkung auf die Auftretenswahrscheinlichkeit negativer klinischer
Endpunkte (kardial und neurologisch) gezeigt werden (13,5% in der RIPerC Gruppe gegeniber
25,6 % in der Kontrollgruppe) sowie eine Reduktion der Sterbewahrscheinlichkeit im selben

Zeitraum um 32 % (70).

Der Myokardschaden bei elektiver PCI unterscheidet sich von demjenigen, welcher bei STEMI
auftritt in vielerlei Hinsicht. So ist dieser Myokardschaden in der Regel deutlich geringer
ausgepragt und raumlich weniger klar begrenzt. Die ihm zugrundeliegenden Mechanismen sind
vor allem in der, in Abschnitt 1.1.1 bereits genauer ausgefiihrten, MVO durch Plaque-Trimmer
sowie der Obstruktion derjenigen GefalRe, die in dem Bereich von der groReren Koronararterie
abzweigen, in welchen der Stent eingebracht wird, zu sehen (sog. ,Jailing“) (71, 72). Entsprechend
lasst sich das Infarktausmal? auch nicht durch funktionale Bildgebung, sondern besser durch
laborchemische Untersuchungen abschatzen, wobei sich der postinterventionelle Anstieg des

Troponin-T im Serum bewahrt hat (73).



Die bisher groRte Studie zu diesem Thema war die ,,Cardiac Remote Ischemic Preconditioning in
Coronary Stenting” = CRISP-Stent-Studie, in der 242 Patienten entweder eine RIPC- oder eine
Sham-Prozedur erhielten und sich anschlieBend einer elektiven PCl unterzogen. Es konnte ein
reduzierter Troponin-Anstieg, eine verringerte Inzidenz von ST-Streckenveranderungen und eine
geringere Komplikationsrate gezeigt werden. Eine follow-up Studie nach 6 Monaten konnte
zudem belegen, dass Patienten die RIPC erhalten hatten, in dieser Zeit ein signifikant geringeres
Risiko aufwiesen zu sterben, einen Myokardinfarkt oder einen Schlaganfall zu erleiden (74). In

einer weiteren follow-up Studie nach 6 Jahren war dieser Effekt noch immer nachweisbar (75).

Am besten untersucht ist der Effekt der ischamischen Konditionierung wahrend
kardiochirurgischer Eingriffe. Die Planbarkeit der Eingriffe und die zugleich grofRe Ischamiegefahr
fir das Myokard machen die Kardiochirurgie zum pradestinierten Feld fiir die Anwendung der
RIPC. Zwei grolRe, multizentrische Phase Il Studien, welche den Effekt der RIPC in diesem Kontext
quantifizieren wollten, konnten jedoch keinen positiven Effekt nachweisen. Die ERICCA Studie
untersuchte 1612 Patienten, welche sich einer elektiven koronaren Bypassoperation im On-Pump
Verfahren unterzogen (76). Die RIPHeart Studie untersuchte 1385 Patienten mit elektiven
kardiochirurgischen Operationen (77). Beide Studien benutzten ein RIPC-Protokoll, welches
mithilfe einer aufblasbaren Oberarmmanschette durchgefiihrt wurde. In keiner der beiden
Studien konnte ein protektiver Effekt der RIPC auf Morbiditat oder Mortalitdt der Patienten
gezeigt werden. Diese Erkenntnisse widersprechen teilweise den Ergebnissen friiherer, kleiner
Studien (78—80). Es gibt Anzeichen dafir, dass Propofol, welches bei den meisten Patienten der
ERICCA Studie und allen Patienten der RIPHeart Studie zur Andsthesie verwendet wurde, in der

Lage ist, den Effekt der RIPC vollstandig aufzuheben (81, 82).

Dies zeigt, dass es notwendig ist, zu verstehen wie der Effekt der RIPC auf zelluldrer Ebene
vermittelt wird, wenn die vielversprechenden Erkenntnisse aus experimentellen Studien in einen
reproduzierbaren Vorteil fir Patienten umgewandelt werden sollen. Im folgenden Abschnitt wird

der aktuelle Wissensstand zusammengefasst dargestellt.

1.3. Molekulare Grundlagen der ischamischen Fern-Prakonditionierung

1.3.1. Signalbildung und extrazelluldre Ubertragungswege

Die extrazelluldre Ubermittlung des RIC Signals bis zum Herzen scheint sowohl neuronale als auch
humorale Anteile aufzuweisen (61). Bei der Generierung des Signals im peripheren Gewebe

scheinen nozizeptive Nervenfasern eine bedeutende Rolle zu spielen. Neben dem klassischen
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Stimulus, das bedeutet kurze subletale Ischdmie- und Reperfusionszyklen an einem peripheren
Organ wie dem Skelettmuskel (83) oder dem Darm (64), kann auch eine Stimulation peripherer
nozizeptiver Nervenfasern einen kardioprotektiven Effekt auslosen (84—86). Andersherum fuhrt
eine Behandlung mit Lidocain (84) oder Durchtrennung des versorgenden sensorischen Nervs zur
Aufhebung des kardioprotektiven Effekts der RIPC (87). Die Frage, auf welchem Wege dieser

neuronale Stimulus bis zum Herzen tibermittelt wird, ist nicht abschlieRend geklart (61).

Es gibt Evidenz dafiir, dass humorale Faktoren in der Ubermittlung des neuronalen Stimulus eine
Rolle spielen: Isolierte Empfangerherzen zeigen eine InfarktgroRenreduktion, wenn sie mit einem
Dialysat behandelt werden, das aus dem Blut eines Spenders gewonnen wird, welcher zuvor eine
periphere Nervenstimulation mittels chemischer oder elektrischer Reizung erhielt (86, 87).
Dariiber hinaus konnte Evidenz dafiir gewonnen werden, dass eine Ubermittlung des RIC Signals
auf neuronalem Wege Uber das Rickenmark und das autonome Nervensystem stattfindet. Eine
Durchtrennung des Riickenmarks auf Hohe der Segmente T7-T10 fiihrt zur Aufhebung des RIPC
Effekts (88, 84), wahrend eine elektrische Stimulation des Riickenmarks auf Hohe C8-T2 einen
kardioprotektiven Effekt produziert (89). Der Ganglienblocker Hexamethonium ist in der Lage, den
kardioprotektiven Effekt der RIPC aufzuheben (64, 84). Gleiches gilt fiir eine Vagotomie oder die
Gabe von Atropin (88, 90).

Durch die erfolgreiche RIPC von transplantierten und denervierten Herzen konnten Konstantinov
et al. im Schweinemodell zeigen, dass ein oder mehrere humorale Faktoren in der Ubertragung

involviert sein missen (91). Ebenso fiihrt die Transfusion von Dialysat prakonditionierter Spender
zu einer, der klassischen RIPC vergleichbaren, Kardioprotektion, sowohl innerhalb derselben (92)

wie auch zwischen verschiedenen Spezies (93, 94).

Als potenzielle Mediatoren mit kardioprotektiven Eigenschaften konnten bereits viele, vollig
unterschiedliche, blutgebundene Faktoren identifiziert werden. Zu diesen zahlen unter anderem
Adenosin (95), Nitrit (96), Erythropoietin (97), extrazellulare Vesikel und mikro-RNAs (98, 99) oder

endogene Opioide (100).

Adenosin scheint eine Rolle als Mediator in der Ubertragung des Prakonditionierungssignals vom
prakonditionierten Gewebe zum Herzen zu spielen. Bereits 1992 konnten Toombs et al. zeigen,
dass Adenosininfusion wahrend der Ischdmiephase zu Kardioprotektion fiihrt (95). Blockade des
Adenosinrezeptors fihrt wiederum zur Aufhebung des RIPC-Effekts (101). Der Effekt scheint iber
die Proteinkinase C und die dadurch hervorgerufene Inhibition der mPTP vermittelt zu werden

(102).
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Nitrit spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Ubertragung der RIPC vom peripheren Gewebe auf
die Kardiomyozyten. Wie bereits erldutert, kommt es im Rahmen einer Ischdmie zu
Kalziumeinstrom in die hypoxischen Endothelzellen. Die erhéhte Kalziumkonzentration aktiviert
wiederum die kalziumabhéangige endotheliale Stickstoffmonoxid Synthetase (eNOS), welche in
erhohtem MaRe Stickstoffmonoxid (NO) produziert. Weiterhin werden durch die bei der
Reperfusion auftretende Hyperamie Scherkrafte hervorgerufen, die die NO Produktion verstarken.
Dieses wird anschlieBend zu Nitrit oxigeniert und zirkuliert mit einer Halbwertszeit von ca. 35
Minuten im Blut, wo es wiederum kontinuierlich zu NO zuriickreduziert wird (103). Rassaf et al.
konnten zeigen, dass RIPC die Konzentration von Nitrit im Plasma und im Kardiomyozyten steigert.
In eNOS defizienten Mausen war der kardioprotektive Effekt der RIPC wiederum vollstdandig
aufgehoben. Durch exogene Zufuhr von Nitrit konnte ein mit der RIPC vergleichbarer

kardioprotektiver Effekt erreicht werden (96).

Erythropoietin (EPO) ist nicht nur ein wichtiger Regulator der Erythrozytenproduktion sondern
auch ein Mediator der RIPC. Oba et al. zeigten im Mausmodell, dass RIPC des Skelettmuskels mit
verringerter Nierendurchblutung und konsekutiver EPO Produktion einhergeht. Sie konnten
dartber hinaus zeigen, dass EPO Hemmung mittels eines Antikérpers sowie renale Denervierung
den RIPC-Effekt aufheben kann. Im Menschen fihrt RIPC ebenfalls zu verringerter

Nierendurchblutung und erhéhten EPO Konzentrationen (97).

Gemeinsam ist den hier genannten extrazellularen Botenstoffen, dass Sie liber die Bindung an
Rezeptoren der Kardiomyozyten intrazelluldre Signalkaskaden aktivieren, deren Identifikation
auch das Thema dieser Arbeit darstellt. Im folgenden Abschnitt werden daher die, flr die RIPC

wichtigsten, bisher bekannten intrazelluldren Signalkaskaden vorgestellt.

1.3.2. Intrazelluldre Ubertragungswege: Der Reperfusion Injury Salvage Kinase

Signalweg und die Proteinkinase B

Eine gemeinsame Endstrecke zahlreicher kardioprotektiver Interventionen ist der Reperfusion
Injury Salvage Kinase Signalweg (RISK), der auch bei der ischamischen Konditionierung eine
wichtige Rolle spielt (104). RIC und IPoC gehen im Nagetiermodell regelhaft mit der Aktivierung
der RISK Signalkaskade einher (105, 106). Beim Menschen konnte eine RISK Aktivierung durch
Prakonditionierung von isolierten Myokardproben gezeigt werden, welche bei
kardiochirurgischen Eingriffen gewonnen wurden (107). Wahrend transiente RISK Aktivierung mit
Zellprotektion assoziiert ist, hat die chronische Aktivierung einen deletaren Effekt, indem sie das
Myokard zur Hypertrophie anregt. Dies ist beispielsweise bei der chronischen Herzinsuffizienz der

Fall (108).
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Es konnte gezeigt werden, dass exogene kardioprotektive Agonisten, darunter Adenosin (109),
Bradykinin (110), Opioide (111), Acetylcholin (112), Katecholamine (113), Angiotensin Il (114), und
ROS (115) zu einer Aktivierung von Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) Gber G-Protein
gekoppelte Rezeptoren fiihren (116—118, 55). Auch Wachstumsfaktoren wie der Fibroblasten-
Wachstumsfaktor 2 (FGF2) und der insulinartige Wachstumsfaktor 1 (IGF1) aktivieren den RISK

Signalweg Uber ihre jeweiligen Rezeptoren (119, 120).

Beim RISK Signalweg wird Gber G-Protein gekoppelte Rezeptoren die PI3K aktiviert, welche
ihrerseits, mit Umweg Uber die Phosphoinositid-abhangige Kinase (PDK), die Proteinkinase B (Akt)
und die Extrazellular-Regulierte Kinase (ERK) phosphoryliert und damit aktiviert (121, 106).
Wachstumsfaktoren wie der IGF1 kénnen (ber ihre eigenen Rezeptoren ERK und PI13K direkt
aktivieren. Gemeinsame Endstrecke bilden die p30s6-Kinase und die Glykogen Synthetase Kinase

3R (GSK3R) (106, 122). Diese Zusammenhange sind in Abbildung 4 dargestellt.

Uber die Inhibition von GSK3R durch die p30s6-Kinase, kommt es zu einer Stabilisierung der
Mitochondrien indem die Offnungsschwelle der mPTP heraufgesetzt und die Einleitung des

apoptotischen Zelltodes inhibiert wird (123—-125).

Als weiterer Effektor dieses Signalweges konnte die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthetase
(eNOS) identifiziert werden, welche zur Offnung der mitochondrialen Adenosintriphosphat-
abhangigen Kaliumkanale (mKATP) fiihrt. Dadurch kommt es zur Produktion von ROS und einer,

damit einhergehenden, positiven Riickkopplung des protektiven Effekts (126).

Es konnte gezeigt werden, dass die RISK Aktivierung in zwei Phasen erfolgt: Wahrend der
Prakonditionierungszyklen und dann erneut wahrend der friihen Reperfusionsperiode (106). Die
kausale Bedeutung der einzelnen Komponenten des RISK Signalweges PI3K, Akt und GSK31
konnte sowohl fiir die IPC als auch fiir die IPoC nachgewiesen werden (105, 118). Fiir die RIPC ist

die Evidenzlage jedoch noch liickenhaft.

Die Serin/Threoninkinase Akt ist mit ihren drei Subtypen Akt1, Akt2 und Akt3, das zentrale
Bindeglied des RISK Signalwegs. Sie wird synonym auch als Proteinkinase B bezeichnet. lhre
Aktivierung erfolgt hauptsachlich durch die Sequenz PI3K und PDK, um von hier aus eine grolRe

Zahl unterschiedlicher Signalwege anzustoRen (127).
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1.3.3. Intrazelluldre Ubertragungswege: Der Survival Activating Factor
Enhancement Signalweg und der Signal Transducer and Activator of

Transcription 5

Der SAFE Aktivierungsweg stellt eine Entdeckung neueren Datums dar, die 2009 von Lecour et al.
erstmals vorgeschlagen wurde (128, 129). Die Abklirzung SAFE steht flir Survival Activating Factor
Enhancement und umfasst den TNFa Rezeptor Subtyp 2, Signal Transducer and Activator of
Transcription (STAT) 3, STATS5 und ferner STAT1 (128, 130). Auch Interleukin (IL) 6 (131) und EPO

aktivieren diesen Signalweg Gber Januskinase (JAK) gekoppelte Rezeptoren (132).

STATS5 und STAT3 wurden beide in verschiedenen Modellen mit Kardioprotektion assoziiert. Sie
scheinen jedoch in Menschen und Nagetieren gegenteilige Funktionen auszutiben: STAT5, und
nicht STAT3-Aktivierung, ist mit Kardioprotektion beim Menschen assoziiert, wahrend STAT3
Aktivierung (133) und moglicherweise STATS Inhibierung mit der Kardioprotektion in Nagetieren

assoziiert ist (134).

In STAT3-defizienten Mausen zeigt IPC keinen Effekt (135). Das Perfusat von prakonditionierten
Spenderherzen flihrt zu STAT3-Aktivierung und InfarktgroRenreduktion bei Empfangerherzen
(136). Aktivierung von STAT3 und TNFa Rezeptor Subtyp 2 sind ebenfalls zwingende
Voraussetzungen flr den kardioprotektiven Effekt der IPoC (129, 137).

Dabei vermittelt der SAFE Aktivierungsweg nicht nur eine langfristige Hochregulation der
Transkription bestimmter kardioprotektiver Proteine (138), sondern auch eine akute
Verbesserung der mitochondrialen Atmungskette (139). Wichtigster Effekt der SAFE Signalkaskade
ist allerdings, und dort konvergieren die beiden Aktivierungswege SAFE und RISK, dass die mPTP
in ihrer Offnung inhibiert wird (123).

Das STATS Protein kann unterteilt werden in die Varianten STAT5a und STAT5b, welche zu 90 %
identisch aufgebaut sind. Alle Proteine der STAT-Familie werden durch Phosphorylierung mittels
der JAK aktiviert (140). STAT5 wird zusatzlich durch die PI3K aktiviert (141). Seine Rolle in der
Kardioprotektion ist weniger klar etabliert als es fuir STAT3 der Fall ist. Seine Notwendigkeit fur
Kardioprotektion konnte anhand von Knockout-Mausen, welchen das STAT5 Gen aus dem Erbgut
entfernt wurde, nachgewiesen werden (141). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass, im
Gegensatz zum Menschen, eine verringerte Phosphorylierung von STAT5 mit geringeren
InfarktgroRen assoziiert ist (134, 142). In Zellkulturen aus Kardiomyozyten der Ratte, konnte in
einer Studie zur Prdakonditionierung mittels Dehydroascorbinsaure ebenfalls eine inhibierte STAT5

Phosphorylierung und vermehrte STAT3 Phosphorylierung nachgewiesen werden (143).
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Abb. 4 Intrazellulére Signalwege der ischdgmischen Konditionierung.

Vereinfacht dargestellt sind der Survival Activating Factor Enhancement (SAFE) Signalweg in Griin sowie der
Reperfusion Injury Salvage Kinase (RISK) Signalweg in Rot. Wahrscheinliche, aber bisher noch nicht
ausreichend belegte, Zusammenhéange sind hellgrau eingezeichnet. Signal Transducer and Activator of
Transcription (STAT) 3 und 5 werden Uber die Januskinase (JAK) und STAT3 zusatzlich iber den
Tumornekrosefaktor Alpha (TNFa)-Rezeptor 2 (TNF-R 2) aktiviert. Die Wirkungen sind sowohl kurzfristiger
Natur wie eine Beeinflussung der mitochondrialen Atmungskette (mAK) und Inhibition der mitochondrialen
Permeabilitats-Transitions Pore (mPTP) als auch mittelfristig als Transkriptionsfaktor. Der RISK Signalweg
wird durch eine Vielzahl unterschiedlicher Liganden aktiviert. Dies geschieht in der Mehrzahl der Falle tber
G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) aber auch andere, wie unterschiedliche Wachstumsfaktor-
Rezeptoren (GFR). Es wird deutlich, dass der RISK Signalweg in einer Inhibition der GSK3% miindet. Ein
Protein, das in aktiviertem Zustand die Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP erhéht. Die MPTP wird auf
diese Weise inhibiert. Dargestellt ist zudem die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthetase (eNOS) welche
mittels der Herstellung von Stickstoffmonoxid (NO) die Adenosintriphosphat (ATP)-abhéngigen
Kaliumkanéle der inneren Mitochondrienmembran (mKATP) 6ffnet. Es kommt zur Freisetzung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) und konsekutiver positiver Riickkopplung des RISK Signalwegs. (Eigene Abbildung)

1.4. Zielsetzung dieser Arbeit

Im Fokus dieser Arbeit steht das Phanomen der ischamischen Fern-Prdkonditionierung. Im
Vergleich zur Konditionierung am selben Organ, muss bei dieser Form der Konditionierung
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zusatzlich zur intrazelluldren Signalbildung ein oder mehrere extrazelluldre Mediatoren
hinzukommen, welche das Signal vom fernen Organ an die Kardiomyozyten ibermitteln. Es ist
moglich, aber keineswegs bewiesen, dass die intrazelluldren Signalkaskaden im Effektororgan bei
lokaler Konditionierung und Fern-Konditionierung dieselben sind (105). Der GroRteil der
Erkenntnisse zur intrazelluldaren Signallbertragung stammt aus lokalen Konditionierungsmodellen
und ist in den Abschnitten 1.3.2 bis 1.3.4 dargestellt. Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der in
dieser Arbeit beschriebenen Experimente lagen nur wenige Veroffentlichungen vor, die sich mit
der Fragestellung beschaftigten, ob der, fur die lokale ischamische Konditionierung etablierte,
Signalweg RISK auch bei der ischdmischen Fern-Prdakonditionierung (RIPC) aktiv ist. Dies anhand

des Aktivierungszustandes von AKT zu untersuchen, stellte das erste Ziel dieser Studie dar.

Wahrend die Rolle von STAT3 im Rahmen des SAFE Signalwegs bei der ischamischen Fern-
Prakonditionierung im Tiermodell bereits etabliert werden konnte (144), so wurde, bis zum
Zeitpunkt dieser Studie, die Rolle von STAT5 noch nicht ausreichend beleuchtet. Wie bereits
beschrieben, konnten Yamaura et al. zeigen, dass das Fehlen von STAT5 den Effekt der IPC
aufhebt, was nahelegt, dass die Rolle von STATS5 wichtiger ist, als bisher angenommen (141). Es ist

ebenfalls Ziel dieser Arbeit, einen Beitrag dazu zu leisten, diese Liicke zu schlieBen.
Die Fragestellung lautet zusammengefasst also wie folgt:

- Kommt es bei RIPC zu einer Aktivierung von Akt?
- Welchen Einfluss hat RIPC auf den Aktivierungszustand von STAT5? Kommt es unter RIPC

zu einer Translokation von STATS in den Zellkern?

Wie in der Einleitung beschrieben, ist die RIPC ein effektiver und effizienter Mechanismus, um den
Schaden, den sowohl Ischdamie wie auch Reperfusion am Myokard anrichten, zu limitieren. Bisher
konnten die Erfolge aus der experimentellen Forschung in groRen klinischen Studien oft nur
teilweise oder gar nicht reproduziert werden. Die Erforschung der molekularen Grundlagen dieses
Phanomens hat daher hohe Prioritat, um diese Diskrepanzen zu erkldren und eine

Nutzbarmachung der RIPC fiir unsere Patienten zu ermoglichen.
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2  Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien
Ammoniumpersulfat (APS)
Bovine Serum Albumin
Bromphenolblau Natriumsalz
Complete

Coomassie Blue
Dithiothreitol (DTT)

Dried skimmed milk

ECL Reagenz

Eisessig

Ethanol (unvergallt)

Ethylenbis(oxyethylennitrilo)-tetraessigsaure (EGTA)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Folins Reagenz

Glycerol

Glycin
Kalium-Natrium-Tatrat-Tetrahydrat
Kupfersulfat (CuSQ,)
Mercaptoethanol

Methanol

Destilliertes Wasser

Sigma-Aldrich, Steinheim
PAA Laboratories, Pasching
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Santa Cruz, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

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

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Fluka, Steinheim

Merck, Darmstadt

Laboreigene Herstellung
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Natriumcarbonat (NaCOs)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumfluorid (NaF)

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumorhtovanadat (Nas3VO,)

Nonidet P40 substitute

Polyacrylamid (PAA) 30% / Rotiphorese
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) Base

Tween

2.1.2. Losungen

Fraktionierung Gewebe

Stammldsung

Lysepuffer

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Fluka, Steinheim

Roth, Karlsruhe
Merck-Schuchardt, Hohenbrunn
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

5 mM Sigma 7-9 pH 8
50 mM NaF

2 mM NasVOq

2 mM EGTA

100 ml Aqua dest.

10 ml Stammldsung
400 ul Complete

5mM DTT
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Elektrophorese und Western blot

1,5 M TRIS-base 54,51g TRIS Base
ad 300 ml Aqua dest.
HCI

pH 8,8

1,25 M Tris base 15,14 g TRIS Base
ad 100 ml Aqua dest.
HCI

pH 6,8

Natriumdodecylsulfat (SDS) 10 % 5 g SDS

ad 50 ml Aqua dest.

Ammoniumpersulfat (APS) 10 % 1gAPS

ad 10 ml Aqua dest.

SDS Stopp Puffer 7 ml Aqua dest.
1 ml 1,25 M TRIS-Base, pH 6,8
2 ml Glycerol
1gSDS

30 mg Bromphenolblau (0,5%)

Running Buffer (10 x) 30 g TRIS Base
144 g Glycin
10 g SDS

11 Aqua dest.



Transfer Buffer

Coomassie Staining

Blotto 5 %

Blotto 1 %

Tris-gepufferte Kochsalzlosung mit Tween (TBS-T)

Lowry - Proteinbestimmung

Reagenz A

Reagenz B

1,453 g TRIS Base
7,206 g Glycin

1000 ml Aqua dest.

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

112,5 ml Aqua dest.

50 g Dried skimmed milk

1000 ml TBS-T

Blotto 5% 1 : 5 mit TBS-T verdiinnt

6 g TRIS Base
22,2 g NaCl

2 ml Tween

HCl

ad 2 | Aqua dest.

pH 8

10 g Na,CO0s

500 ml 0,1 M NaOH

2 g KNa - Tatrat

ad 100 ml Aqua dest.

20



Reagenz C

Lésung 1

Lésung 2

2.1.3. Verbrauchsmaterialien

96 Well F Microtestplatten

Falcon -TM- Zentrifugenréhrchen
Fiberpads

Filterpapiere

Mikroreaktionsgefalle

Pipettenspitzen
Ultrazentrifugen-Probeaufnahmerdhrchen

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran

2.1.4. Antikorper

Primare Antikorper

Antikorper: Verdiinnung Spezies

Akt 1:1000 Kaninchen

1 g Cu-Sulfat (CUSO4 x 5 H,0)

ad 100 ml mit Aqua dest.

20 ml Ragenz A
200 ul Reagenz B

200 pl Reagenz C

5 ml Folins Reagenz

ad 5 ml Aqua dest.

Sarstedt, Nimbrecht

Corning, Corning (USA)

Bio-Rad, Miinchen

Whatman, Dassel

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Beckman Instruments, Pao Alto (USA)

Merck-Millipore, Darmstadt

Hersteller

Cell Signaling, Frankfurt am Main
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GAPDH 1:5000 Maus

Phospho-Akt
(Ser?”®) 1:1000 Kaninchen

Phospho-STAT 5
(Thy®4) 1:1000 Kaninchen

STAT5 1:1000 Kaninchen

Sekundéare Antikorper, an Peroxidase gekoppelt

Antikorper: Verdiinnung Spezies
Anti-Mouse 1:10.000 Ziege
Anti-Rabbit 1:10.000 Esel

2.1.5. Proteinstandard

Abcam, Cambridge (UK)

Cell Signaling, Frankfurt am Main

Cell Signaling, Frankfurt am Main

Cell Signaling, Frankfurt am Main

Hersteller
Jackson Immuno Research, West Grove (USA)

Jackson Immuno Research, West Grove (USA)

Roti®-Mark Prestained Protein Molecular Weight Marker ~ Roth, Karlsruhe

2.1.6. Gerate

Elektrophoresekammer

Transferkammer

Multi-Detektions-Reader fur Mirkoplatten (Synergy)
Spannungsquelle

Kamerasystem

Pipetten

Zentrifuge

Magnet-Rihrplatte

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

BioTek, Bad Friedrichshall
Consort, Turnhout (Belgien)
Decon Science, Hohengandern
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

H+P Labortechnik, OberschleiRheim
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Vortex

Potter

Schuttler
Heizblock
Analysewaage
Tischzentrifuge
pH-Meter
Homogenisierer

Ultrazentrifuge

2.1.7. Computerprogramme
Excel v16.0
Gel-Pro ® Analyzer v6.3

GelScan v6.0

Gen5vl1.11™

Prism v8.4.3

2.1.8. Versuchstiere

Heidolph Instruments, Schwabach
IKA, Staufen

IKA, Staufen

neolab, Heidelberg

Sartorius, Gottingen

VWR, Darmstadt

WTW, Weiheim

H+P Labortechnik, OberschleiRheim

Beckman-Coulter, Krefeld

Microsoft, Redmond (USA)
Media Cybernetics, Rockville (USA)

Bioscitec, Frankfurt am Main

BioTek, Bad Friedrihshall

GraphPad Software, La Jolla (USA)

Alle Tierversuche wurden vom Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz des Landes

Nordrhein-Westfahlen genehmigt. (AZ 8.87-50.10.37.09.148)

Es wurden ausschlielich mannliche Ratten der Gattung rattus rattus norvegicus des Stammes

Wistar aus hauseigener Zucht der Zentralen Einrichtung fir Tierforschung und wissenschaftliche

Tierschutzaufgaben (ZETT) des Universitatsklinikums Disseldorf genutzt.
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2.2. Methoden

Im Rahmen der Gesamtstudie sind, den hier vorgestellten proteinbiochemischen Experimenten,
einige Untersuchungsschritte vorausgegangen, die von anderen Mitgliedern der Arbeitsgruppe

durchgefiihrt und bereits an anderer Stelle veréffentlicht wurden (1, 145).

Diese vorangegangenen Untersuchungsschritte sind in den Abschnitten 2.2.1., 2.2.2. und 2.2.3.
beschrieben. Die vom Autor selbst durchgefiihrten proteinbiochemischen Analysen sind in den

Abschnitten 2.2.4. bis 2.2.9. dargestellt.

Wahrend die im ersten Teil verwendeten Gewebeproben fiir die hier vorliegende Studie
angefertigt wurden, wurde fiir den zweiten Teil der Studie Herzgewebe verwendet, welches aus
einer Vorgangerstudie von Brandenburger et al. (145) stammt, in der eine signifikante
Verringerung der InfarktgrofRe nach RIPC im Vergleich zu den Kontrollherzen gezeigt werden

konnte.

2.2.1. Vorbehandlung der Versuchstiere

Alle Tierexperimente wurden im Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz sowie dem
aktuellen Leitfaden der National Institutes of Health (NIH) zur Haltung und Nutzung von
Labortieren durchgefihrt (146).

Die Versuchstiere wurden durch intraperitoneale Injektion von Pentobarbital in einer Dosierung
von 60 mg/kg Korpergewicht anasthesiert. Eine ausreichende Anédsthesietiefe wurde durch
Abwesenheit von Reaktion auf schmerzhafte Stimuli kontrolliert. AnschlieBend wurden die Tiere
tracheal intubiert und die linke Arteria Carotis zur aortalen Druckmessung kandiliert. Die rechte
Vena Jugularis wurde zur Infusion der Medikamente ebenfalls kaniliert. Beatmet wurde mittels
eines Gasgemisches aus 30% Sauerstoff und 70% Stickstoff. Die Beatmung wurde mittels
regelmaRiger Blutgasanalysen Gberwacht. Zur Aufrechterhaltung der Anasthesie diente eine
kontinuierliche Infusion von Pentobarbital mit einer Rate von 40 mg/kg/h. Es wurde eine
linksseitige Thorakotomie durchgefiihrt und eine Fadenschlinge um den Ramus Interventricularis
Anterior (RIVA) der linken Koronararterie angelegt. Zum Erhalt der Normothermie wurden die
Tiere auf einer Heizplatte gelagert und die Kérpertemperatur kontinuierlich kontrolliert. Es folgte

flr alle Tiere eine 10-minutige Stabilisierungsphase vor Beginn des jeweiligen Protokolls (1).
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2.2.2. Versuchsprotokolle und Versuchsgruppen

Es wurden zwei Versuchsprotokolle durchgefiihrt. Das erste Versuchsprotokoll diente dazu, die
relative Phosphorylierung von AKT und STATS5 unmittelbar nach RIPC zu untersuchen. Dazu
wurden die fir die Analyse bendtigten Herzen 10 min nach Sham- oder RIPC-Behandlung exzidiert
(TP 1). Die Versuchstiere wurden zufallig einer von zwei experimentellen Gruppen zugeteilt
(n=6/Gruppe; Abb. 5). RIPC TP1: Die Tiere erhielten eine RIPC-Behandlung mit 4 Zyklen 5-
mindtiger Ischdmie der Hinterbeine gefolgt von jeweils 5 Minuten Reperfusion. Sham TP1: Hier
erhielten die Tiere eine synchronisierte Placebo-Intervention (Sham). Die RIPC-Behandlung wurde
bilateral durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden aufblasbare Manschetten an beiden
Hinterldaufen angebracht und zur Induktion der Ischdmie fiir jeweils 5 Minuten auf 200 mmHg
aufgeblasen und zur Einleitung der Reperfusion fiir wiederum jeweils 5 Minuten entliftet. Fiir die
Sham-Behandlung wurden die Manschetten an den Hinterbeinen angelegt, aber nicht
aufgeblasen. 10 min nach Abschluss der jeweiligen Intervention wurden die Herzen exzidiert, in

flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert (1).

Das zweite Versuchsprotokoll diente dazu, die relative Phosphorylierung von Akt und STATS5 zu
einem spateren Zeitpunkt nach RIPC und den Einfluss einer zwischenzeitlich erfolgten
langanhaltenden Myokardischamie zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden die Versuchstiere
randomisiert und vier verschiedenen Versuchsgruppen zugeordnet (n=6/Gruppe; Abb. 5). Die
Interventionen wurden wie unter 2.1.1. beschrieben durchgefiihrt und die Herzen 165 Minuten
nach der RIPC oder Sham-Intervention entnommen. Die Gruppen erhielten folgende
Interventionen: Sham TP2: Diese Gruppe erhielt eine Sham-Intervention, anschlieBend wurde die
chirurgische Praparation wie beschrieben durchgefiihrt, die Fadenschlinge aber nicht zugezogen
und keine Ischamie induziert. RIPC TP2: Es wurde eine RIPC Intervention wie oben beschrieben
durchgefiihrt, nach chirurgischer Praparation wurde auch hier die Fadenschlinge nicht zugezogen
und keine Myokardischdmie induziert. I/R: Die Versuchstiere erhielten eine Sham-Intervention.
Nach einer zehnmindtigen Stabilisierungsphase wurde die, um den RIVA gelegte, Fadenschlinge
zugezogen und eine 35 Minuten andauernde Myokardischdamie induziert. AnschlieBend wurde der
Blutfluss wieder frei gegeben und die Herzen einer 120-mintigen Reperfusionsphase ausgesetzt.
RIPC + I/R: In dieser Versuchsgruppe erhielten die Tiere ein RIPC Protokoll und anschlieRend eine

35-miniitige Myokardischamie gefolgt von einer 120-minitigen Reperfusion (1).

In den Gruppen I/R und RIPC + I/R wurde der RIVA nach Abschluss der 120-minttigen Reperfusion
erneut verschlossen und es wurden 5 ml Evans-Blau-Losung intraveno®s injiziert. Dadurch wurde
das Myokardgewebe, mit Ausnahme des Gefal3territoriums des RIVA, blau eingefarbt. Die AAR

konnte dadurch makroskopisch identifiziert und exzidiert werden. Fiir die Analysen wurde in
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diesen Gruppen nur das Gewebe der AAR benutzt. In den Gruppen die keine I/R erhielten wurde
das gesamte Myokardgewebe verwendet. Die Gewebe wurden in flissigem Stickstoff eingefroren

und bei -80°C gelagert (1).

Versuchsprotokoll 1 Herzentnahme (TP1)
5555104
RIPC TP1 [ HORE |
Versuchsprotokoll 2 Herzentnahme (TP2)
35 120 min ‘
ShamTP2 | |
RIPC TP2 [ EHEE |
I/R I e Reperfusion |
riec+ /R | ROEE BEGERE Reperfusion |

Abb 5: Versuchsprotokolle in vivo

Es wurden 2 Versuchsprotokolle durchgefiihrt. Das erste Versuchsprotokoll umfasst zwei Gruppen
(n=6/Gruppe): Die Herzen wurden 10 Minuten nach Ende der jeweiligen Intervention entnommen (TP1).
Tiere der ersten Versuchsgruppe (RIPC TP1) erhielten mittels einer aufblasbaren Manschette am Hinterlauf
eine RIPC Behandlung (4x5 Minuten Ischamie gefolgt von 5 Minuten Reperfusion). Die zweite
Versuchsgruppe (Sham TP1) erhielt eine zeitlich analoge Placebo-Behandlung (Sham). Das zweite
Versuchsprotokoll umfasst vier Versuchsgruppen (n=6/Gruppe). Die Herzen wurden 165 Minuten nach RIPC
bzw. Sham entnommen. Zwei Gruppen erhielten, analog zum ersten Protokoll, eine RIPC-, zwei weitere eine
entsprechende Sham Intervention. AnschlieRend wurden die Tiere thorakotomiert und, mittels einer um
den Ramus Interventricularis Anterior gelegten Fadenschlinge, eine Myokardischamie von 35 Minuten
induziert (I/R und RIPC + I/R) oder eine analoge Placebo-Intervention durchgefiihrt (Sham TP2 und RIPC
TP2). RIPC = Ischamische Fernprakonditionierung, I/R = Ischamie/Reperfusion.

2.2.3. Proteinextraktion und Fraktionierung

Vom gefrorenen Herzgewebe wurden etwa 50 mg Gewebe abgetrennt und im Verhaltnis 1:10 mit
Lysepuffer ibergossen. Die Gewebe- und Zellstrukturen wurden anschliefend mithilfe eines

mechanischen Homogenisators aufgetrennt.

Im Anschluss wurde eine Auftrennung der homogenisierten Gewebeproben in die
Zellkompartimente Kern, Mitochondrien, Zytosol und Membran-l6sliche Proteine durchgefiihrt.
Dies wurde durch eine Reihe aufeinanderfolgender Zentrifugationsschritte mit wiederholter

Abschépfung des Uberstands und Resuspension der erhaltenden Pellets in Lyse-Puffer erreicht.

Nach einem ersten Zentrifugationsschritt von 10 Minuten bei 600 g wurde aus dem erhaltenen

Pellet, durch Resuspension in Lysepuffer, die Kernfraktion gewonnen. Der erhaltene Uberstand
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wurde einem zweiten Zentrifugationsschritt von 15 Minuten Dauer bei 15.000 g zugefiihrt. Im
Anschluss daran wurde aus dem erhaltenen Pellet, durch Resuspension in Lysepuffer, die
mitochondriale Fraktion gewonnen. AnschlieRend wurde der Uberstand in, zur Ultrazentrifugation
geeignete, Rohrchen umgefillt und durch Zugabe von Lyse-Puffer austariert. Es folgte eine
Zentrifugation von einer Stunde bei 100.000 g. Der Uberstand wurde abgeschépft, um die
zytosolische Fraktion zu erhalten. Die erhaltenen Pellets wurden mit jeweils 100 ul Lyse-Puffer
unter Zusatz von 1 % Triton resuspendiert und, nach einer 60-minttigen Inkubation auf Eis, erneut
15 Minuten lang bei 10.000 g zentrifugiert. Um die Fraktion der Membran-l6slichen Proteine zu
erhalten, wurde der Uberstand in ein neues MikroreaktionsgefiR tibertragen, die Pellets wurden

verworfen. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei einer Temperatur von 4°C durchgefihrt (1).

Zur weiteren Analyse wurden ausschlieRlich die Zytosol- und Kernfraktion verwendet.

2.2.4. Proteinbestimmung

Um fir jede Probe die gleiche Menge Protein bei der Gelelektrophorese auftragen zu konnen,
wurden die Proteinkonzentrationen photometrisch, nach der durch Lowry et al., etablierten
Methode, bestimmt (147). Hierbei macht man sich die Biuret-Reaktion zu Nutze, bei der die
Proteine in alkalischer Losung mit zweifach positiv geladenen Kupferionen Komplexe ausbilden.
Hierzu wurden 5 pl der Probenlésung mit 495 ul Aqua dest. verdinnt, 100 pl dieser verdinnten
Losung mit 500 pl der Losung 1 (siehe 2.1.2) versetzt und 10 Minuten inkubiert. Durch
anschliefende Zugabe von 50 pl der Losung 2 werden die zweifach positiv geladenen Kupferionen
zu einfach positiv geladenen Kupferionen reduziert und bilden mit dem in Lésung 2 enthaltenen
Folins-Reagenz eine violette Farbung, deren Extinktion photometrisch gemessen werden kann.
Die Extinktion der zu untersuchenden Proteinlésung wurde mit der Extinktion von

Standardlosungen mit bekannter Proteinkonzentration verglichen.

Die Extinktion wurde maschinell, mittels eines Multi-Detektions-Readers fiir Mikroplatten der
Firma BioTek (Winooski, Vermont, USA), gemessen. Als Standard diente eine Messreihe von
Rinderserumalbumin (BSA)-Losungen in aufsteigender Konzentration von 0,025; 0,125; 0,25; 0,5;
0,75; 1,0; 1,5 und 2,0 mg/ml. Im Anschluss wurde die Proteinkonzentration der Proben durch

Verdinnung mit Lysepuffer untereinander angeglichen (1).

2.2.5. Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine wurde das Verfahren der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli angewendet (148). Es wurden diskontinuierliche
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Gele, bestehend aus einem Trenngel mit einem Polyacrylamidgehalt von 7,5% sowie einem
Sammelgel mit einem Polyacrylamidgehalt von 5%, mit 10 oder 15 Probensammeltaschen
verwendet. Im Vorfeld der Elektrophorese wurden die Proben im Verhéltnis 1:2 mit Loading-
Puffer, bestehend aus Mercaptoethanol und SDS Stopp-Puffer im Verhaltnis 1:10, vermischt. Es
folgte eine Erwdarmung auf 95°C flir 5 Minuten im Heizblock. AnschlieBend wurden die Gele in die
mit Running-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer eingebracht und die zu analysierenden

Proben, mit Proteinmengen von 30 pg oder 50 pg, mithilfe einer Pipette eingefullt.

Die Elektrophorese wurde im Anschluss mit einer Spannung von 100 V und einer Stromstarke von

400 mA fir eine Dauer von etwa 85 Minuten durchgefiihrt (1).

2.2.6. Western-Blot

Die Proteine wurden im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung mithilfe des durch
Towbin et al. etablierten Western-Blotting Verfahrens auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-

Membran Gbertragen (149). Die Membranen wurden vor dem Transfer in Methanol aktiviert.

Die Gele und Membranen wurden in eine Transferkammer eingelegt. Die Membran wurde dabei
blasenfrei auf das Gel aufgelegt und Gel und Membran beidseits von jeweils drei Lagen
Filterpapier und abschlieRend jeweils einem Fiberpad umschlossen. Dies wurde in einer
Plastikkassette fixiert und so in eine Wanne mit 4°C kalten Transfer-Puffer eingehdngt, dass die
Membran kathodenseitig des Gels zu liegen kam. Der Puffer wurde wahrend des gesamten
Transfervorgangs mithilfe eines Kiihlelements gekihlt. Der Transfer wurde mit einer Stromstéarke

von 280 mA (ber 60 Minuten durchgefihrt.

Die Gele wurden anschlieRend mit Coomassie Staining-Losung gefarbt und die schwachen
Proteinbanden durch Waschen mit Leitungswasser sichtbar gemacht. Dies diente der optischen

Kontrolle der regelrechten Wanderung der Proteine. Im Anschluss wurden die Gele verworfen.

Die PVDF-Membranen wurden im Anschluss in 5%iger Blotto Losung eingelegt, um ungesattigte
Proteinbindungsstellen mit fir den Antikdrper nicht erkennbaren Proteinen zu sattigen, sodass

eine nachtragliche Kontamination der Membran vermieden wurde.

Um die nachzuweisenden Proteine zu markieren, wurden die in Kapitel 2.1.4 aufgefiihrten
primdren Antikorper in der dort angegebenen Verdiinnung in 1% Blotto benutzt. Hierzu wurde die
Membran, im Anschluss an einen 45-minitigen Waschvorgang mit zweimaligem Austausch der
Waschflussigkeit, fir mindestens 10 Stunden bzw. iber Nacht mit der Antikorper-Losung bei 4°C
inkubiert. Zum Waschen der Membranen wurde Tris-gepufferte Kochsalzlésung mit Tween 2%

(TBS-T) verwendet.
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Die Membranen wurden im Anschluss an einen erneuten, wie oben beschriebenen,
Waschvorgang, mit dem sekundaren Peroxidase-konjugierten Antikdrper in der, im Kapitel 2.1.4

aufgefiihrten Verdiinnung in 1% Blotto, fir 2h bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieBend wurden die Membranen erneut, wie oben beschrieben, gewaschen (1).

2.2.7. Chemolumineszenz-Detektion

Jede gewaschene Membran wurde vor dem Detektionsvorgang eine Minute lang mit Enhanced
Chemiluminescence (ECL)-Reagenz bedeckt, dann in eine lichtundurchldssige Kammer eingebracht
und mithilfe eines hochsensiblen Digital-Kamerasystems abgelichtet. Die Belichtungszeiten
betrugen hierbei zwischen 30 Sekunden und 30 Minuten. Die sehr unterschiedlichen
Belichtungszeiten ergeben sich aus den sehr unterschiedlichen Signalstarken der Proben fiir die
verschiedenen priméaren Antikorper und wurden so gewahlt, dass sich das beste Verhéltnis von

Signalstarke zu Artefaktbildung ergab (1).

2.2.8. Auswertung der Daten und Statistik

Die erstellten Bilder wurden im 8 Bit Format gespeichert und invertiert, dann mit dem Programm
GelScan® von Bioscitech® densiometrisch ausgewertet. Die entsprechenden Daten wurden in
Microsoft®-Excel eingefligt. In Excel wurden die Werte der zu bestimmenden Banden mit den
Werten der korrespondierenden Banden des Houskeeping-Proteins Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) derselben Membran korrigiert. Auf diese Weise konnten Unterschiede in

der aufgetragenen Proteinmenge zwischen den Proben ausgeglichen werden.

Um den Phosphorylierungsgrad der Proteine zu ermitteln, wurde die Menge der phosphorylierten
Form mit der Gesamtmenge des Proteins korrigiert. AnschlieRend wurden die Werte auf den

Mittelwert der Kontrollgruppe normiert, sodass die Kontrollgruppe stets den Mittelwert 1 erhielt.

Um die Gesamtmenge eines Proteins zu analysieren, wurden die mit GAPDH korrigierten Werte

der Gesamtmenge des Proteins ebenfalls auf den Mittelwert der Kontrollgruppe normiert.

AnschlieBend wurden die so erhaltenen Werte zur vergleichenden statistischen Analyse und

graphischen Darstellung in das Programm GraphPad® Prism eingefiigt.

Fir die Datensdtze wurden Mittelwerte und Standardabweichungen ermittelt. Die Signifikanz der

Ergebnisse wurde mithilfe des ungepaarten, zweiseitigen t-Tests mit Welch’s-Korrektur geprift (1).
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3  Ergebnisse

3.1. Relative Phosphorylierung von Akt

In der vorliegenden Studie wurde die Phosphorylierung von Akt an Ser473, 10 bzw. 165 Minuten

nach Abschluss des RIPC Protokolls sowohl mit als auch ohne zwischenzeitliche 1/R bestimmt.

Zum Zeitpunkt TP1 konnte keine signifikante Differenz in der relativen Phosphorylierung von Akt
in der Interventionsgruppe RIPC TP1 gegeniiber der Kontrollgruppe Sham TP1 festgestellt werden
(0,93 10,73 gegeniiber 0,71 £0,57; P=0,57). (1) In der Abbildung 6 A sind die Ergebnisse graphisch

aufgetragen.

Zum Zeitpunkt TP2 konnte ebenfalls kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die
relative Phosphorylierung unterschied sich weder zwischen der Interventionsgruppe RIPC TP2 und
ihrer Kontrollgruppe Sham TP2 signifikant (0,15 +0,12 gegenliber 0,13 +0,05; P=0,77) (1), noch
zwischen der Interventionsgruppe RIPC + I/R und ihrer Kontrollgruppe I/R (1,36 +1,07 gegeniber
1,12 +1,30; P=0,300) (1). Die Ergebnisse des Zeitpunkts TP2 sind in den Abbildungen 6 Bund 6 C

graphisch dargestellt.
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Abb. 6 Relative Expression der phosphorylierten Form von Akt (pAKT) Hier graphisch aufgetragen sind die Ergebnisse
der Untersuchungen zur relativen Expression der phosphorylierten Form von Akt (pAKT) im Zytosol im
Verhaltnis zur Expression von Akt insgesamt. Unter den Graphiken sind die zugehérigen Western Blot-
Banden exemplarisch abgebildet. Links der Banden ist die ProteingréRe in Kilodalton (kDa) angegeben,
rechts der Banden ist angegeben, welches Protein mittels Antikérper sichtbar gemacht wurde.
Teilabbildung A zeigt die relative Expression von pAKT der Versuchsgruppen Sham und RIPC zum Zeitpunkt
TP1 im Vergleich. Mittelwert: (MW) 0,93 und Standardabweichung: (SD) £0,73 fiir RIPC gegenliber MW:
0,71 und SD: 0,57 fir Sham; P=0,57 (1). Teilabbildung B zeigt die relative Expression von pAKT der
Versuchsgruppen Sham und RIPC zum Zeitpunkt TP2 im Vergleich. MW: 0,15; SD: 0,12 fur RIPC gegeniber
MW: 0,13; SD: +0,05 fiir Sham; P=0,77 (1). Teilabbildung C zeigt die relative Expression von pAKT der
Versuchsgruppen I/R und RIPC + I/R zum Zeitpunkt TP2 im Vergleich. MW: 1,36; SD: +1,07 fur RIPC I/R
gegentiber MW: 1,12; SD: #1,30 fur I/R; P=0,300 (1). RIPC: Versuchsgruppe, an welcher ein Protokoll fur
ischdmische Fern-Prakonditionierung durchgefihrt wurde; Sham: Kontrollgruppe, die stattdessen eine
Placebo-Intervention erhielt; I/R: Kontrollgruppe welche einer Ischamie/Reperfusion ausgesetzt wurde nach
Vorbehandlung mit einer Sham-Prozedur, RIPC + I/R Versuchsgruppe welche einer Ischdmie/Reperfusion
ausgesetzt wurde nach vorheriger Behandlung mit einem RIPC Protokoll; TP1: Erster Zeitpunkt der
Gewebeentnahme 10 Minuten nach RIPC oder Sham-Prozedur; TP2: Zweiter Zeitpunkt der
Gewebeentnahme 165 Minuten nach RIPC oder Sham-Prozedur. GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase
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3.2. Relative Phosphorylierung von STAT5

Neben Akt wurde fir dieselben Versuchsgruppen auch die relative Phosphorylierung des

Transkriptionsfaktors STAT5 (Phosphorylierungsstelle Thy694) untersucht.

Zum Zeitpunkt TP1 konnte kein signifikanter Unterschied in der relativen Phosphorylierung
zwischen den Versuchsgruppen RIPC TP1 und Sham TP1 gezeigt werden (0.27 +0.08 gegeniiber
0,25 +0,07; P=0,70) (1). Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 A graphisch dargestellt.

Auch zum Zeitpunkt TP2 konnte keine Aktivierung von STATS5 in den Interventionsgruppen
gegenlber der jeweiligen Kontrollgruppe gezeigt werden. So unterschied sich die
Phosphorylierung zwischen den Versuchsgruppen RIPC TP2 und Sham TP2 (0.03 +0.01 gegenulber
0,036 +0,014; P=0.17) (1) wie auch zwischen den Versuchsgruppen RIPC + I/R und I/R (0,26 +0,12
gegeniber 0,34 +0,10; P=0,22) (1) nicht signifikant. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 7 B
und 7 C dargestellt.
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Abb. 7 Relative Expression der phosphorylierten Form von STATS (pSTATS) Hier graphisch aufgetragen sind die
Ergebnisse der Untersuchungen zur relativen Expression der phosphorylierten Form von STAT5 (pSTAT5) im
Zytosol im Verhaltnis zur Expression von STAT5 insgesamt. Unter den Graphiken sind die zugehorigen
Western Blot-Banden exemplarisch abgebildet. Links der Banden ist die ProteingrofRe in Kilodalton (kDa)
angegeben, rechts der Banden ist angegeben, welches Protein mittels Antikorper sichtbar gemacht wurde.
Teilabbildung A zeigt die relative Expression von pSTAT5 der Versuchsgruppen Sham und RIPC zum
Zeitpunkt TP1 im Vergleich. Mittelwert: (MW) 0.25 und Standardabweichung: (SD) £0.07 fiir RIPC
gegenliber MW: 0,27 und SD: +0,08 fuir Sham; P=0,70 (1). Teilabbildung B zeigt die relative Expression von
pSTATS der Versuchsgruppen Sham und RIPC zum Zeitpunkt TP2 im Vergleich. MW: 0.03; SD +0.01 fur RIPC
gegenliber MW: 0,036; SD: +0,014 fir Sham; P=0.17 (1). Teilabbildung C zeigt die relative Expression von
pAKT der Versuchsgruppen I/R und RIPC + I/R zum Zeitpunkt TP2 im Vergleich. MW: 0,34; SD: £0,10 fur RIPC
I/R gegenuber MW: 0,26; SD: 0,12 fir I/R; P=0,22 (1). RIPC: Versuchsgruppe, an welcher ein Protokoll fir
ischamische Fern-Prakonditionierung durchgefiihrt wurde; Sham: Kontrollgruppe, die stattdessen eine
Placebo-Intervention erhielt; I/R: Kontrollgruppe welche einer Ischamie/Reperfusion ausgesetzt wurde nach
Vorbehandlung mit einer Sham-Prozedur, RIPC + I/R: Versuchsgruppe welche einer Ischamie/Reperfusion
ausgesetzt wurde nach vorheriger Behandlung mit einem RIPC Protokoll; TP1: Erster Zeitpunkt der
Gewebeentnahme 10 Minuten nach RIPC oder Sham-Prozedur; TP2: Zweiter Zeitpunkt der
Gewebeentnahme 165 Minuten nach RIPC oder Sham-Prozedur. GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase
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3.3. Relative Expression von STAT5

Um, wie einleitend dargestellt, der Eigenschaft STATS als Transkriptionsfaktor gerecht zu werden,
wurde neben der relativen Phosphorylierung ebenfalls die Translokation von STAT5 aus dem
Zytosol in den Nukcleus untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Zellkompartimente, wie im
zweiten Kapitel beschrieben, aufgetrennt und die relative Expression von STATS5 separat

untersucht.

Zum Zeitpunkt TP1 konnte im Zytosol keine signifikante Reduktion der relativen Expression von
STATS zwischen Interventionsgruppe RIPC TP1 und Kontrollgruppe Sham TP1 gezeigt werden
(0,79 £0,33 gegenliber 1,29 +0,54; P=0,09). Es konnte darliber hinaus auch keine signifikante
Erhéhung des Expressionslevels in der entsprechenden Kernfraktion gefunden werden (1,0£0,34
gegeniber 0,72 +0,28; P=0,15). Die Ergebnisse sind in Abbildung 8 A und 8 B dargestellt. Zum
Zeitpunkt TP2 konnte ebenfalls keine signifikante Reduktion der relativen Konzentration von
STATS5 zwischen den Gruppen RIPC TP2 und Sham TP2 (0.51 +0.12 gegeniber 0.60 +0.20; P=0.38)
sowie zwischen den Gruppen RIPC + I/R und I/R (0,53 +0,40 gegeniber 0,73 +0,21; P=0,31)

nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in Abbildung 8 C und 8 D graphisch dargestellt.

34



1.5
c
S 8
o 1.5 ‘B
g = 3 1.0
£&3 ebe |
S £ o] < §
w o 5 = >
>N n o
= £ 0.5
% 0.5+ m©
4 4
0.0- 0.0
Sham TP1 RIPC TP1 Sham TP1 RIPC TP1
90kDa — STATS 90kDa — .
B A — N - GAPOH = STATS 36kDa — - e s e GAPDH zu STATS
Sham RIPC
Sham RIPC
c 1.0 D 1.0
§ &
= 0.8 5 0.8
] ]
10 55 0.6+ n 5T 0.6+
E2a = 2a ™
gw S
» o 0.4 " @ 0.4
E 0.2 E 0.2
[7] .2 7] .2
X '
0.0- 0.0~
Sham TP2 RIPC TP2 IIR TP2 RIPC+I/R TP2
90kDa — ; STATS OKDE —m - —— i— - STATS
36kDa — . GAPDH E T 1 T R —— _-......_-1 — —— —  GAPDH
Sham ' RIPC IR i RIPCH/R

Abb. 8 Relative Expression von STATS im Zytosol und Kern der Kardiomyozyten Hier graphisch aufgetragen sind die
Ergebnisse der Untersuchungen zur relativen Expression von STATS in Kern und Zytosol. Unter den
Graphiken sind die zugehorigen Western Blot-Banden exemplarisch abgebildet. Links der Banden ist die
ProteingroRe in Kilodalton (kDa) angegeben, rechts der Banden ist angegeben, welches Protein mittels
Antikorper sichtbar gemacht wurde. Teilabbildung A vergleicht die relative Expression von STAT5S der
Versuchsgruppen Sham und RIPC zum Zeitpunkt TP1 im Zytosol. Mittelwert: (MW) 0,79 und
Standardabweichung: (SD) +0,33 fiir RIPC gegeniiber MW: 1,29 und SD: 0,54 fiir Sham; P=0,09.
Teilabbildung B vergleicht die relative Expression von STAT5 der Versuchsgruppen Sham und RIPC zum
Zeitpunkt TP1 im Kern: MW: 0,72; SD +0,28 fiir RIPC gegeniiber MW: 1,0; SD +0,34 fiir Sham; P=0,15.
Teilabbildung C zeigt die relative Expression von pSTATS5 der Versuchsgruppen Sham und RIPC zum
Zeitpunkt TP2 im Vergleich. MW: 0.51; SD: +0.12 fiir RIPC gegenliber MW: 0.60; SD: +0.20 fur Sham; P=0.38.
Teilabbildung D zeigt die relative Expression von pAKT der Versuchsgruppen I/R und RIPC + I/R zum
Zeitpunkt TP2 im Vergleich. MW: 0,53; SD: +0,40 fiir RIPC + |/R gegentiber MW: 0,73; SD: 20,21 fur I/R;
P=0,31. RIPC: Versuchsgruppe, an welcher ein Protokoll fiir ischamische Fern-Prakonditionierung
durchgefihrt wurde; Sham: Kontrollgruppe, die stattdessen eine Placebo-Intervention erhielt; I/R:
Kontrollgruppe welche einer Ischamie/Reperfusion ausgesetzt wurde nach Vorbehandlung mit einer Sham-
Prozedur, RIPC + I/R Versuchsgruppe welche einer Ischamie/Reperfusion ausgesetzt wurde nach vorheriger
Behandlung mit einem RIPC Protokoll; TP1: Erster Zeitpunkt der Gewebeentnahme 10 Minuten nach RIPC
oder Sham-Prozedur; TP2: Zweiter Zeitpunkt der Gewebeentnahme 165 Minuten nach RIPC oder Sham-
Prozedur. GAPDH: Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
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4 Diskussion

In dieser Studie wurde die Aktivierung der intrazelluldren Signalproteine Akt sowie STAT 5 in
Kardiomyozyten im Zusammenhang mit der ischamischen Fernprakonditionierung in Wistar
Ratten untersucht. Zu zwei Zeitpunkten wurden dazu Myokardproben gewonnen: Zehn Minuten
(TP1) sowie 165 Minuten (TP2) nach Durchfiihrung eines RIPC Protokolls, zum Zeitpunkt TP2
wiederum mit und ohne zwischenzeitig erfolgter Ischamie und Reperfusion. Im Anschluss wurde
die relative Phosphorylierung der genannten Proteine als Surrogat fiir ihre Aktivierung bestimmt.
Dazu kam ein Western Blot-Verfahren mit anschliefRender Immunlumineszenz-Quantifizierung

zum Einsatz.

Im Ergebnis konnte weder flir Akt noch flr STATS5, zu den untersuchten Zeitpunkten, eine
statistisch signifikante Veranderung in der relativen Phosphorylierung gegeniber der jeweiligen

Kontrollgruppe, festgestellt werden (1).

4.1. Phosphorylierung der Proteinkinase B im Rahmen der Ischamischen

Fernprakonditionierung

Die Herzen aus dem ersten Versuchsprotokoll, wurden zehn Minuten nach Beendigung der RIPC
bzw. Sham-Intervention zur Proteinanalyse entnommen. Dieser sehr friihe Zeitpunkt nach RIPC
wurde bisher nur in sehr wenigen Publikationen beleuchtet, wahrend es zahlreiche Arbeiten gibt,
die sich mit der Rolle von Akt und anderen intrazelluldren Signalmolekilen zu dhnlich frihen
Zeitpunkten nach lokaler IPC des Myokards beschaftigen. Hier konnte eine Aktivierung von Akt

regelhaft beobachtet werden (121, 122, 124, 150).

Es liegt allerdings nicht auf der Hand, dass diese, fiir die lokale IPC beschriebenen, Prozesse bei
der RIPC genauso und in den gleichen Zeitinterwallen ablaufen. Im Einklang mit den hier
vorgestellten Ergebnissen, konnten auch Rassaf et al. keine Aktivierung von Akt 5 Minuten im
Anschluss an ein RIPC Protokoll bei Mdusen feststellen (96). Auch Heinen et al. fihrten ein RIPC-
Protokoll am Rattenmodell durch und entnahmen die Herzen 10 Minuten nach Beendigung des
Protokolls zur Analyse. Wie Rassaf et al. fanden auch sie gegeniiber der Kontrollgruppe keine
signifikante Aktivierung von PKC, deren Phosphorylierung (iber die PDK1 eng mit der
Phosphorylierung von Akt verbunden ist sowie von ERK1/2, p38 Mitogenaktivierte Proteinkinase
(p38MAPK) und JNK1/2 (151, 152). Die friihe Aktivierung dieser Signalmolekile ist im Rahmen der

lokalen IPC allerdings etabliert (153), weshalb die Untersucher die These aufstellten, dass sich die
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RIPC in ihren Mechanismen bzw. deren zeitlichem Ablauf von der lokalen Prakonditionierung

unterscheiden muss (152).

Im Widerspruch zu diesen Ergebnissen fanden Li et al. im Mausmodell, 15 Minuten nach
Abschluss des RIPC-Protokolls, eine signifikant erhohte Phosphorylierung von Akt und GSK3R im
Myokardgewebe (154). Die Vergleichbarkeit der Studien ist dadurch limitiert, dass die Herzen in
dieser Studie nach 15 Minuten statt 10 Minuten entnommen wurden. Darliber hinaus weist die
C57 Maus mit einer mittleren Sauerstoffaufnahme von 60 bis 70 ml/kg/min einen aktiveren
Metabolismus auf als die Wistar Ratte mit durchschnittlich 25 bis 30 ml/kg/min, weshalb
anzunehmen ist, dass die zeitlichen Ablaufe der Signaltransduktion zwischen beiden Spezies nicht
vergleichbar sind (155). Darlber hinaus ist anzumerken, dass der Metabolismus der Maus,
gegenlber demjenigen der Ratte und des Menschen, einige Besonderheiten in der Reaktion auf

hypoxischen Stress aufweist, die ihre Eignung als Modellorganismus einschranken (156, 157).

In vergleichbaren Studien, welche Untersuchungszeitpunkte mit groRerem zeitlichen Abstand zur
RIPC Intervention wahlten, konnte die Aktivierung von Akt im Myokard allerdings nachgewiesen
werden. So zeigten beispielsweise Hausenloy et al. am Schweinemodell, dass Akt in der
Reperfusionsphase verstadrkt phosphoryliert vorliegt. Durch Gabe des PI3K Inhibitors Wortmannin
vor der Ischamiephase wurde der InfarktgréRen-reduzierende Effekt der RIPC aufgehoben,
wodurch die entscheidende Position des RISK Signalwegs noch einmal bestatigt wurde (158). Es
handelt sich daher moglicherweise nicht um einen grundsatzlichen Unterschied in den
intramyokardialen Mechanismen zwischen RIPC und lokaler IPC, sondern eher um ein Phdnomen
der zeitlich versetzten Aktivierung dieser Mechanismen. Wahrend bei der IPC der Stimulus direkt
auf das untersuchte Gewebe wirkt, sind bei der RIPC noch die Zwischenschritte der Signalbildung
im Skelettmuskel und der Signaliibermittlung vom Skelettmuskel zum Myokard mit zu
berlicksichtigen, welche ihrerseits Zeit benotigen. Interessanterweise wurde in derselben Studie
von Hausenloy et al. die protektive Wirkung der RIPerC, also der Applikation des
konditionierenden Stimulus wahrend der Ischamiephase, nicht durch Wortmannin beeinflusst
(158). Dies kann als Hinweis darauf gesehen werden, dass der RIC ein zeitliches Aufeinanderfolgen

unterschiedlicher, einander ablésender und/oder tberlappend wirkender, Prozesse zugrunde liegt.

Die Herzen aus dem zweiten Versuchsprotokoll wurden 165 Minuten nach Beendigung der RIPC

bzw. Sham-Intervention entnommen (1).

Wie bereits durch Brandenburger et al. an anderer Stelle veréffentlicht, konnte fiir den hier
beschriebenen Versuchsaufbau zu diesem Zeitpunkt eine InfarktgréBenreduktion von 72.6 % auf
34.1 % der AAR gezeigt werden (145). Das Ergebnis der Studie legt allerdings nahe, dass dieser

spate Effekt der Kardioprotektion nicht mehr auf die weiterhin bestehende Aktivierung des
37



untersuchten Signalwegs zurlickgeht, sondern auf anderen Mechanismen beruhen muss, welche
moglicherweise in den weiterhin wirksamen Downstream-Effekten auf Ebene der Mitochondrien

oder Genexpression zu suchen sind.

Diese Ergebnisse kdnnen als Hinweis darauf betrachtet werden, dass Akt-Phosphorylierung durch
RIPC nicht vor Ablauf von 10 Minuten und nicht langer als 165 Minuten im Anschluss an ein RIPC
Protokoll stattfindet. Um den zeitlichen Ablauf der Aktivierung von Akt genauer skizzieren zu
kénnen, werden weitere Versuche bendétigt, die die Phosphorylierung von Akt an mehreren, nah

beieinanderliegenden, Zeitpunkten im Anschluss an das RIPC-Protokoll, untersuchen.

4.2. Phosphorylierung und Translokation von Signal Transducer and
Activator of Transcription 5 im Rahmen der Ischamischen

Fernprakonditionierung

Nachdem die Bedeutung von STAT 3 in der Vermittlung des kardioprotektiven Effekts der IPC
erkannt wurde, stellte sich die Frage nach der Rolle anderer Unterformen aus der STAT-Familie
sowie die Frage nach der spezifischen Rolle dieser bei der RIPC (159). Es konnte gezeigt werden,
dass IPC in STAT 5 defizienten Mausen keine kardioprotektive Wirkung entfalten kann (160, 161).
Ebenso konnten mit STAT 5 -Phosphorylierung assoziierte, extrazellulare Botenstoffe, wie EPO,
mit Kardioprotektion in Verbindung gebracht werden (162). Die Briicke von tierexperimentellen
Erkenntnissen zum Menschen konnte durch die Beobachtung hergestellt werden, dass in Biopsien
aus Myokard von Patienten nach koronararterieller Bypassoperation (CABG), STAT 5 als einziges
der untersuchten 19 Proteine der intrazellularen Signaltransduktion ausschliefRlich bei der mit
RIPC vorbehandelten Versuchsgruppe erhoht war, nicht aber bei der Kontrollgruppe. Da auch in
diesen Untersuchungen RIPC mit signifikant niedrigeren postoperativen Werten der Biomarker fur
myokardialen Zellschaden assoziiert war, ist eine Involvierung von STAT 5 in diesem
Zusammenhang wahrscheinlich (134). Bei Kindern mit Fallotscher Tetralogie, die vor offenen,
rekonstruktiven Herzeingriffen mit RIPC vorbehandelt wurden, fand man einen dhnlichen

Zusammenhang (163).

In der vorliegenden Studie konnte allerdings zu keinem untersuchten Zeitpunkt eine Veranderung
in der relativen Phosphorylierung von STAT 5 zwischen den Versuchs- und Kontrollgruppen
festgestellt werden (1). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit anderen tierexperimentellen
Studien, welche die, beim Menschen gut belegte, Rolle von STAT 5 in der Kardioprotektion durch
RIPC und IPC im Tiermodell nicht bestatigen konnten: So fanden Hildebrand et al. beim Transfer

von Plasma von mit RIPC vorbehandelten Menschen auf isolierte Mauseherzen sowie auch
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Skyschally et al. beim Transfer von Plasma von mit RIPC vorbehandelten Schweinen auf isolierte
Rattenherzen zwar STAT 3 gegenliber den Kontrollgruppen signifikant phosphoryliert vor, fir

STAT 5 konnte allerdings kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (144, 164).

Heusch et al. postulierten daher, dass STAT 5 und STAT 3 bei Menschen und Tieren
unterschiedliche Rollen in der Vermittlung des kardioprotektiven Effekts spielen. Wahrend beim
Menschen nicht STAT 3, sondern STAT 5 Phosphorylierung mit RIPC assoziiert ist, scheint es, dass
in verschiedenen Tierspezies, darunter Nagetiere, vor allem STAT 3 Aktivierung und

moglicherweise eine STAT 5 Inhibierung fir den Effekt verantwortlich sind (134).

Bei STAT 5 handelt es sich, wie bei allen Vertretern der STAT Familie, um Transkriptionsfaktoren,
welche nach Phosphorylierung in den Kern translozieren, um dort ihre Wirkung zu entfalten (165,
166). Es ist also denkbar, dass die phosphorylierten STAT 5 Proteine im Anschluss an ihre
Phosphorylierung zligig in den Kern translozieren und daher die relative Zunahme ihrer

Phosphorylierung in der Zelle nicht isoliert im Zytosol erfassbar ist.

Um also zu Uberpriifen, ob eine Translokation vom Zytosol in den Zellkern stattfindet, wurde die
relative Expression von STAT 5 in den Zellkompartimenten Zytosol und Kern in Versuchs- und
Kontrollgruppe ermittelt. Diese Fraktionen wurden, wie oben beschrieben, durch ein etabliertes
Protokoll von denen anderer Zellkompartimente abgetrennt. Es zeigte sich jedoch, sowohl im
Zytosol wie auch im Kern, kein Unterschied in der relativen Expression zwischen den Gruppen. Es
kann davon ausgegangen werden, dass RIPC mit und ohne anschlieBende I/R, im hier
beschriebenen experimentellen Setting und zu den hier untersuchten Zeitpunkten, keine

Translokation von STAT 5 in den Zellkern auslost.

Neben dem Kern kommen auch andere Translokationsziele flir STAT 5 in Frage, die in dieser

Studie nicht untersucht wurden: Es konnte gezeigt werden, dass phosphoryliertes STAT 3 auch in
die Mitochondrien transloziert und dort regulierenden Einfluss auf die Atmungskette austbt (139).
Zukinftige Untersuchungen werden klaren missen, ob dies moglicherweise auch fiir STAT 5

zutrifft.

4.3. Limitationen

Als Versuchsgruppengrofe wurde in dieser Studie n=6 gewahlt. Diese Entscheidung wurde
mithilfe einer Poweranalyse getroffen, welche, basierend auf Vorerfahrungen aus Studien zur
InfarktgroRenreduktion durch RIPC durchgefiihrt wurde (1). Ob allerdings die gleiche
StichprobengrofRe auch fir den Nachweis der relativen Phosphorylierung der hier untersuchten
Proteine ausreichend ist oder aber, ob eine groRere Stichprobe in der Lage gewesen ware, einen
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geringer ausgepragten, in dieser Studie nicht zu belegenden, Effekt nachzuweisen, kann nicht mit

abschlieRender Sicherheit beantwortet werden.

Flr Akt lasst sich zum Zeitpunkt TP1 ein Trend zu einer vermehrten relativen Phosphorylierung
erkennen, der aufgrund der grofRen Varianz nicht als signifikant zu bezeichnen ist. Ebenfalls lasst
sich fuir STAT5 zum Zeitpunkt TP2 sowohl in der RIPC sowie auch in der RIPC I/R Gruppe ein Trend
zu einer geringeren relativen Phosphorylierung gegeniiber der Kontrollgruppe erkennen, welcher
auch hier nicht als statistisch signifikant gelten kann (1). Moglicherweise kdnnte eine grofRer

angelegte Studie hier Effekte nachweisen, fur die die Sensitivitat dieser Studie nicht ausreichte.

Es muss angemerkt werden, dass gemeinhin keine Einigkeit darliber besteht, welches Protokoll
genau flr den RIPC Stimulus zu nutzen ist. Die meisten Studien benutzen das urspriinglich von
Przyklenk genutzte 4x5 Minuten Protokoll mit jeweils 5 Minuten Reperfusion zwischen den Zyklen
(62, 167). Johnsen et al konnten zeigen, dass maximale Kardioprotektion bei Ratten im Rahmen
der RIPC dann erreicht wird, wenn mindestens 4 bis maximal 8 Zyklen RIPC von mindestens 5
Minuten bis zu maximal 10 Minuten Dauer der Extremitatenischdmie mit jeweils 5 Minuten
Reperfusion zwischen den Zyklen durchgefiihrt werden. Dabei war die Effektstdarke unabhangig
davon, ob die RIPC an nur einem oder an beiden Hinterlaufen durchgefiihrt wurde. In dieser
Studie wurde ebenfalls die Dauer des Effekts innerhalb des frilhen Fensters der RIPC untersucht:
Eine InfarktgréRenreduktion konnte bei bis zu 1,5 Stunden Latenzzeit zwischen RIPC und
Induktion der Ischamie beobachtet werden, bei einer Latenzzeit von 2h war kein Effekt mehr zu

beobachten (167).

Die Versuchstiere wurden im Einklang mit den hier zitierten Erkenntnissen von Johnson et al.
prakonditioniert. Die signifikante InfarktgroRenreduktion, die im Rahmen der Gesamtstudie
gegenlber den jeweiligen Kontrollgruppen beobachtet werden konnte, bestatigt die Validitat der

Methode. Diese Ergebnisse wurden bereits an anderer Stelle veroffentlicht (145).

Es scheint allerdings so, dass eine Zahl von 6 Zyklen einer Zahl von 4 Zyklen leicht Gberlegen ist.
Daher ist zu empfehlen, zukiinftig ein Protokoll mit 6 RIPC Zyklen zu nutzen, um einen noch
eindeutigeren Effekt zu erzielen (167). Die Entwicklung eines allgemein akzeptierten
Standardprotokolls zur Induktion der RIPC in Tierexperimenten kdnnte zu einer besseren

Vergleichbarkeit zukiinftiger Studien zu dem Thema untereinander beitragen.

Die relative Phosphorylierung der Proteine Akt und STATS wurde im Anschluss an einen Western
Blot mittels Markierung der Proteine und ihrer jeweiligen Phosphoform durch spezifische
Antikorper bestimmt (1). Die Serin/Threonin-Kinase Akt zeichnet sich dadurch aus, dass ihre im

Myokard vorkommenden Isoformen Akt 1 und Akt 2 (iber jeweils zwei Phosphorylierungsstellen,
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Ser473 und Thr308, verfligen, welche beide phosphoryliert sein missen, um eine vollstandige
Aktivierung von Akt zu bewirken (168). In dieser Arbeit wurde, so wie in den meisten hier zitierten
Studien, nur die Phosphorylierung von Ser473 untersucht. Da nicht mit abschlieBender Sicherheit
davon ausgegangen werden kann, dass die Aktivierung von Akt dadurch hinreichend
nachgewiesen werden konnte, sollten in zukiinftigen Studien beide bekannten
Phosphorylierungsstellen von Akt untersucht werden, um eine Aktivierung sicher nachzuweisen

beziehungsweise auszuschlieRen.

4.4. Fazit und Ausblick

Ziel dieser Studie war die Untersuchung intrakardiomyozytarer Signalwege im Ramen der RIPC. Zu
diesem Zweck wurde die Aktivierung der kardiomyozytaren Signalproteine Akt und STAT 5 durch
Messung ihrer relativen Phosphorylierung untersucht. Es zeigte sich, dass zu den untersuchten
Zeitpunkten, 10 Minuten und 165 Minuten nach Applikation des RIPC-Stimulus, weder Akt noch

STATS im Vergleich mit ihrer jeweiligen Kontrollgruppe vermehrt phosphoryliert vorlagen (1).

Ahnliche Studien konnten teilweise eine Phosphorylierung von Akt nachweisen, bei der Ratte
allerdings erst friihestens nach 15 Minuten im Anschluss an die Durchfiihrung eines RIPC-
Protokolls. Die relative Phosphorylierung von Akt 165 Minuten nach Durchfiihrung des RIPC-

Protokolls wurde in dieser Studie erstmalig untersucht.

Dieses Ergebnis wirft ein Schlaglicht auf die bisher in der Erforschung der Signaltransduktion der
RIPC noch zu wenig beriicksichtigte Chronologie der Aktivierung und Deaktivierung der jeweiligen
Signalkaskaden. Es werden noch weitere Studien benétigt, um diese zeitlichen Ablaufe genauer
beschreiben zu konnen. Allerdings hat diese Studie einen Rahmen stecken kénnen, der das zu

untersuchende Zeitfenster fur diese zukiinftigen Untersuchungen eingrenzt.

Dariber hinaus wurde eine mogliche Translokation von STAT 5 durch RIPC untersucht. Eine
Translokation des Transkriptionsfaktors in den Zellkern durch RIPC konnte allerdings, wie auch
eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors, nicht nachgewiesen werden. Dies unterstitzt
Beobachtungen anderer Autoren, dass STAT 5 beim Nager nicht die gleiche zentrale Funktion

einnimmt, die es beim Menschen im Rahmen der RIPC innezuhaben scheint.

Es bleibt zu klaren, ob STAT 5 moglicherweise in die Mitochondrien transloziert, wie dies bereits

flir STAT 3 gezeigt werden konnte.
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