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Einleitung

1 Einleitung

Aufgrund des demographischen Wandels und der damit einhergehenden
steigenden Lebenserwartung, wird der perioperativ tatige Arzt vor neue
Herausforderungen gestellt. In den Industrielandern stellen Erkrankungen des
Herz-Kreislaufsystems den gréf3ten Anteil unter den Todesursachen dar, wobei
die koronare Herzerkrankung (KHK), der akute Myokardinfarkt (MI) und die
Herzinsuffizienz die haufigsten Ursachen sind [1]. Das operative Risiko steigt
bei Patienten Uber 70 Jahre und besonders vorbestehende verminderte
Herzfunktionen erhéhen die Morbiditdt und Mortalitdt [2-4]. Auch wenn
zahlreiche Indizes wie zum Beispiel der Goldmanindex zur Bestimmung der
Risikofaktoren entwickelt wurden, kdnnen perioperative Komplikationen nicht
sicher vorausgesagt werden [5]. Um das Herz vor ischdmischen Phasen und
deren Folgen zu schitzen, bedarf es der Entwicklung kardioprotektiver

MalRnahmen.
1.1 Ischamie-Reperfusionsschaden

Der akute MI entsteht Gberwiegend durch eine Okklusion einer Koronararterie,
beispielsweise kann es durch die Ruptur einer vulnerablen Plaque zur
appositionellen Thrombusbildung mit konsekutivem Geféal3verschluss kommen.
Zu unterscheiden ist der Nicht-ST-Hebungsinfarkt (engl. Non ST-Elevation
Myocardial Infarction, NSTEMI) von dem ST-Hebungsinfarkt (engl. ST-Elevation
Myocardial Infarction, STEMI). Diagnostisch lassen sich die infarkttypischen ST-
Streckenveranderungen bei dem STEMI im Elektrokardiogramm (EKG)
darstellen und lUber den Nachweis des kardialen Markers Troponin. Bei dem
NSTEMI bleiben die Verdnderungen im EKG aus [6]. Der Goldstandard in der
Therapie des akuten MI stellt die Wiederer6ffnung der Koronararterie bzw. die
Wiederherstellung des Blutflusses dar, um die Perfusion zu gewahrleisten [7].
Dies erfolgt bei einem akuten transmuralen MI idealerweise mittels perkutaner

transluminaler Koronarangioplastie (engl. percutaneous transluminal coronary
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angioplasty, PTCA), Fibrinolyse oder chirurgischer Bypassoperation. Durch die
notwendige Wiederherstellung der Perfusion kommt es jedoch in dem zuvor
schon durch die Ischamie verletzten Gewebe zu weiteren Schadigungen des
Myokardgewebes. Dieser Prozess wird als Ischamie-Reperfusionsschaden

(engl. ischemia reperfusion injury, IRI) bezeichnet [8-10].

1.1.1 Pathophysiologie des Myokardinfarktes

Die Ischamietoleranz des Myokards liegt zwischen zwei bis vier Stunden.
Gelingt die Perfusion innerhalb der ersten zwei Stunden, kann ein
Zelluntergang des Gewebes vollstdndig verhindert werden, innerhalb von vier
Stunden ist dies nur noch zum Teil mdglich [11, 12]. Reimer et al. zeigten in
einer tierexperimentellen Studie bei Hunden, dass sich der irreversible
Gewebsschaden transmural vom subendothelialen Myokard stetig weiter bis
zum subepikardialen Myokard ausbreitet. Das Subepikard, welches weniger
ischamisch ist, erleidet demnach spater einen irreversiblen Gewebsschaden
und profitiert nach fortgeschrittener Zeit noch von einer Reperfusionstherapie
[13].

Durch die Ischamie und den damit verbundenen Mangel an Sauerstoff, Glucose
und dem fehlenden Abtransport von Metaboliten, reagiert die Myokardzelle mit
metabolischen und biochemischen Veranderungen. Der Energiebedarf der Zelle
kann nicht mehr gedeckt werden und es resultiert eine Stdrung im
Energiegleichgewicht. Die adenosintriphosphat (ATP)-abhangigen Prozesse,
wie der lonentransport, kdnnen nicht mehr reibungslos ablaufen. Ebenso hat
nach 15-20 Sekunden der Okklusion die Umstellung auf die anaerobe
Glykolyse zellschadigende Auswirkungen [14]. Der intrazellulare Anstieg von
sauren Stoffwechselprodukten wie Laktat aus der anaeroben Energie-
gewinnung hat eine Azidose zur Folge, welche die Integritat der Zellmembran
zerstort, das osmotische Gleichgewicht kann nicht mehr aufrechterhalten
werden. Folglich kommt es osmotisch bedingt zu Zellschwellungen [15]. Falls
die Schwellung zunimmt und die Zelle rupturiert, entsteht eine
Entziindungsreaktion, die weitere Schaden hervorrufen kann. Die Folge sind
kardiale Dysfunktionen.



Einleitung

Zu unterscheiden ist die Nekrose von der Apoptose, die einen programmierten
Zelltod darstellt. Bei der Apoptose bleiben die Zellen zuné&chst intakt. Die DNA
wird fragmentiert und die Zellen degenerieren. Dadurch, dass die Zellen bei der
Apoptose lange intakt bleiben und schnell beseitigt werden, entsteht keine
Entziindungsreaktion. Die Nekrose wird unter anderem als Folge von Toxinen
oder chemischen Veranderungen eingeleitet. Bei der Nekrose als teilweise
gesteuerter Zelltod schwellen die Zellen an. Es kommt zu einer
Entzindungsreaktion als Folge der Zellruptur [16]. Freude et al. wiesen zwar
die Apoptose in der Ischamiephase nach, belegten aber, dass die Nekrose den
gréRten Teil des Zelluntergangs im Myokard ausmacht [8].

1.1.2 Pathophysiologie des akuten Reperfusionsschadens

Durch die Reperfusion, welche eine unvermeidbare Therapiemal3nahme nach
einem akuten MI darstellt, kann es zu weiteren Schadigungen des Myokards
kommen. Bei der Entstehung des Reperfusionsschadens nehmen freie
Sauerstoffradikale (engl. reactive oxygen species, ROS) eine bedeutende Rolle
ein. Zu diesen reaktiven Stoffen gehdren Superoxid-Anionen (OHy),
Wasserstoffperoxid (H,O,) und Hydroxyl-Radikale (OH). ROS sind stark
reaktionsfreudige Verbindungen, die Proteindenaturierungen, Deaktivierungen
von Enzymen und Peroxidierungen von Lipiden hervorrufen kénnen [9]. Schon
wahrend der Ischdmiephase, aber hauptsachlich in der initialen
Reperfusionsphase ist eine sehr hohe Konzentration an ROS festzustellen.
Dieses Phanomen wird als oxidativer ,Burst® bezeichnet [17]. Die Bildung der
ROS ist wiederum abhangig von der Intensitdt der Ischamie [17]. Die
Generierung der ROS kann verschiedene Quellen haben. Nachgewiesen wurde
die Entstehung extrazellular durch Leukozyten [18], Arachidonsaure [19] und
intrazellular durch Mitochondrien [20]. Die Bildung von ROS durch die
Mitochondrien stellt dabei den grofiten Anteil dar. Die ROS bewirken eine
Offnung der nicht selektiven mitochondrialen Permeabilitatsporen (engl.
mitochondrial permeability transition pore, mPTP) wodurch das ATP abgebaut
wird und eine zu hohe intrazellulare Ca?*-Konzentration resultiert. Durch die

chemischen Veranderungen tritt die Nekrose der Myokardzelle ein [21]. Ebenso
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wurde die Apoptose als Folge der Offnung der mPTP nachgewiesen. Durch die
Offnung kommt es zu einer Entkopplung in der Atmungskette, wodurch das
Membranpotenzial nicht mehr aufrechterhalten werden kann und Proteine wie
das Cytochrom C kdnnen aus dem Intermembranraum in das Zytosol austreten.
Das Cytochrom C aktiviert die Caspase, ein proteolytisches Enzym, welche
wiederrum die Apoptose der Zelle einleitet [22]. Demzufolge nimmt die mPTP

eine zentrale Rolle bei der Entstehung des IRI ein.

Im Endothel verursachen die ROS eine Inaktivierung von Stickstoffmonoxid
(NO). Durch die Inaktivierung werden die Thrombozytenaggregation verstarkt
und die Koronararterien an der Dilatation gehindert [23]. Dartber hinaus kann
auch das Endothel wahrend der Reperfusion ROS mit Hilfe der Xanthinoxidase
bilden, die dann zu Zellschadigungen fuhren und im Zelltod enden kdnnen [24].

Den neutrophilen Leukozyten ist bei der Produktion von ROS eine grofie
Bedeutung  zuzuschreiben. Die  neutrophilen  Granulozyten, auch
polymorphkernige Granulozyten (PMN) genannt, nehmen eine wichtige Stellung
bei der Abwehr von Infektionen ein, da sie in den Granula Enzyme enthalten,
die eine Elimination von Pathogenen wie zum Beispiel Bakterien bewirken. Ein
wichtiges Enzym fiur die Abwehr ist die Myeloperoxidase (MPO), die OH und
hypochlorige Saure (HCIO) produziert [25]. Ferner katalysiert die Nikotinamid
Adenin Dinukleotid Phosphat (NAPDH)-Oxidase der PMN die Bildung von OHy
[10]. Diese proteolytischen Enzyme rufen im entzindeten Gewebe wiederrum
Zellschaden hervor. Der okklusionsabhéngige Myokardschaden hat eine lokale
Entzindungsreaktion zur Folge, die noch weitere PMN rekrutiert. Dadurch wird

der Gewebsschaden weiter verstarkt [26].

Die PMN werden von proinflammatorischen Zytokinen aktiviert und mittels
Chemotaxis bereits wéhrend der ischdmischen Phase angelockt [27]. Die
Generierung chemotaktischer Faktoren erreicht ihren Maximalwert ein bis zwei
Stunden nach Beginn der Reperfusion und den Normalwert nach vier Stunden
[28]. Diese Zytokine sind unter anderem  Komplementfaktoren,
Tumornekrosefaktoren a (TNF a), Plattchenaktivierungsfaktoren (PAF) oder

verschiedene Interleukine (IL) sein. Ziel der ROS sind Myokardzellen oder

-4 -
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Endothelzellen, an denen sie Schaden hervorrufen, wodurch die Permeabilitat
des Endothels gesteigert wird [26]. Des Weiteren kommt es zu einer erhohten
Expression von Adhasionsmolekilen und dadurch zu einer vermehrten
Adhasion von Neutrophilen am Endothel [29]. In der frihen Reperfusionsphase
fungieren die Selektine als Adhasiosmolekiile. P-Selektin ist nicht konstitutiv auf
den Endothelzellen ausgebildet. Die Synthese kann aber durch erhéhte ROS-
Konzentration oder durch andere Entziindungsmediatoren wie Thrombin
induziert werden [30, 31]. Die Expression von L-Selektin ist konstitutiv auf der
Oberflache der Leukozyten vorhanden und stellt den Liganden fir P-Selektin
dar [32].

1.1.3 Pathophysiologie des spaten Reperfusionsschadens

Nicht nur wahrend der Ischamie- und der frihen Reperfusionsphase kommt es
zum Zelltod, es treten noch Stunden bis Tage nach dem Isch&mieereignis
Zellschaden ein. Maf3geblich an diesen spaten Schaden scheint NO beteiligt zu
sein. Die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) wird 24-72 Stunden
nach Beginn der Ischdmie aktiviert und ist fir die Synthese von NO
verantwortlich [33]. In Versuchen am Kaninchenmodell wurden die
Auswirkungen des Inhibitors Aminoguanidin (AMG) der iINOS auf die kardiale
Leistung untersucht. Durch den Inhibitor konnte eine Verbesserung der
kardialen Leistung, der koronaren Durchblutung und eine
InfarktgrofRenreduktion nachgewiesen werden. Das Infarktareal war in der
Gruppe mit stetiger Gabe von AMG um circa 30% kleiner als in der
Placebogruppe [34]. Auch Rochitte et al. demonstrierten, dass noch zwei Tage
nach der Ischdmie eine Zunahme des Infarktgewebes und der mikrovaskularen

Obstruktion zu verzeichnen ist [35].

Die PMN haben auch in der spaten Phase einen Einfluss auf den
Reperfusionsschaden. Zhao et al. stellten in einer tierexperimentellen Studie an
Hunden fest, dass sich die Leukozyten in den ersten sechs Stunden der
Reperfusionsphase intravaskular befinden und in den folgenden 24 Stunden ins
Myokard wandern. 28 Stunden nach Beginn der Reperfusion wurde die hdchste
Konzentration an PMN nachgewiesen [36]. Mit Hilfe dieser transendothelialen

-5-
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Migration entstehen Sch&den an den Kardiomyozyten, die durch die
Neutrophilen vermittelt werden [37]. Nach zwei bis drei Tagen der spéaten

Reperfusionsphase erreicht der Zelltod durch Nekrose sein Maximum [36].

1.1.4 Kardiale Dysfunktionen

Es liegen insgesamt vier Formen des myokardialen Reperfusionsschadens vor:
Die Arrhythmie [38, 39], das myokardiale Stunning [40], das no-reflow
Phanomen [41, 42] und der letale myokardiale Reperfusionsschaden.
Verschiedene Mediatoren wie oxidativer Stress, intrazellulare Erhdhung des
Kalziumspiegels, die schnelle Wiedereinstellung des physiologischen pH-
Wertes wahrend der Reperfusion und das entzindliche Geschehen tragen zur
Entstehung des Schadens bei. Die Aktivierung der oben genannten Mediatoren
bewirkt die Offnung von mPTP-Kanélen im Mitochondrium. Diese Offnung spielt

eine entscheidende Rolle bei der Entstehung des myokardialen Zelltods [43].

Die Arrhythmie zeigt sich einerseits wahrend der Ischamiephase und endet
teilweise im plétzlichen Herztod des akuten MI, andererseits tritt sie auch
wahrend der Reperfusion als Folge der Wiederherstellung des Blutflusses auf,
woraufhin ebenfalls der pl6tzliche Herztod eintreten kann. Die Arrhythmie zahlt
zu den reversiblen Reperfusionsschaden und tritt schon in den ersten
Sekunden der Reperfusionsphase auf. Diese Rhythmusstérung kann sich
entweder in vorzeitigen ventrikularen Kontraktionen, ventrikularen Tachykardien
oder in oft letal verlaufende ventrikularen Fibrillationen auf3ern [38]. Schon 1984
zeigten Manning et al. in einer in vivo Studie an Ratten, dass durch die Gabe
von Allopurinol die reperfusionsbedingte ventrikulare Fibrillation vermindert oder
gar aufgehoben werden kann. Allopurinol ist ein Inhibitor der Xanthin-Oxidase,
die an der Bildung der ROS beteiligt ist [44].

Das myokardiale Stunning beschreibt eine reversible Einschrankung im
Kontraktionsverhalten des Herzmuskels und stellt einen subletalen Schaden
dar. Auch bei dieser postischamischen Dysfunktion sind ROS von Bedeutung.
Zudem spielt die veranderte Kalziumhomoostase der Kardiomyozyten bei der

Entstehung von myokardialem stunning ebenso eine Rolle. Aufgrund der
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Umstellung auf die anaerobe Glykolyse wahrend der Ischamie und die daraus
entstehende intrazellulare Laktatanreicherung wird der Na‘'/H*-Austauscher
stimuliert, wodurch die Na*-Konzentration in der Zelle steigt. Die erhthte Ca**-
Konzentration resultiert schlieRlich aus der erhdhten Aktivitat des Na'/Ca®'-
Austauschers [45]. Kalzium nimmt eine wichtige Stellung bei der
elektromechanischen Kopplung ein, es wandelt elektrische Signale in eine
mechanische Kontraktion der Herzmuskelzelle um. Kalziumionen strémen Uber
die spannungsabhangigen L-Typ Ca*-Kanale in die Myokardzelle ein und
triggern  wiederum den  Ausstrom von Kalziumionen aus dem
sarkoplasmatischen  Retikulum (SR) uber Ryanodinrezeptoren. Die
freigesetzten Kalziumionen binden an Troponin C und leiten so die Kontraktion
der Myofilamente ein [46]. Folglich wird die Bedeutung der gestérten

Kalziumhomoostase bei der Entstehung von kardialen Dysfunktionen deutlich.

Das no-reflow Phanomen ist gekennzeichnet durch eine mikrovaskulare
Obstruktion nach erfolgter Reperfusion, wobei die Durchblutung des
Myokardgewebes insuffizient ist. Das Phanomen zahlt zu den irreversiblen
Gewebsschaden wurde erstmals 1972 von Kloner et al. beschrieben. In dieser
Studie zeigte sich jedoch das no-reflow Phédnomen erst ab 90-minitiger
Ischdmie und wurde begleitet von Gewebsschaden und Zellschwellungen.
Endothelschwellungen konnten jedoch auch schon nach 40 Minuten der
Okklusion nachgewiesen werden [47]. Die no-reflow Region zeichnet sich
zudem durch Gewebstdeme, Endothelschdden und verminderte Perfusion
durch Mikrothromben und durch Einwanderung von neutrophilen Granulozyten
aus. Die Begleitentzindung wird, wie oben schon beschrieben, ebenfalls von
freien Radikalen getriggert. Engler et al. zeigten, dass das Herausfiltern von
Neutrophilen aus dem Blut das Ausmald des no-reflow Phanomens herabsetzt
und die myokardialen Odeme verringert [48]. Die pathologischen
Veranderungen des oben genannten Phanomens entstehen und verstarken
sich wahrend der Reperfusion, so dass das no-reflow Phanomen zu den
Reperfusionsschéaden gezahlt werden kann [49-51]. Patienten mit dieser Form

der kardialen Dysfunktion haben eine schlechte klinische Prognose [52].
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1.2 Kardioprotektion

Nach einem akuten MI gilt es den koronaren Blutfluss wiederherzustellen. Um
den IRl zu verringern und eine Kardioprotektion zu erzielen, wurden
verschiedene Therapieansatze entwickelt. Hierzu zahlen ischamische
Konditionierungen und pharmakologische Interventionen, die in den
Signaltransduktionsweg eingreifen. Trigger stellen bei der Konditionierung
induzierte Ischamien oder verschiedene Pharmaka dar. Bei den ischamischen
Interventionen wird in Bezug auf den zeitlichen Stimulus zwischen drei
Konditionierungsformen unterschieden: Die ischamische Prakonditionierung
(IPC), Postkonditionierung (IPost) und Fernkonditionierung (RIC). Ebenfalls
kann pharmakologisch unter anderem mit der Gabe von volatilen An&sthetika
eine Kardioprotektion erzielt werden. Auch bei dieser Form wird in Abhangigkeit
von dem  zeitlichen  Stimulus zwischen  Anasthetika induzierter
Prakonditionierung (APC) und Andasthetika induzierter Postkonditionierung
(AlPost) unterschieden.

Kardioprotektion

U U

Ischdmisch Pharmakologisch
IPC IPost RIC APC AlPost -Blocker

Abbildung 1: Schematische Darstellung zur Ubersicht der Kardioprotektion
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1.2.1 Ischamische Konditionierung

Bei der IPC werden vor einem Ischamieereignis einzeitig oder mehrzeitig
Ischamien induziert, die als Trigger dienen. Dadurch wird das Herz bei dem
Eintritt eines Infarktes geschitzt und die IRl minimiert. Das Myokard wird somit
widerstandsfahiger. Entscheidend hierbei ist, dass der Trigger wahrend der

eigentlichen Ischamie nicht mehr vorhanden ist.

Die IPost beschreibt ebenfalls einen Mechanismus zur Kardioprotektion. Im
Gegensatz zur Prakonditionierung ergibt sich ein Vorteil beziglich der
klinischen Anwendung, da dieser Mechanismus nach Eintritt eines Infarktes
angewendet werden kann. Dabei wird die Reperfusionsphase nach einem
myokardialen Infarktereignis von repetitiven, kurzen ischamischen Zyklen

unterbrochen.

Eine andere Methode zur Kardioprotektion stellt die Fernkonditionierung (engl.
Remote Ischemic Conditioning; RIC) dar. Mittels Fernkonditionierung eines
anderen Organs oder einer Extremitat konnen kardiale IRl minimiert werden
[53].

1.2.1.1 Ischamische Prékonditionierung

Der Mechanismus der IPC wurde 1986 erstmals von Murry et al. beschrieben.
Es erfolgten vier Zyklen einer jeweils funf Minuten andauernden Okklusion und
Reperfusion vor einer 40-minitigen Koronararterienokklusion. Bei den Tieren,
deren Herzen prakonditioniert wurden, konnte die InfarkigréRe (engl. infarct
size; 1S) um etwa 75% herabgesetzt werden. Wurde allerdings die
Koronararterienokklusion auf drei Stunden verlangert, konnte kein Unterschied
bezuglich der IS zwischen prakonditionierten und nicht prakonditionierten
Herzen festgestellt werden [54].

Die Widerstandsfahigkeit des Myokards gegen eine Ischamiephase dauert ein
bis zwei Stunden nach der Prakonditionierung an [55]. Diese Phase wird Erstes
Fenster genannt. Marber et al. fanden 1993 heraus, dass auferdem ein
Zweites Fenster der Kardioprotektion besteht und nach 24 Stunden eintritt.

Diese Toleranzphase hélt zwischen 48 und 72 Stunden an [56]. Zwischen den
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beiden Fenstern besteht demnach keine erhohte Widerstandsfahigkeit des
Myokards. Ein Zyklus anstatt vier mit jeweils funf Minuten Ischamie- und

Reperfusionsphase ist fur die Erzielung des Zweiten Fensters ausreichend [57].

Ein entscheidendes Merkmal der IPC und auch der APC ist die Memoryphase.
Diese Phase héalt von Beginn an der Prakonditionierung zwischen 30 Minuten
und zwei Stunden an. In dieser Zeit ist das Myokard vor dem Eintritt eines
weiteren MI geschitzt. Urs&chlich fur die Entstehung der Memoryphase ist die
Offnung des ATPK'-Kanals, da durch dessen Blockade die Memoryphase
aufgehoben wird [58].

Woolfson et al. untersuchten erstmals die Rolle von NO bei der IPC. Die Studie
an isolierten Kaninchenherzen ergab, dass die Inhibition der NO-Synthese vor
dem Reperfusionsschaden schitzt und adenosinabhangig ist [59]. Adenosin
wird in groRen Mengen wahrend einer myokardialen Ischamie freigesetzt, wenn
ein Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffbedarf und -angebot herrscht [60].
Neben Adenosin leiten noch andere Mediatoren, die von der Myokardzelle
wahrend der Prékonditionierung freigesetzt werden, eine Signalkaskade zur
Kardioprotektion ein  (Abbildung 2: Signalweg der ischamischen
Prakonditionierung: [61, 62]). Dieser Signaltransduktionsweg, der auch Trigger
pathway genannt wird, beginnt an der myokardialen Zellmembran und endet im
Mitochondrium. Die Agonisten Adenosin, Bradykinin und Opioide sowie a;- und
3-Rezeptoren (R-AR) aktivieren G-Proteine. Diese leiten das Signal mit Hilfe
von verschiedenen Mediatoren wie Metalloproteinasen, heparinbindende
epidermale Wachstumsfaktoren (engl. heparin-binding epidermal growth factor;
HB-EGF), Tyrosin-Kinasen weiter. Verschiedene Kinasen wie die
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), phosphoinositol-abh&ngige Kinasen (PDK),
Akt, endotheliale NO-Synthetase (eNOS) befinden sich intrazellular und werden
aktiviert. Das freigesetzte NO leitet eine Kaskade zur Aktivierung der
Guanolylzyklase (GC), des zyklischen Guanosinmonophosphats (cGMP) und
der Proteinkinase G (PKG) ein. Dabei ist die PKG an der AuRenmembran des
Mitochondriums lokalisiert und phosphoryliert ein Zielprotein, welches das

Signal zur Proteinkinase C weiterleitet, die sich im Intermembranraum befindet.
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Die PKC bewirkt unter Beteiligung der ROS eine Aktivierung des
mitochondrialen ATP-sensitiven K+(mATPK")-Kanals [63]. Die Beeinflussung
des mMATPK'-Kanals scheint eine Schliisselrolle in der Vermittlung der
Kardioprotektion einzunehmen, da dessen Offnung eine Inhibiton mPTP
bewirkt. Die vermehrte Offnungswahrscheinlichkeit der mPTP ist verantwotlich
fur die Induzierung einer myokardialen Nekrose [64]. Durch die IPC wird auch
der Reperfusion Injury Salvage Kinase (RISK)-pathway aktiviert. Dieser
Signaltransduktionsweg ist ein weiterer der IPC und fihrt zur Kardioprotektion
wahrend der Reperfusion [65, 66].

Spear et al. wiesen auf die duale Rolle des 3;-AR bei der IPC hin. So konnten
sie zeigen, dass eine Blockade des R3;-AR wahrend der Okklusions- und
Reperfusionsphase zu einer Kardioprotektion fihrt. Eine Blockade wahrend der
Prakonditionierung hob jedoch die kardioprotektiven Effekte der IPC auf [67].
Demnach muss eine zeitliche Abhangigkeit der Betablockade mit der der

kardioprotektiven Wirkung bestehen.

-11 -



Einleitung

Extrazellular
Br

eWF - ”‘ GPGR Zellmembran
4
ﬁ Intrazellular

ampp- | Kardioprotektion

Abbildung 2: Signalweq der ischdmischen Prékonditionierung:

A (Adenosin); Br (Bradykinin); Op (Opioid); GPGR (G-proteingekoppelter Rezeptor);
MP (Metalloproteinase); eWF (epidermaler Wachstumsfaktor); PI3K
(Phosphatidylinositol-3-Kinase); eNOS (endotheliale NO-Synthetase); GC
(Guanolylzyklase); cGMP (zyklisches Guanosinmonophosphat); PKG (Proteinkinase
G); PKC (Proteinkinase C); K+ATP (kaliumabhéngiger ATP-Kanal); Mi
(Mitochondrium); mPTP  (engl. mitochondrial permeability transition pore,
mitochondriale Permeabilitatspore); ROS (freie Sauerstoffradikale); modifiziert nach
Krieg 2004 [62].

1.2.1.2 Ischamisch induzierte Postkonditionierung
Zhao et. al konnten erstmals in einer experimentellen Studie an Hunden
belegen, dass durch IPost eine Reduktion der IS erreicht werden kann. Es
erfolgten nach einer 45-minitigen Koronarokklusion drei Zyklen einer jeweils
30s anhaltenden Reperfusion und Reokklusion der linken Koronararterie. Dabei
konnte die IS von 47% auf 11% gesenkt werden [68].

Die Kardioprotektion der IPost wird durch Signaltransduktionswege vermittelt,
die Gemeinsamkeiten mit denen der IPC aufweisen. Als wichtige Elemente
seien hier PI3K, Akt, eNOS, NO, Proteinkinase A (PKA), PKC, PKG und die

extrazellular regulierte Kinase (engl. extracellular signal-regulated kinase; ERK)
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1/2 genannt [69]. Bei der IPost spielt der RISK pathway eine bedeutende Rolle
in der Verminderung des Reperfusionsschadens [66, 70]. Der RISK pathway
wird in der frihen Phase der Reperfusion pharmakologisch eingeleitet und
aktiviert antiapoptotisch wirksame Kinasen wie die ERK 1/2, PKC und Akt [69].

1.2.2 Pharmakologisch induzierte Kardioprotektion

Als Trigger fur eine Kardioprotektion kdnnen nicht nur Ischamien, sondern auch
Pharmaka verwendet werden. Diese kénnen Adenosine [71], Opioide [72] und
Nitroglyceride sein [73]. Auch volatile Anasthetika tragen zur Verminderung des
IRI bei. Es wird zwischen APC und AlPost unterschieden.

1.2.2.1 Anéasthetika induzierte Prakonditionierung

Die APC beruht auf der Applikation volatiler Anasthetika vor einer langeren
Ischamiephase, um eine Verringerung der IRl zu erlangen. Im Jahr 1988
bewiesen Waltier et al. erstmals, dass durch Halothan oder Isofluran die
Myokardfunktion nach 15-minutiger Koronarokklusion positiv beeinflusst wird
[74]. Das Ausmald der Kardioprotektion durch die APC ist vergleichbar mit der
der IPC [75].

In tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass Halothan, Isofluran
und Desfluran die IS reduzieren, wobei Desfluran die grof3te Wirkung zu haben
scheint. Fur Sevofluran konnte in der Studie von Piriou et al. an Kaninchen
keine IS-Reduktion festgestellt werden [76]. Jedoch wurde erwiesen, dass
Sevofluran einen positiven Effekt auf die endotheliale Glykokalyx hat und vor

Endothelschaden in der Ischamie- und Reperfusionsphase schitzt [77].

Lange et al. fanden heraus, dass bei der APC fir Desfluran eine
Schwellendosis existiert. Die Tiere wurden in verschiedene Gruppen eingeteilt.
Sie erhielten unterschiedliche Dosen Desfluran entweder 30 oder 90 Minuten
lang oder wiederholt unterschiedlich hohe Dosen vor einer 30-minltigen
Koronarokklusion. Nach Erreichen eines Schwellenwertes, der zwischen 0,5
und 1,0 MAC (minimale alveolare Konzentration) liegt, konnte keine weitere 1S-
Reduktion durch eine Dosiserhéhung erzielt werden. Nur durch eine repetitive
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Anwendung mit Memoryphasen konnte die Schwellendosis gesenkt werden
[78].

Die Signaltransduktionswege der APC decken sich zu einem grof3en Teil mit
denen der IPC. Somit wird auch die APC durch die Aktivierung der Adenosin-,
Bradykinin- und Opioidrezeptoren eingeleitet [79-81]. Ebenso spielen die
ATPK*-Kanale im Mitochondrium eine bedeutende Rolle in der Weiterleitung
der APC, da die Blockade dieser Kanale die APC aufhebt [82]. Die Aktivierung
erfolgt durch die ROS und durch verschiedene Isoformen der PKC [83, 84].
Hohe mitochondriale Kalziumspiegel sind charakteristisch fir den IRI. Riess et
al. demonstrieren, dass die Aktivierung von ATPK'-Kanilen die
Kalziumkonzentration wéhrend der Ischamie- und Reperfusionsphase im
Mitochondrium abschwachen und somit kardioprotektiv wirken [85]. In einer in
vivo Studie an Kaninchen konnte die Signaltransduktion Uber den 3;-AR
aufgezeigt werden. Die Kurzzeitapplikation des Betablockers Esmolol inhibierte
die APC mit Desfluran und Sevofluran, hatte jedoch keinen Einfluss auf die 1S
[86].

Sasaki et al. belegten in einer Studie an Ventrikelmyozyten vom Kaninchen,
dass auch NO, welches von der NOS gebildet wird, die ATPK+-Kanale aktiviert
[87]. Auch bei der APC existiert ein Zweites Fenster nach 24 Stunden wie bei
der IPC. Dies konnten Tanaka et al. an Kaninchen mit Sevofluran nachweisen.
Von Bedeutung ist NO vorwiegend im Zweiten Fenster, da in dieser Phase die
NOS hochreguliert wird und NO gleichzeitig als Trigger und Mediator fungiert
[88]. Die Relevanz des NO wird dadurch untermauert, dass eine Blockade der
NOS die APC unwirksam machen kann [89].

Weiterhin konnte in einigen klinischen Studien festgestellt werden, dass die
APC kardioprotektive Wirkung besitzt. Zudem wurde in einer weiteren Studie
bei Patienten, die sich einer Aortenklappenoperation mit Sevofluran unterzogen
haben, postoperativ eine verminderte Freisetzung von Troponin | festgestellt
[90]. Troponin | ist ein sensitiver Marker fir Myokardschaden [91]. Auch noch
nach einem Jahr postoperativ fuhrte die Préakonditionierung mit Sevofluran zu

verminderten kardialen Komplikationen [92]. Fellahi et al. bewiesen gegenteilige
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Effekte. Diese Arbeitsgruppe zeigte, dass postoperativ keine Signifikanz
bezuglich der Tropon I-Freisetzung zu verzeichnen ist [93]. Auch de Hert et al.
wiesen in einer Ubersichtsarbeit auf die heterogene Studienlage beziiglich der

klinischen Ergebnisse hin [94].

1.2.2.2 Anéasthetika induzierte Postkonditionierung

Die Arbeitsgruppe um Preckel und Schlack konnten zeigen, dass die Gabe von
volatilen Anasthetika wie Enfluran, Isofluran, Sevofluran und Desfluran wahrend
der frihen Phase der Reperfusion die Grofl3e des Infarktes minimieren. Die
kardioprotektive Wirkung konnte sowohl am in vitro Modell [95] als auch am in

vivo Modell des Kaninchens belegt werden [96].

Es ergaben sich jedoch Unterschiede bezuglich der Reduktion des
Reperfusionsschadens bei den einzelnen Anasthetika. Enfluran, Desfluran und
Sevofluran zeigten eine Minimierung der IS, wobei die Infarktgré3e bei Isofluran
unverandert blieb [96]. Auch fur Halothan konnte eine Verminderung des
Reperfusionsschadens in einer in vivo Studie an Kaninchen nachgewiesen
werden [97].

Es lie3 sich belegen, dass der Zeitpunkt beziglich der Gabe von Desfluran in
Bezug auf die 1S-Reduktion von Bedeutung ist. Eine Studie am in vivo Modell
von Kaninchen zeigte, dass die Verabreichung von Desfluran vor dem
Infarktereignis (Préakonditionierung) eine kardioprotektive Wirkung vermittelt.
Wird jedoch Desfluran bei der AlPost schon wahrend der Ischamiephase
verabreicht, wurde keine Kardioprotektion nachgewiesen. Lediglich in der
frihen Reperfusionsphase wurde ein kardioprotektiver Effekt bestatigt [98]. In
derselben Studie konnte bewiesen werden, dass die Desfluran-induzierte
Postkonditionierung unter der Vermittlung von NO erfolgt. Die Studie von
Haelewyn et al. steht jedoch im Widerspruch zu den Ergebnissen von Smul et
al. Sie zeigten 2004 am in vitro Modell von Ratten, dass Desfluran eine
Kardioprotektion zeitlich unabhangig, also auch wahrend der Ischamiephase,
erzielt [99].
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Bei der AlPost konnte ebenfalls die Beteiligung des RISK pathways gezeigt
werden. Chiari et. al konnten 2005 erstmals am in vivo Kaninchenmodell
nachweisen, dass der PI3K-Signaltransduktionsweg nicht nur bei der IPost,
sondern auch bei der AlPost mit Isofluran aktiviert wird [100]. Zudem konnte in
derselben Studie gezeigt werden, dass Isofluran wahrend der frihen Phase der
Reperfusion die Phosphorylierung der PI3K erhoéht. Isofluran beeinflusst ebenso
die PKB, indem es die Glykogen-Synthase-Kinase 33 (GSK3R) phosphoryliert
und somit die mPTP inhibiert [101]. Durch die Inhibition entsteht ein
kardioprotektiver Effekt, da die Offnung der mPTP ein Indikator fiir Apoptose
und Nekrose bei einem ischamischen Reperfusionsschaden ist [102, 103].

Zudem wurde belegt, dass die AlPost wie auch die APC Uber B-AR vermittelt
wird, da eine kurzzeitige Blockade der Rezeptoren die AlPost mit Desfluran
aufhebt. Gleichzeitig wurde in der Studie bewiesen, dass eine 3;-Blockade

wahrend der Reperfusion kardioprotektiv wirkt [104].
1.3 R-adrenerge Rezeptoren

Die R-adrenergen Rezeptoren (R-AR) gehoren zu der Klasse der
Adrenorezeptoren und werden in a-, 3;- RB2- und 33-Subtypen unterteilt. Am
Herzen kommt in grolRer Menge der 3;-AR, aber auch der 3,-AR ist vertreten.
Somit sind etwa viermal so viele 3;-AR gegenuber 3,-AR vertreten [105]. Die
Aktivierung der 3;-AR und der nachgeschalteten Signaltransduktionskaskade
bewirkt eine Steigerung der Inotropie und Chronotropie. Im Ventrikel resultiert
nach Stimulierung des R;-AR eine maximale Kontraktionskraft, durch

Stimulierung des 3,-AR wird nur eine submaximale Kraft erreicht [106].

1.3.1 Funktion der Betarezeptoren

B-AR fuhren zu einer Kopplung der G-Proteine, wobei die [;-AR Gs
(stimulatorisches G-Protein)-gekoppelt sind und die 3,-AR zusatzlich auch Gy
(inhibitorisches G-Protein)-gekoppelt sein kdnnen. Bei dem Signalweg tber Gs-
Proteine werden nach Aktivierung der 3-AR durch die kdrpereigenen Hormone

Noradrenalin oder Adrenalin die Adenylylcyclase (AC) aktiviert. Die AC

-16 -



Einleitung

katalysiert die Bildung des second messengers CcAMP (zyklisches
Adenosinmonophosphat), dessen Konzentrationsspiegel sich im Zytosol erhoht.
Durch cAMP wird die PKA aktiviert und diese phosphoryliert sarkolemmale L-
Typ Ca?*-Kanéle. Die Phosphorylierung der L-Typ-Ca®*-Kanale bewirkt einen
Ca?*-Einstrom in die Zelle und triggert tiber die Ryanodinrezeptoren die Ca*'-
ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA), damit weiteres Ca®" aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) ausstromt. Die Kalziumionen binden
an das Troponin C der Myofilamente und erreicht damit die Kontraktion [107-
109]. Infolgedessen entsteht die positiv chronotrope, inotrope und lusitrope
Wirkung am Herzen.

Bei steigender intrazellularer Kalziumkonzentration binden die Kalziumionen an
den Calmodulinrezeptor, der wiederum die Calcium-Calmodulin-Kinase
(CamKIl) aktiviert. CamKIl ist somit fir den Kalziumhaushalt zustandig, indem
es Kalziuminonen zurick in das SR transportiert. Phospholamban (PLB),
welches am SR lokalisiert ist, wird durch die Camkll an Threonin-17 oder PKA-
abhangig an Serin-16 phosphoryliert. In diesem Zustand wird die Aktivitat der
SERCA gesteigert und weitere Kalziumionen ins SR aufgenommen [110]. Zhu
et al. zeigten, dass die Apoptose nicht nur Uber die cAMP-PKA-
Signaltransduktion erfolgt, sondern auch nach anhaltender 3;-AR-Stimulation
PKA-unabhéngig tber die CamKII [111].

Nach persistierender [3,-Stimulierung erfolgt eine Umkopplung des Gs-
abhangigen auf den G;-PISK-PKB/AKT-Signalweg und auf die Gi-MAPK/ERK-
Signalkaskade. Diese Umschaltung entsteht vermutlich durch die PKA-
vermittelte Phosphorylierung des Rezeptors. Folglich kann das Gi-Protein an
den Rezeptor binden, wobei die Gs-AC-cAMP-PKA-Signaltransduktion inhibiert
wird. Die Aktivierung der PKB/AKT und der ERK hemmt die Offnung der mPTP-
Kanale und I6st dadurch antiapoptotische Effekt aus (Abbildung 3: 3-adrenerge
Signaltransduktion in Kardiomyozyten: [112, 113]). Des Weiteren kann auch die
Aktivierung des antiapoptotischen EGFR-ERK-Signalwegs uber [3-Arrestin 1
(Arrbl) G-Proteinunabhangig erfolgen. Nach Stimulierung des 3;-AR wirkt
Arrbl  mit als G-Protein-Ligand. Mit Hilfe der G-Proteingekoppelten
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Rezeptorkinase 5/6 (engl. G-protein coupled receptor kinase, GRK 5/6) wird
das Signal Uber Matrix-Metalloproteinasen (MMP) an HB-EGF weitergeleitet.
HB-EGF dient als Ligand fir EGFR (engl. epidermal growth factor receptor;
epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) welcher durch Phosphorylierung die
ERK stimuliert. Diese |0st wie bei der Gi-gekoppelten Signaltransduktion die
antiapoptotische Wirkung durch die verminderte Offnungswahrscheinlichkeit der
mPTP-Kanéale aus [114, 115].

R1-AR R2-AR
Extrazellular

MMP Zellmembran

t Arrbl :
Gi "
@' Intrazellular
HB-EGF
l GRK 5/6 AC

Abbildung 3: R-adrenerge Signaltransduktion in Kardiomyozyten:

Gs (stimulierendes G-Protein); Gi (inhibitorisches G-Protein); AC (Adenylylzyklase);
cAMP  (zyklisches  Adenosinmonophosphat); PKA (Proteinkinase A); SR
(sarkoplasmatisches Retikulum); SERCA (Ca2+-ATPase des sarkoplasmatischen
Retikulums); PI3K (Phosphatidylinositol3-Kinase); PKB (Proteinkinase B); ERK
(extrazellular regulierte Kinase); GRK (G-protein gekoppelte rezeptor kinase); HB-EGF
(engl. heparin-binding epidermal growth factor, heparinbindender epidermaler
Wachstumsfaktor); EGFR (engl. epidermal growth factor receptor, epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor); Arrbl (R-Arrestin); MMP (Matrix-Metalloproteinase); mPTP
(engl. mitochondrial permeability transition pore, mitochondriale Permeabilitatspore) P

(Phosphorylierung); modifiziert nach Xiao 2006
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1.3.2 Kardioprotektion durch Betablocker

Betablocker blockieren kompetitiv 3-AR [116]. Es gibt unselektive und selektive
Betablocker. Zu den unselektiven gehort beispielsweise Propanolol. Dieser
blockiert beide Subtypen: [3; und R,. Die selektiven Betablocker wirken
hauptsachlich, aber nicht nur, auf den 3;-AR. Hierzu gehdren Bisoprolol,
Metoprolol oder auch Atenolol. Es existiert eine weitere Gruppe von
Betablockern, die sogenannte dritte Generation. Beispiele sind Nebivolol und
Carvedilol, der zusatzlich noch dilatatorische Eigenschaften besitzt [117].
Betablocker wirken negativ chronotrop, dromotrop, inotrop und lusitrop. Durch
den negativen inotropen und chronotropen Effekt kann der Sauerstoffverbrauch
gesenkt werden. Deswegen werden sie haufig bei Arrhythmie, Hypertonie,
Herzinsuffizienz und bei Myokardinfarkten zur besseren Prognose eingesetzt
[118].

Bei einer in vitro Studie an Schweinen wurde wahrend der Ischamiephase ein
Anstieg von den Katecholaminen Noradrenalin, Adrenalin und Dopamin im
myokardialen Interstitium registriert. Der groRte Konzentrationsanstieg war bei
Noradrenalin zu verzeichnen [119]. Spear et al. fanden heraus, dass eine
Blockade der 3;-AR kardioprotektiv wirkt und genauso effektiv zu sein scheint
wie die Prakonditionierung [67]. Dieselbe Arbeitsgruppe fand in einer zuvor
durchgefiihrten Studie heraus, dass die Kardioprotektion durch die [3;-AR-
Blockade PKA-abhéngig ist und die PKA-Blockade wahrend der Reperfusion
den IRI verminderte [120]. Die [3;- und [3,-AR scheinen jedoch gegenteilige
Effekte auszulosen. Die Aktivierung des 3;-AR hat nicht nur Auswirkungen auf
die Ino- und Chronotropie, sondern leitet auch die Apoptose in der Ischamie-
und Reperfusionsphase ein. Der 3;-AR wirkt Uber den cAMP-PKA-Signalweg
apoptotisch. Der 3,-AR hingegen ist Gj-gekoppelt und aktiviert die ERK, die
eine antiapoptotische Wirkung auslést. Im Umkehrschluss wurde die ERK-
vermittelte Kardioprotektion aufgehoben, indem ein Gi—Inhibitor, das

Pertussistoxin, zugegeben wurde [121].

In der Aktualisierung der Leitlinien der AHA (American Heart Association) und

ACCF (American College of Cardiology Foundation) von 2009 wird eine
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Fortfihrung der Gabe von Betablockern perioperativ empfohlen (Klasse-I-
Empfehlung), wenn die Patienten schon praoperativ mit Betablockern behandelt
wurden [122]. Schon in den 1990er Jahren wurde die kardioprotektive Wirkung
von Betablockern, die perioperativ verabreicht wurden, belegt. In dieser
randomisierten, doppelblinden Studie wurden Risikopatienten entweder
Atenolol oder ein Placebo verabreicht. Es liel3 sich belegen, dass myokardiale
Ischamien postoperativ bei der Gabe von Atenolol um etwa 50% reduziert
wurden [123]. Auch Mangano et al. verabreichten in einer Studie entweder
Atenolol oder ein Placebo an Patienten mit einem Risiko fUr eine koronaren
Herzkrankheit. Die Gabe des Betablockers erfolgte vor und sofort nach der
nichtkardialen Operation intravends und weiterhin oral wahrend des
Krankenhausaufenthaltes. Die Ergebnisse zeigten, dass die Mortalitat und
kardiovaskuldare Komplikationen in der Atenololgruppe besonders wéhrend der
ersten sechs bis acht Monate nach der Entlassung aus dem Krankenhaus
reduziert wurden. Diese protektiven Effekte hielten mindestens bis zu zwei
Jahre an [124]. Hingegen wurde zwar in der POISE Studie die positive Wirkung
perioperativer Betablockade bezuglich des Myokardinfarktes bestatigt, jedoch
wiesen die Patienten mit einem Risiko fur Atherosklerose, die Metoprolol
erhielten, eine hohere Inzidenz auf an einem Apoplex zu erkranken oder an den
Folgen kardiovaskularer Komplikationen zu versterben als jene, die lediglich ein
Placebo erhielten. Die Metoprolol- oder Placebogabe erfolgte zwei bis vier

Stunden vor dem Eingriff und wurde fir 30 Tage postoperativ fortgefuhrt [125].

Dartber hinaus wurde in einer Kklinischen Studie belegt, dass eine
Kurzzeitapplikation von Metoprolol nach einem akuten Ml die IS reduziert, wenn

es vor der Wiederherstellung der Reperfusion verabreicht wird [126].

1.3.3 Langzeitbetablockade und Kardioprotektion

Die Aktivierung des Sympathikus und der damit im zusammenhangstehende,
zuvor erwdhnte Anstieg der Katecholamine ist ein wichtiger Mechanismus, um
wahrend einer Ischamie das kardiale Auswurfvolumen aufrecht zu erhalten und
die Inotropie zu gewdhrleisten. Eine langanhaltende Stimulation des
Sympathikus hat jedoch schwerwiegende Folgen und fuhrt zu einer Progression
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der chronischen Herzerkrankung [127]. Die negativen Auswirkungen eines
langanhaltenden Uberschusses an Katecholaminen wurden zum Einen in vitro
an Kardiozyten gezeigt, bei denen Noradrenalin toxische Effekte verursachte
[128]. In klinischen Studien wurde belegt, dass Pharmaka, die einen Anstieg an
Katecholaminen hervorrufen, eine Erhdhung der Morbiditat und Mortalitat bei
Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz  hervorrufen [129]. Eine
Verbesserung der kardialen Parameter kann jedoch mit der

Langzeitanwendung von Betablockern erzielt werden.

Es zeigte sich, dass die Verbesserung der Symptome der Herzinsuffizienz und
die geringere Morbiditat dosisabhangig sind. Die Verminderung der
Gesamtmorbiditat und das Risiko fur einen Krankenhausaufenthalt aufgrund
von kardiovaskularen Erkrankungen wurde um 71% mit 5 mg Carvedilol und um
80% mit 20 mg Carvedilol pro Tag reduziert [130]. In der COMET Studie stellte
sich heraus, dass die Mortalitdt unter Carvediloltherapie bei Herzinsuffizienz

geringer war als unter Metoprololgabe [131].

In einer weiteren in vitro Studie wurden Membranen von menschlichen
Ventrikelzellen entnommen und demonstriert, dass die Dichte der 3;-AR bei
Herzinsuffizienz im Ventrikel stark abnimmt, die der R,-AR jedoch nahezu
konstant bleibt [132]. Schon 1989 verzeichneten Heilbrunn et al. in einer
klinischen Studie an Patienten mit dilatativer Kardiomyopathie eine Zunahme
der 3-Rezeptorendichte unter der Gabe von Betablockern. Metoprolol wurde
Uber sechs Monate verabreicht und die Dichte zu Beginn und nach
sechsmonatiger Verabreichung ermittelt. Es stellte sich heraus, dass sich die
Dichte der R-AR nach der halbjahrigen Behandlung mit Metoprolol verdoppelt
hat. Dieser Anstieg ging mit einem verbessertem Ansprechen der 3-AR auf
Katecholamine einher [133]. Eine Zunahme der R-AR war unter Gabe des
Betablockers Carvedilol nicht festzustellen und auch keine Sensibilisierung des

auf den katecholaminansprechenden Signalweg [134].

Das Pha&nomen der Sensibilisierung der 3-AR wurde von Hall et al. in vitro und
in vivo bestatigt. Die Studie ergab, dass durch Atenolol eine hdhere

Empfindlichkeit der R,-AR auf Katecholamine erzielt wurde und durch [3,-
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Stimulierung bessere inotropische Effekte resultierten [135]. Dieses Phanomen
bestétigte die Arbeitsgruppe um Motomura, die ebenfalls eine Sensibilisierung
des Rezeptors in vitro feststellten, obwohl die Dichte der [,-AR unter
Betablockergabe unveréndert blieb und nur die Dichte der [3;-AR anstieg [136].
Ferner zeichnete sich eine verbesserte Ansprechbarkeit der 3,-AR verursacht
durch 3;-AR-Blocker in vivo aus [137].

Die Gabe von Langzeitbetablockern hatte zudem einen positiven Effekt auf die
diastolischen Funktion bei Patienten mit vermindertem Auswurfvolumen [138].
Unter Metoprolol konnte eine Verbesserung der linksventrikularen Fillung in der
Diastole nach einem akuten Myokardinfarkt festgestellt werden. Die
Veranderungen in der Diastole traten wahrend der ersten drei Monate der
Metoprololgabe auf, nach zwdlf Monaten eine Verbesserung in der Systole
[139].

So konnte in vielen Studien die kardioprotektive Wirkung von Betablockern
bewiesen werden, jedoch muss die ambivalente Rolle der B-AR berucksichtigt
werden. Es wurde bestatigt, dass eine Betablockade so effektiv wie eine
Prakonditionierung zu sein scheint [67]. Andererseits fuhrt eine akute
Betablockade mit Esmolol zu einer Aufhebung der APC mit Desfluran und

Sevofluran und zu einer Abschwéchung der IPC [86].
1.4 Hypothese

Ziel dieser Arbeit ist, die Etablierung und molekularbiologische
Charakterisierung einer Langzeitbetablockade der Maus. Dieses neue Modell
soll Anwendung in der Erforschung des Ischamie-Reperfusionsschadens und

der Kardioprotektion durch Anasthetika-induzierte Konditionierung finden.

1. Die Langzeitbetablockade fuihrt im Verlauf zu transkriptionellen und
translationellen Veranderungen im 31-AR abhangigen
Signaltransduktionsweg

2. Die Langzeitbetablockade fiuhrt zu Verdnderungen der invasiv

gemessenen Hamodynamik nach 21 Tagen
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3. Die Langzeitbetablockade fuhrt zu einer Reduktion der

Herzinfarktgro3e im akuten in vivo Herzinfarktmodell der Maus
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2 Material und Methoden

2.1 Tierhaltung und Versuchstiere

Gemald dem Tierschutzgesetz zu Versuchen an lebenden Tieren wurde ein
Tierversuchsantrag gestellt und dieser von der Regierung Unterfranken in
Wirzburg unter dem Aktenzeichen 55.2-2531.01-11/10 genehmigt.

Vor der Durchfuhrung der experimentellen Versuche wurden die Tiere in den
Tierstallen des Universitatsklinikums gehalten und mit fester Nahrung und

Wasser ad libidum versorgt.

2.2 Langzeitbetablockade mittels osmotischer Pumpen

2.2.1 Funktion osmotischer Pumpen

Die Australischen Wissenschaftler Rose und Nelson entwickelten schon 1955
Osmotikpumpen zur kontinuierlichen Pharmakonabgabe [140]. Mit Hilfe dieser
osmotischen Pumpen (ALZET®) kénnen pharmazeutische Wirkstoffe mit einer
Freisetzungsrate von 0,11-10,0 ul/Stunde bis zu sechs Wochen verabreicht
werden. Die Abgabe der Arzneimittel beruht auf der osmotischen Druckdifferenz
zwischen dem salzhaltigen Innenraum der Pumpe und dem umgebenen
Gewebe. Aufgrund der Osmolaritat kann Wasser aus dem Gewebe durch eine
semipermeable Membran in die salzhaltige Kammer der Pumpe einstrémen.
Das Salz verbleibt aufgrund der semipermeablen Membran im Innenraum. Das
Wasser bewirkt eine Kompression der elastischen Zwischenwand des mit der
Arznei gefillten Reservoirs der Pumpe und der Wirkstoff kann kontrolliert und
kontinuierlich heraustreten. Die aul3ere Membran der osmotischen Pumpe sorgt
dafiir, dass physikalische oder chemische Eigenschaften des Medikaments,
beispielsweise grof3e oder ionisierte Molekile, keinen Einfluss auf die Abgabe

haben und das Arzneimittel trotzdem kontinuierlich ausgestol3en werden kann.
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2.2.2 Durchfihrung der Pumpenimplantation

Fur die Implantation der Pumpen wurden die Tiere mit Isofluran in Narkose
gelegt. Danach erfolgte ein Hautschnitt unter streng sterilen Kautelen dorsal
rechts am Ricken. Subkutan im Fettgewebe wurde eine Tasche préapariert und
die Pumpe implantiert. Anschlielend erfolgte zur Schlieliung des Hautschnittes

eine Naht mit einem monofilen, nicht resorbierbaren Faden.

In den Versuchen wurden von ALZET® osmotische Pumpen (Typ 1004, Durect
Corporation, Cupertino, CA, USA) mit einer Freisetzungsrate von 0,11 ul pro
Stunde Uber 21 Tage gewahlt, wobei die Pumpen laut Herstellerangaben bis zu
sechs Wochen verbleiben kénnen. Fir die Versuche wurden die Mause in zwei
Gruppen eingeteilt: Die erste Gruppe erhielt gewichtsadaptiert den Betablocker
Metoprolol mit 10 mg/kg KG und die Kontrollgruppe 0,9%iges NaCl.

2.2.3 Narkose und Beatmung

Fur die invasive Blutdruckmessung mittels linksventrikularem Conductance-
Katheter, die Organentnahmen fir die molekularbiologische Auswertung und
die Infarktinduktion wurden die Mause in Narkose gelegt. Die Tiere erhielten zur
Einleitung der Narkose eine intraperitoneale Injektion von 0,06 mg/g KG
Natrium-Pentobarbital (1,9 ml Pentobarbital, Merial, Hallbergmoos). Mit Hilfe
des FuBwegzieh-Reflexes durch Druck auf den Zehenzwischenraum wurde die
Anasthesietiefe Uberprift und gegebenenfalls 0,015 mg/g KG Natrium-
Pentobarbital verabreicht.

Fur die Intubation wurden die Mause in Rickenlage auf einer Warmeplatte
(TKM-0902, Fohr Medical Instruments GmbH, Seeheim) fixiert und der Hals
Uberstreckt. Mit Hilfe eines anal gesetzten Messfuhlers (Fohr Medical
Instruments GmbH, Seeheim) konnte die Aufrechterhaltung der
Korpertemperatur von 37°C Uberprift werden. Der Ober- und Unterkiefer wurde
mit einer Péan-Klemme (BD312R, Aesculap, B. Braun AG, Melsungen)
auseinander gehalten, sodass die Intubation mit einem 22-G-
Venenverweilkatheter (B. Braun AG, Melsungen) erfolgen konnte. Die korrekte

Lage des Tubus wurde anhand der Thoraxbewegungen Uuberprift. Die
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Beatmung erfolgte druckkontrolliert bei einer Wassersaule von 32-34mm und
50% Sauerstoff und 50% Raumluft (SAR-830/p-Ventilator, CWE, Fohr Medical
Instruments GmbH, Seeheim) Die Extremitaten wurden jeweils mit Elektroden

zur Aufzeichnung des EKGs (Fohr Medical Instruments, Seeheim) versehen.

2.2.4 Protokoll zur invasiven Hamodynamik

2.2.4.1 Hamodynamische Messung mit Conductance-Katheters

Das Druck-Volumen-Diagramm gibt Aufschluss tber die Hamodynamik des
Herzens. Mittels eines Conductance-Katheters wird im linken Ventrikel das
systolische und diastolische Druck-Volumen-Verhéltnis in Echtzeit gemessen.
Daraus lassen sich die Herzleistung, der Auswurfanteil sowie das
Schlagvolumen ableiten. Diese Methode wird eingesetzt bei Herzfehlermodellen
oder bei Tieren, die wahrend eines Experiments pharmakologisch
beziehungsweise toxikologisch beeinflusst werden, um Veradnderungen der
Herzleistung festzustellen. Der Conductance-Katheter ist zur Zeit die
verlasslichste und auf Grund der Weiterentwicklung im Bereich der
Miniatursensoren die am haufigsten angewendete Methode seit der 1990er

Jahre auch bei Nagetieren [141].

2.2.4.2 Funktion des Conductance-Katheters
Die Technik beruht auf der Messung der Leitfahigkeit des Blutes (Konduktanz)

woraus das Volumen des linken Ventrikels bestimmt werden kann.

Der Katheter besteht aus einem Sensor, der entweder bei geschlossenem
Thorax Uber die Arteria Carotis oder bei offenem Thorax Uber die Herzspitze
eingefuhrt wird. Der Vorteil des geschlossenen Vorgehens besteht aus dem
weniger invasiven Vorgehen und der daraus resultierenden hdheren Stabilitat
der Tiere Uber einen langeren Zeitraum, beispielsweise einer Arzneimittelgabe
wahrend eines Versuches. Zudem ist der arterielle Druck Uber die Arteria
Carotis leichter zu bestimmen. Nachteile gegentber der offenen, invasiveren
Methode ergeben sich bei extremer Hypertonie, Arteriosklerose oder
Verkalkung der Aortenklappe [142].
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Zusatzlich werden vier Elektroden verwendet, die paarweise ober- und
unterhalb des Sensors angebracht werden. Es fliel3t ein konstanter Strom und
es entsteht ein elektrisches Feld an den beiden &uf3eren Elektroden. An den
inneren Elektroden wird eine Potenzialdifferenz aufgezeichnet und damit die
Konduktanz gemessen. Da jedoch auch das umliegende Gewebe eine
Konduktanz aufweist, muss das reale Blutvolumen mit Hilfe einer Kalibrierung
errechnet werden. Die Formel zur Berechnung des intrakavitaren Volumens

lautet
V = 1/a (oL?)(G-Gy).

Hierbei ist a der Volumenkalibrationsfaktor, p der elektrische Widerstand des
Blutes, L die Distanz zwischen den Elektroden, G die gesamte Konduktanz und

G, die parallele Konduktanz des umgebenen Gewebes [143].

Zur Ermittlung des intrakavitdren Volumens wird eine Infusion mit hypertoner
Kochsalzlésung angelegt, die unter gleichbleibendem Volumen im Ventrikel die
parallele Konduktanz des umgebenen Gewebes misst. Subtrahiert man diesen
Wert von der gesamten Konduktanz, erhalt man das intraventrikulare
Blutvolumen [142].

2.2.4.3 Durchfuhrung der Katheterisierung

Fir die Messung mit Hilfe des Conductance-Katheters wurden insgesamt 16
Tiere randomisiert in eine Kontrollgruppe mit sieben Tieren und in eine
Metoprololgruppe mit neun Tieren eingeteilt. Unter dem Mikroskop (OPMI-9-FC,
Carl Zeiss, Jena) erfolgte ein Langsschnitt von ventral vom Os hyoideum bis
zum Manubrium sterni. Die rechte Arteria carotis communis wurde in einer
Lange von 2 cm unter Schonung des Nervus vagus und der umliegenden
Strukturen freiprapariert und dargestellt. Vor Einfihrung des Conductance-
Katheter (AD Instruments, Castle Hill, US; Millar Instruments Inc., Houston, Tx,
USA) wurde das kraniale und kaudale Ende des freipraparierten Anteils der
Arterie mittels Seidenfaden kurzzeitig okkludiert, um den Blutfluss zu
unterbinden. Mittels Federschere (FD242R, Aesculap, B .Braun AG,

Melsungen) wurde die Arteria carotis communis punktiert, damit der Katheter
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eingefihrt und retrograd Uber die Aorta bis in den linken Ventrikel
vorgeschoben werden konnte. Zur Lagesicherung wurde der Katheter an zwei
Seidenfaden befestigt. Die Praparation und Punktion der Vena jugularis fur den
Polyethylen(PE)-Katheter (0,28-0,96 mm PE-Schlauch Hartenstein, Wirzburg)
zur kontinuierlichen Volumenapplikation (20 pl/g KG/h) mit Elektrolytlosung
(Sterofundin, B. Braun AG, Melsungen) erfolgte in gleicher Weise.
AnschlieBend wurde der Hautschnitt mit einem monofilen nicht resorbierbaren
Faden (5.0 Prolene, Ethicon inc. Somerville, NJ, USA) und Einzelknopfnahten

verschlossen.

2.2.5 Protokoll zur Organentnahme fir molekularbiologische

Untersuchungen

Die Pumpenimplantation, Narkose und Monitoring erfolgten wie bei dem
Protokoll zur invasiven Hamodynamik. 20 Tiere wurden randomisiert in funf
Gruppen mit jeweils vier Tieren eingeteilt. Die Organentnahmen fir die
Molekularbiologie wurden jeweils nach 0O, 3, 7, 14 und 21 Tagen durchgefihrt.
Es erfolgte eine Thorakotomie im 4. Interkostalraum links und die Darstellung
des Herzens. Die Herzen wurden zlgig entnommen und in einer auf Eis
stehenden Schale mit gekihltem 0,9%igen NaCl gewaschen. Anschliel3end
wurden die Vorhofe und die Ventrikel voneinander separiert. Fir die
Auswertung wurde nur der linke Ventrikel herangezogen. Diese wurde in ein 1,5
ml Reaktionsgefal? (Eppendorf, Hamburg) mit flussigem Stickstoff gegeben und

bis zur molekularbiologischen Untersuchung bei -80°C schockgefroren.
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Pumpen- Pumpen-

implantation
: 10 mg/kg KG/d Metoprolol entnahme

........................................................................................... 5
0 oder 0,9%iges NaCl &

0 3 7 14 21 d
HD HD HD HD HD
PCR/WB PCR/WB PCR/WB PCR/WB PCR/WB

Abbildung 4: Graphische Darstellung des LTBB TC Modells an der Maus:

d (Tage); HD (Hamodynamik); PCR (engl. polymerase chain reaction,
Polymerasekettenreaktion); WB (Western Blot)

2.2.6 Protokoll des in vivo Ischamie/Reperfusionsmodells

2.2.6.1 Infarktinduktion

Fur die Infarktinduktion und die anschlieBende 1S-Bestimmung wurde das
Protokoll modifiziert. 14 Tiere wurden randomisiert in zwei Gruppen eingeteilt,
wobei acht Tiere der Kontrollgruppe und sechs Tiere der Metoprololgruppe
angehorten. Alle Tiere erhielten Uber 21 Tage den Betablocker oder 0,9%iges
NaCl. Pumpenimplantation, Narkose und Monitoring erfolgten wie bei der
Durchfihrung der hamodynamischen Messung. Es erfolgte keine invasive
Messung der Hamodynamik mittels Conductance-Katheter - der arterielle Druck
wurde mittels PE-Katheter in der Arteria carotis communis (0,58-0,96 PE-
Schlauch, Hartenstein, Wirzburg, Druckwandler: Combitrans, B. Braun AG,
Melsungen) bestimmt. Das Vorgehen entsprach analog der Katheterisierung

der Vena jugularis zur Aufrechterhaltung der Flissigkeitshoméostase.

Es wurde eine Thorakotomie links im vierten Interkostalraum vorgenommen und

das Herz dargestellt. Anschlie3end folgte die stumpfe Er6ffnung des Perikards.
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Ein prominenter Ast der linken Koronararterie, welcher der LAD (engl. left
anterior ascending) entspricht, wurde aufgesucht und mittig zwischen
Herzspitze und -basis mit einem chirurgischen Faden (6/0 Perma-Hand® Seide,
Ethicon inc, Somerville, USA) umschlungen. Durch einen Silikonschlauch, der
als Okkluder diente, wurden beide Fadenenden gezogen. Somit konnte eine
Okklusion der Arterie erreicht werden. Nach 30 Minuten der Baseline wurde die
LAD reversibel fir 45 Minuten okkludiert. Anschliel3end erfolgte die 180-
minutige Reperfusion (Abbildung 5).

Durch die Applikation von zwei hdngenden Gewichten an dem Faden, wurde
die Okklusion durch den Zug der Gewichte erreicht. Dabei verblasste das durch
den LAD versorgte Areal und im EKG war eine ST-Streckenhebung zu
verbuchen. Durch das Losen der Gewichte konnte die Reperfusion nach 45
Minuten der Okklusion gewahrleistet werden. Es war eine Hyperamie des

Myokards und ein Rickgang der ST-Streckenhebung im EKG zu beobachten.

21d | 30min | 45min | 180 min
! |

10malkg KGid Metoprolol oder 0,9%iges NaCl | Baseline ERNGTE Reperfusion

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Gesamtprotokolls der LTBB und

Infarktinduktion an der Maus

2.2.6.2 InfarktgroBenbestimmung

Um die IS zu bestimmen, wurde zunachst der LAD erneut okkludiert und tber
den Zugang der Arteria carotis communis 0,7 ml Heparin mit 500 IE/ml (25
000IE, Ratiopharm GmbH, Ulm) und 0,5 ml Patentblau (0,1 g/ml; Sigma-Aldrich;
St.Louis, MO, USA) verabreicht. Das nicht von der Ischdmie betroffene Areal

stellt sich als blau geféarbt dar, das ischdmische Areal stellt sich als blass dar.
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Anschliel3end wurde eine letale Dosis von Natrium-Pentobarbital intraperitoneal

appliziert.

Zuerst wurden die Vorhofe separiert und danach beide Ventrikel voneinander
getrennt. Der linke Ventrikel wurde fur 25 Minuten bei -25°C gefroren und
anschlielend von der Basis zur Spitze in funf bis sieben Scheiben mit einer
Dicke von 1 mm geschnitten. Um das noch vitale Risikoareal (AAR, engl. area
at risk) von dem ischamischen Gewebe zu unterscheiden, wurden die
separierten Anteile fir 25 Minuten in Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC, 100 mg
TTC/l in Phosphatpuffer, pH 7,4; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St.Louis, MO,
USA) gegeben. Daraufhin wurde das Gewebe fur zwdlf Stunden in 3,5%igem
Formaldehyd gelegt. TTC wird mit Hilfe von oxidativen Enzymen zu Formazan
reduziert, welches dann rétlich erscheint. Somit kann vitales vom nekrotischen

Myokardgewebe, welches sich als grauweil3 darstellt, unterschieden werden.

Darauffolgend konnte die gravito-planimetrische Auswertung erfolgen. Dazu
wurde jeder Schnitt fotografiert (Finepix S3 Pro, Fuijifilm, Tokyo, Japan; Blitz:
Sigma Ringblitz EM 140 DG NA-ITTL) und gewogen. Mit Hilfe eines
Computerprogrammes (Adobe Photoshop 8.0.1, Adobe Systems Inc, San Jose,
CA, USA) konnte die AAR (ist die Summe aus vitalem und irreversibel
infarziertem Areal) und die IS gemessen werden. Die IS versteht sich als
Prozentwert von der AAR. Die Tiere, bei denen der Anteil der AAR unter 15%
von der Gesamtmasse des linken Ventrikels lag, wurden bei der Auswertung
nicht bericksichtigt. Ferner unbericksichtigt in Bezug auf die Auswertung
blieben Tiere, die wéahrend des Experiments unter Kammerflimmern oder

linksventrikularem Pumpversagen litten.

2.3 Molekularbiologische Auswertung

2.3.1 Herstellung der Lysate

Um die Lysate herzustellen, wurde zunachst der linke Ventrikel in die dem
Morser zugehérige Glasrohre gegeben. Zusatzlich wurde 750 pl RIPA-Puffer

hinzugegeben. Der RIPA-Puffer wurde zuvor mit Proteaseinhibitoren (Complete
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Protease Inhibitor Cocktail Ultra Tablets mini; Roche, Mannheim) und fur
phosphorylierte Proteine mit Phosphataseinhibitoren (phosStOP Phosphatase
Inhibitor Cocktail Tablets; Roche, Mannheim) versetzt. Die Glasrbhre wurde zur
Kihlung des Ventrikels in ein 150-ml-Becherglas mit Eis gestellt und im
Homogenisator (IKA ®RW 14 basic) bei 800 rpm fir zweimal 30 Sekunden
homogenisiert. Mit Hilfe einer Glaspipette wurde das Homogenisat in ein 1,5-ml-
Mikroreaktionsgefald (Safe Seal; Sarstedt, Niumbrecht-Rommelsdorf) gefillt. Die
Probe wurde in die auf 4°C gekuhlte Zentrifuge (Eppendorf 5418R; Wesseling-
Berzdorf) fur funf Minuten bei 11.600 rpm gegeben. Der durch das
Zentrifugieren entstandene Uberstand wurde mit einer 1000 pl-Pipette
(Research; Eppendorf, Hamburg) abgenommen und in ein Mikroreaktionsgefaf}
gefullt, das verbliebene Pellet wurde verworfen. Die Probe wurde bis zum

weiteren Gebrauch bei -80°C eingefroren.

RIPA-Puffer:
0,5 ml lgepal CA-630 (1%)
0,25¢ Sodium deoxycholate (0.5%)
0,05¢ SDS (0,1%)
49,5 ml PBS

2.3.2 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe der BCA-Methode.
Diese Methode basiert auf der Reduktion von Cu®* (Kupfer) zu Cu® mittels
Proteine in alkalischem Milieu. Cu” bildet einen purpurfarbenen Komplex mit der
Bicinchoninsaure (BSA), dessen Absorption photometrisch bestimmt werden

kann. Das Absorptionsmaximum liegt bei 562 nm.

Um eine Eichkurve als Standard zu erstellen, wurde eine Verdinnungsreihe mit
bekannter Endkonzentration von 2000 pg/ml bis 25 pg/ml aus einer BSA-
Stocklésung (Albumin Standard, Pierce®; Rockford, Il, USA) hergestellt. Als

Verdunnungslosung diente RIPA-Puffer (s.0.). Die Verdlinnungsreihe wurde
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doppelt in 96-well-Mikrotestplatten aufgetragen. Die noch freien wells dienten
der Auftragung der zu bestimmenden Probe, der ebenfalls RIPA-Puffer in einer
Verdinnung von 1:10 zugesetzt wurde. Danach folgte die Zugabe der BCA-
working Reagenz A und B (Pierce®; Rockford, Il, USA) mit einer Multipipette in
alle zuvor befuliten Wells. Vor dem 30-mindtigen Inkubieren bei 37°C im

Inkubator, wurde die Mikrotestplatte fur drei Minuten auf den Schiittler gestellt.

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die Mikrotestplatte in ein
Messgeréat (sunrise, TECAN; Crailsheim) gestellt und mit Hilfe des Programmes
,Magellan“ die Extinktion gemessen. Die Proteinkonzentration ergibt sich aus
dem Vergleich der unbekannten Probe mit der Verdinnungsreihe bekannter
Proteinkonzentration. Damit die Proben fir die nachfolgende Elektrophorese
geeigneter und auch haltbarer werden, wurde ihnen vierfacher Lammlipuffer mit
6 % B-Mercaptoethanol zugesetzt. Diese Verdinnung musste allerdings bei der

Proteinkonzentrationsbestimmung bertcksichtigt und umgerechnet werden.

2.3.3 Elektrophorese

Das SDS-Page-Elektrophoreseverfahren diente dazu, Proteine nach ihrer

Molekulgréf3e aufzutrennen.

Vor dem GieBen des Gels wurden die Glasplatte mit integriertem
Abstandshalter von 1,5 mm (Bio-Rad Laboratories GmbH; Minchen) und die
plane Glasplatte (Bio-Rad Laboratories GmbH; Mtinchen) mit 70%igem Alkohol
gereinigt. Die plane Glasplatte wurde Uber den Abstandshalter der anderen
Glasplatte gelegt, so dass innen ein Raum fur das Gel entstand. Beide Platten
wurden in einen speziellen Gelrahmen (Bio-Rad Laboratories GmbH; Miinchen)
hineingeschoben und in einem Giel3stand (Bio-Rad Laboratories GmbH;
Minchen) befestigt.

Als erstes wurde das gegossene 10%ige Trenngel bis circa 1,5 cm unterhalb
der planen Glasplatte eingeflillt. Der freibleibende Platz diente fur das spater
gegossene Sammelgel und wurde fur die 20-minltige Polymerisierung des
Trenngels vorsichtig mit destilliertem Wasser (berschichtet. Nachdem das

Trenngel ausgehartet war, wurde das Uberschichtete Wasser abgegossen und
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ein 1,5 mm-Kamm mit 15 Geltaschen (Bio-Rad Laboratories GmbH; Miinchen)
ebenfalls mit 70%igem Alkohol gereinigt und bereitgelegt. Das angesetzte
Sammelgel wurde eingebracht und der Kamm hineingeschoben. Nach weiteren

20 Minuten war auch das Sammelgel auspolymerisiert.

Der Giel3stand und der spezielle Gelrahmen konnten entfernt und die
Glasplatten mit dem polymerisierten Gel in die Elektrophoresekammer (Mini-
PROTEAN® 3 Cell, Bio-Rad Laboratories GmbH; Minchen) eingebaut werden.
Nachdem der Elektrophoresepuffer in die innere und aul3ere Kammer gefillt
wurde, konnte der Kamm aus dem Sammelgel entfernt werden. Um eventuelle
Gelreste aus den Taschen zu entfernen, erfolgte eine Durchspulung der

Geltaschen mit einer 1000 pl-Pipette (Research; Eppendorf, Hamburg).

Um einen GroRenvergleich der Proteine nach der Auftrennung zu erhalten,
wurde in die erste und letzte Tasche des Gels 1,5 pl Proteinmarker (Protein-
Marker V, PEQLAB Biotechnologie; Erlangen) gegeben. So konnte die
Molekilgrof3e des gesuchten Proteins leicht abgelesen werden. Die
Probengemische wurden aus dem -80°C-Kihlschrank auf Eis aufgetaut. Mit
Hilfe der zuvor durchgefiuihrten Messung der Proteinkonzentration (s. Kapitel
2.3.2 ) wurde die Menge an Probe fiir 40 ug Protein ermittelt und mit 0.5-20 pl-
Pipettenspitzen (Biosphere® Filter Tips, Sarstedt; Numbrecht-Rommelsdorf) in
ein Mikroreaktionsgefal® (Safe Seal 1,5 ml, Sarstedt; NUmbrecht-Rommelsdorf)
gegeben. Dieses wurde fur funf Minuten bei 95°C in einen Warmeblock
(TECHNE Dri-Block® DB 2A; Cambridge, UK) zur Denaturierung gestellt und
nachfolgend fur drei Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert (Eppendorf 5418R;
Wesseling-Berzdorf). Nachdem die Proben in die Geltaschen pipettiert wurden,
wurde die Elektrophoresekammer an die Spannungsquelle (peq Power 300,
PEQLAB Biotechnologie; Erlangen) unter Berucksichtigung der Polung bei 60
Volt fur 15 Minuten angeschlossen. Als die Proben das Sammelgel verlassen
hatten, konnte die Spannungsquelle auf 90 Volt hochgestellt werden. Hatte die
Proteinfront das untere Ende des Gels erreicht, wurde die Auftrennung der
Proteine in der Elektrophorese beendet.
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Trenngel (10%):

4 ml H,O

2,5ml 3M TRIS pH 8,8

100 pl SDS (10%)

3,33 ml Acrylamid/Bis (30:2) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

100 pl APS (10%)

10 ul TEMED (Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe)
Sammelgel:

2,85 ml H,O

1,25ml 0,5M TRIS pH 6,8

50 pl SDS (10%)

850 pl Acrylamid/Bis (30:2) (Sigma-Aldrich, Steinheim)

50 pl APS (10%)

5ul TEMED (Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe)

Elektrophoresepuffer (10fach):

60,4 g Tris (Tris ultrapure AppliChem GmbH; Darmstadt)
288 g Glycine (Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe)
209 SDS

Auf 2 Liter mit H»0 auffillen

2.3.4 Western Blot

Es wurde das semidry Blotverfahren verwendet, um die Proteine auf die
Nitrocellulosemembran (whatman®; Dassel) zu transferieren. Dazu wurden die
Nitrocellulosemembran und das Blotting-Papier auf Gelgrél3e zugeschnitten und
im Transferpuffer eingeweicht. Mit einem speziellen Glasheber (Bio-Rad
Laboratories GmbH; Miinchen) wurde die plane Glasplatte abgehoben und die
Taschen des Sammelgels abgetrennt. Im Anschluss konnte das Gel unter
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Ausschluss von Luftblasen auf die im Transferpuffer schon benetzte Membran
gegeben werden. Die Nitrozellulosemembran mitsamt Gel wurde im Semidry-
Blot (Biometra; Gottingen) auf das ebenfalls im Transferpuffer getrankte
Blotting-Papier gelegt. Oben auf das Gel wurde ein weiteres auf Gelgrol3e
zugeschnittenes Blotting-Papier gegeben und das Gerat mit einem Deckel
verschlossen. Der Semidry-Blot wurde an die Spannungsquelle fiir 90 Minuten

bei 15 Volt angeschlossen.

Nach dem Proteintransfer auf die Membran konnten das Gel mitsamt Papier
verworfen werden und mit Hilfe des Proteinmarkers die Banden markiert
werden, auf deren Hohe das gesuchte Protein und die Ladungskontrolle zu

erwarten waren.

Zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen diente vor der
Antikdrperinkubation das Blocken. Dazu wurde die Nitrozellulosemembran fur
eine Stunde bei Raumtemperatur in einer Losung mit 5% Milchpulver (Carl Roth
GmbH + Co. KG; Karlsruhe) und TBS-Tween auf dem Schuttler geblockt.

Transferpuffer (10fach):

1179 Glycine (Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe)
211 g Tris (Tris ultrapure AppliChem GmbH; Darmstadt)

auf 4 Liter mit H,0 auffillen

TBS-Tween (10fach):

84,798 g Tris (Tris ultrapure AppliChem GmbH; Darmstadt)
63,62 g NaCl

auf 4 Liter H,0 auffullen

mit HCI auf pH 7,6 titrieren

2.3.5 Antikorper

Fur die Inkubation der Tragermembran mit den Primé&rantikérpern wurde eine

0.5%ige BSA-Losung hergestellt (Aloumin from bovine serum, Sigma-Aldrich;
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Steinheim). Die Antikérper wurden in den jeweiligen Konzentrationen zu der
BSA-L6sung hinzugegeben und in eine Plastikfolie luftblasenfrei eingeschweil3t
(Vacupack plus, Krups GmbH; Offenbach). Die Inkubation erfolgte Uber Nacht

auf einem Schittler in einer Kithlkammer bei 4°C.

Primdrantikérper:

Kaninchen-anti-Betal-Rezeptor (3;-AR) (Santa Cruz Biotechnology;
Santa Cruz, Ca, USA)

1:200
Kaninchen-anti-Phospholamban (PLM) (Santa Cruz Biotechnology;
Santa Cruz, Ca, USA)

1:100
Kaninchen-anti-p-Phospholamban (Serl6) (Santa Cruz Biotechnology;
Santa Cruz, Ca, USA)

1:100

Kaninchen-anti-p-Phospholamban (Thrl7) (Santa Cruz Biotechnology;
Santa Cruz, Ca, USA)

1:100

Maus-anti-Glyceralaldehyd-3-Phospat Dehydrogenase (GAPDH) (Santa
Cruz Biotechnology; Santa Cruz, Ca, USA)

1:2000

Nach der Inkubation wurde die Nitrozellulosemembran aus der Folie
entnommen und jeweils dreimal fur etwa zehn Minuten unter leichtem Schutteln
bei Raumtemperatur mit TBS-Tween gewaschen, um unspezifisch gebundene

Priméarantikdrper von der Membran zu entfernen.

Die Sekundarantikérper, die das Enzym Meerrettich-Peroxidase (horseradish,
HRP) fur die spatere Detektion gebunden haben, sind spezifisch gegen den Fc-
Teil der Primarantikdrper gerichtet. Die Zweitantikdrper wurden in 2,5%
Milchpulver (Carl Roth GmbH + Co. KG; Karlsruhe) und 2,5% BSA (Albumin
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from bovine serum, Sigma-Aldrich; Steinheim) mit TBS-Tween gegeben und die
Membran fir circa eine Stunde auf dem Schittler bei Raumtemperatur

inkubiert.

Sekunddrantikérper:

Anti-Kaninchen IgG (GE Healthcare; Freiburg) 1:5000
Anti-Maus IgG (GE Healthcare; Freiburg) 1:5000

Anschlie3end erfolgte erneut ein dreimaliges Waschen der Membran fur jeweils

zehn Minuten mit TBS-Tween.

2.3.6 Entwicklung

Der Detektion liegt das Verfahren der Chemolumineszenz zugrunde. Die
Chemolumineszenzreaktion wird durch das an den Sekundarantikdrper
gebundene Enzym HRP katalysiert, das eine Oxidation des Luminols auslost.

Die entstehende Lumineszenz kann dann detektiert werden.

Die ECL-Detektionsreagenz wurde zu gleichen Teilen in ein Kunststoffréhrchen
(Cellstar® tubes, Greiner Bio-One GmbH; Frickenhausen) pipettiert und fur eine
Minute auf die Membran gegeben. Danach erfolgte die Belichtung fir 30, 60
und 120 Sekunden in der Kammer des Entwicklers (FluorChem Multiimage II,

Biozym Scientific GmbH; Hessisch Oldendorf).

ECL I
1Cap Luminol
1Cap PCA
5ml 1M Tris, pH 8,5

auf 50 ml mit H,O auffullen

ECL II:

5 mi 1M Tris, pH 8,5
32 H| H->0,

auf 50 ml mit H,O auffullen
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2.3.7 Herstellung der Lysate und RNA-Isolierung

Fur die Herstellung der Lysate wurden die rechten Ventrikel verwendet und in
einem Glashomogenisator mit 350 pl RAl-Lyse-Puffer (RNA Kit, Macherey-
Nagel) vermengt. Das Homogenisieren wurde bei 1000 rpm etwa 20 Mal
durchgefuhrt und die Proben mit einer Glaspipette in ein 1,5 ml-Cup uberfuhrt.
Unter dem Abzug fand die Zugabe von 3,5 pl [3-Mercapto-Ethanol (Sigma
Aldrich) statt. Nach dem Zentrifugieren fur eine Minute bei 11000 g wurde zu
jedem Lysat 350 pl 70%iger Ethanol hinzugefiigt und in einen NucleoSpin-Filter
uberfuhrt. Damit sich die RNA an die NukleoSpin-Séaule bindet, wurde nochmals
fur eine Minute bei 11000 g zentrifugiert. Die Saule wurde auf ein neues Cap
gesetzt und das Eluat verworfen. Zum Entsalzen der Membran wurde 350 pl
MDB-Puffer (Macherey-Nagel) hinzugegeben und erneut fir eine Minute bei
11000 g zentrifugiert. 95 pl eines DNAse-Mixes wurde auf die Saule pipettiert
und fir 15 Minuten die DNA bei Raumtemperatur verdaut. Das erste Waschen
der Membran erfolgte mit 200 pl RA2-Puffer (Macherey-Nagel) zur Inaktivierung
der DNA, danach wurde die Membran fir 30 Sekunden bei 11000 g
zentrifugiert. Vor dem zweiten Waschgang wurde 600 pl RA3-Puffer
hinzugegeben und nochmals 30 Sekunden zentrifugiert. Im letzten Waschgang
erfolgte die Beimengung von 250 pl RA3-Puffer und eine Zentrifugation bei
11000 g Uber zwei Minuten. Fur das Auswaschen der RNA wurden beim ersten
Mal 30 pl nukleasefreies Wasser pipettiert und nach einer Wartezeit von 60
Sekunden fur eine Minute zentrifugiert. Beim zweiten Mal wurden 20 pl
nukleasefreies Wasser auf die Saule gegeben, 60 Sekunden gewartet und

abschlieRend zentrifugert.

2.3.8 cDNA-Synthese

Fur die Herstellung der cDNA wurde der High Capacity Archive Kit (Applied
Biosystems, Darmstadt) verwendet. Die benétigte RNA-Menge betrug 130 ng.
Um die Konzentration an RNA in ng/ul der Proben zu bestimmen, wurde zuvor
eine RNA-Konzentrationsbestimmung mittels Spektrophotometer (NanoDrop
2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific) durchgefiihrt. Die photometrisch
errechnete RNA-Menge wurde in PCR-Caps pipettiert und mit der
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entsprechenden Menge an nukleasefreiem Wasser aufgeflillt, sodass ein
Endvolumen von 10 pl erreicht wurde. Zu den Proben wurde jeweils 10 ul des
Master-Mixes gegeben. Nach dem Vortexen und Zentrifugieren wurden die
Proben in den PCR-Thermal-Cycler (Thermal Cycler 2720, Applied
Biosysthems) gelegt. Die Inkubation begann mit 25°C fur zehn Minuten,
wahrend der Synthese 37°C fur 120 Minuten und zum Abbruch der Synthese
fur fanf Minuten bei 85°C. Zum Abschluss wurden die Proben mit 45 pl

nukleasefreiem Wasser auf 65 pl verdinnt.

Master-Mix:
- 10x RT-Puffer 2 ul
- 25X dNTP-Mix 0,8 pl
- Reverse Transkriptase 1l
- RNase- Inhibitor 1l
- nukleasefreies H,O 3,2 ul

2.3.9 Quantitative real-time PCR

Der Vorteil der quantitativen real-time PCR (qRT-PCR) besteht darin, dass die
Menge der amplifizierten DNA in jedem Zyklus gemessen werden kann. Dazu
wird eine DNA-Polymerase (TagMan-Sonde) benétigt, an deren 5-Ende eine
Fluoreszenz angehéngt ist. Der Farbstoff (FAM) lagert sich in die DNA ein und
man kann mit Hilfe des Fluoreszenssignals die quantitative Menge an DNA
bestimmen. Die Proben wurden im Triplett gemessen (drei wells flir jede cDNA-
Probe) und als endogene Kontrolle diente 18S-RNA (18S ribosomale
Ribonukleinsaure), um Ungleichheiten in der DNA-Menge auszugleichen. Es
wurde eine 96-well-Platte (ABgene SuperPlate 96 well PCR Plates, Thermo
Scientific) verwendet und in jedes zu messende well wurde ein Master-Mix
bestehend aus 12,5 ul QPCR-Rox-Mix (Thermo Scientific), 6 pl nukleasefreies
H>O und 1,5 ul der FAM-Sonde (Applied Biosystems, Darmstadt) pipettiert. Far
die endogene Kontrolle, die ebenfalls fur jede Probe erstellt wurde, wurde
anstatt der FAM-Sonde 1,5 pl 18s-RNA-Sonde verwendet. Zu den Master-
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Mixes wurden jeweils 5 pl der zu bestimmenden vorverdinnten cDNA-Probe
pipettiert. AnschlielRend wurden die Platten mit Folie dicht verschlossen und fr
ca. 10 Sekunden zentrifugiert. Fur die gRT-PCR wurden die Platten in den
Thermo Cycler (7300 Real Time PCR System, Applied Biosystems) gestellt und
zunéchst die Temperatur fur 15 Minuten auf 90°C erhdht, damit die Enzyme
aktiviert werden. Es folgen 60 Zyklen und danach wird die Temperatur auf 60°C
eingestellt. Nach Ablauf des Programmes wurde die relative Quantifizierung
mittels Ct-Methode errechnet und ausgewertet. Der Ct-Wert gibt an, bei
welchem Zyklus das erste Fluoreszenzsignal erscheint. Somit entspricht ein

kleiner Ct-Wert fur eine hohe Genexpression.
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2.4 Statistische Auswertung

Die Parameter der Hamodynamik und das EKG wurden analog-digital mit dem
Konverter (Data TranslationTM, Marlboro, USA) und der Software (Notocord®

hem 3.5, Croissy sur Seine, France) aufgezeichnet.

Die sich ergebenen Banden aus den molekularbiologischen Untersuchungen
wurden eingescannt (Epson Perfection, Epson, Meerbusch, Deutschland), um
die Signalintensitat densitometrisch zu messen (ScanPack3.0, Biometra
biomedizinische Analytik GmbH, Gottingen). Fir die Normalisierung der
Intensitat diente die Ladekontrolle. Dazu wurde von der jeweiligen Ladekontrolle
ein Quotient aus der Signalintensitat des jeweiligen Proteins und der Kontrolle
errechnet. Die Analyse erfolgte mit Excel (Microsoft Corporation, USA).

Die statistische Analyse der invasiven Hamodynamik erfolgte mittels one-way
Anova. Die Varianzanalyse wurde zunachst unter Baselinebedingungen
erhoben. Hierbei erfolgte der Vergleich innerhalb der Gruppen (Baseline vs.
Metoprolol und Baseline vs. NaCl) und zwischen den Gruppen (Baseline NaCl
vs. Baseline Metoprolol). Daraufhin erfolgte die Analyse in gleicher Weise mit
Dobutaminstimulation innerhalb der Gruppen (Dobutamin vs. Metoprolol und
Dobutamin vs. NaCl) und zwischen den Gruppen (Dobutamin Metoprolol vs.
Dobutamin NaCl). Da weniger als drei Gruppen fur die Baseline- und

Dobutaminbedingungen vorhanden waren, erfolgten keine Post-Hoc-Tests.

Die Varianzanalyse der Molekularbiologie wurde ebenfalls mit one-way/two-way
Anova durchgefuhrt. Zundchst wurden alle Werte der verschiedenen
Messzeitpunkte innerhalb einer Gruppe mit der Baseline (Tag 0) verglichen
(Baseline vs. Metoprolol Tag 3 vs. Metoprolol Tag 7 vs. Metoprolol Tag 14 vs.
Metoprolol Tag 21). Anschlie3end erfolgte der Vergleich zwischen den Gruppen
zu den entsprechenden Messzeitpunkten. Falls sich eine Signifikanz ergab,
wurde der one-way Post-Hoc Duncan’s Test angewendet. Bei der Bestimmung
der AAR und der InfarktgroRe im Verhaltnis zur AAR wurde ebenso
vorgegangen und sowohl zwischen den Gruppen (Kontrolle vs. Metoprolol) und

innerhalb der Gruppen analysiert. Der Post-Hoc Duncan’s Test wurde im Falle
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einer Signifikanz herangezogen. Die Datenerhebung wurde mit Hilfe einer
Statistiksoftware (StatMost 3.6 fur WindowsTM, Dataxiom Software Inc., Los

Angeles, USA) vorgenommen.

Daten waren signifikant bei p<0,05. Alle Daten sind Mittelwert =+

Standardabweichung.
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3 Ergebnisse

Es wurden insgesamt 50 Mause fur die Durchfihrung der Experimente
herangezogen. Dabei wurden 14 Tiere fur die Bestimmung der Infarktgrof3e
instrumentiert, zusatzlich wurden 20 Mausen die Herzen fur die
molekularbiologischen Untersuchungen entnommen. 16 Mause dienten der

Durchfiihrung der Conductance-Messungen fiir die invasive Hamodynamik.

3.1 Hamodynamik

*
700
T T
600 %
#

500 I T
_Z 400 I L ¢ Baseline NaCl
:EL/ Baseline Meto
T 300 A Dobu NaCl

X Dobu Meto
200
100
0 Signifikant verschieden

zu Baseline (*p<0,05)

Baseline Dobutamin
und NaCl (#p<0,05)

Abbildung 6: HF in den linksventrikularen Conductance-Messungen

n= 7 (NaCl), n=9 (Meto); Daten sind Mittelwert + SD

Wahrend der Baseline waren keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden
Gruppen zu verzeichnen. Die Herzfrequenz (HF) blieb unter Metoprolol
konstant, die Kontrollgruppe wies einen Anstieg der HF von 460 auf 575 min™
auf (Abbildung 6).
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Abbildung 7: Kontraktilitadt in den linksventrikularen Conductance-Messungen

n= 7 (NaCl), n=9 (Meto); Daten sind Mittelwert + SD

Wahrend der Baseline waren keine Unterschiede in der Kontraktilitdt in der
Metoprolol- und Kontrollgruppe zu beobachten. Der Anstieg der Kontraktilitat
war unter Dobutamin-Stimulation in der Metoprololgruppe verringert, aber auch

signifikant verschieden zu Baseline-Bedingungen (Abbildung 7).
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3.2 Infarktgrof3e

60

50

Con Meto

Abbildung 8: IS als Anteil der AAR (in %), LTBB:

CON (Kontrollgruppe); Meto (Metroprololgruppe), n= 8 (CON), 6 (Meto); Daten sind

Mittelwert + SD

Die IS wurde als Anteil in Prozent von der AAR dargestellt. Die IS der
Kontrollgruppe betrug 49+8%. Die Applikation von Metoprolol zeigte keinen
Effekt auf die HerzinfarktgréRe, welche in dieser Gruppe bei 41+8% lag
(Abbildung 8).
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3.3 Ergebnisse der Molekularbiologie mit Western Blot
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Abbildung 9: WB R;-AR TC

n=4 pro Erhebungstag, Daten sind Mittelwert + SD

Bei den Ergebnissen des Western Blots blieb die Proteinkonzentration von (3;-
AR im Zeitverlauf nahezu konstant. Die Proteinexpression von 3;-AR nahm am
Tag drei verglichen mit der Kontrollgruppe ab. Ab dem siebten Tag ist eine
Zunahme zu Tag 3 zu verzeichnen, die Konzentration liegt etwas unterhalb des
Kontrollwertes. Dieser Wert veranderte sich bis Tag 21 kaum. Die
Proteinkonzentration liegt nach 21 Tagen leicht unterhalb der Baseline-
Bedingungen (Abbildung 9).
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3.4 Ergebnisse der Molekularbiologie mit real-time PCR
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Abbildung 10: PCR Gpas TC

n=4 pro Erhebungstag, Daten sind Mittelwert + SD

Die mRNA-Expression von Gpys Stieg an Tag 3 verglichen mit der Baseline an.
An Tag 7 war die die mRNA in Bezug auf den Kontrollwert erhéht und nach 14
Tagen vergleichbar mit den Ausgangswerten. An Tag 21 konnte ein Anstieg der
MRNA von Gpss unter Betablockade mit Metoprolol verglichen mit der
Kontrollgruppe festgestellt werden (Abbildung 10).
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Abbildung 11: PCR Arrb1 TC

n=4 pro Erhebungstag, Daten sind Mittelwert + SD

Unter Metoprololverabreichung blieb die Expression der mRNA von Arrbl
nahezu konstant. Ein Rickgang der mRNA war an Tag 7 und 14 zu
beobachten. Nach 21 Tagen war der Wert vergleichbar mit der Kontrollgruppe
(Abbildung 11).
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Abbildung 12: PCR ;-AR TC

n=4 pro Erhebungstag, Daten sind Mittelwert + SD

Die PCR-Analysen ergaben, dass die mRNA von 3;-AR nach drei Tagen der
Metoprololgabe verringert war. An Tag 7 lag die Expression uber dem
Kontrollwert. An Tag 14 und 21 konnte eine stetig ansteigende Expression der

MRNA gegenulber Baseline-Bedingungen konstatiert werden (Abbildung 12).
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4 Diskussion

Eine wichtige Aufgabe der R-Rezeptoren im Herzen ist die Regulation der
Chronotropie, Inotropie und Lusitropie unter Katecholaminstimulation [144]. Der
3;-AR koppelt an Gs-Proteine, wohingegen der [-AR zusatzlich auch G-
proteingekoppelt sein kann und dadurch kardioprotektive Eigenschaften
aufweist [107, 112].

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe von subkutan implantierten Pumpen eine in vivo
Langzeitbetablockade an der Maus etabliert und charakterisiert, welche zur

weiteren Erforschung des IRI und der Kardioprotektion dienen soll.

4.1 Transkriptionelle und translationelle Veranderun-

gen des 3;-AR durch eine Langzeitbetablockade

In der vorliegenden Arbeit konnte eine erhohte Transkription der mRNA von 3;-
AR bei gleichbleibender Proteinkonzentration nach 21 Tagen der Betablockade

unter Metoprolol nhachgewiesen werden.

Eine langanhaltende, chronische Stimulierung des Betarezeptors wie sie bei
Herzerkrankungen, MI oder nach kardialen Operationen auftritt, hat negative
Folgen [127]. Es kommt zu einer Desensitisierung des 3;-AR, bei der eine
erhohte Konzentration von Katecholaminen im Plasma festgestellt wurde [145,
146]. Dieses Phanomen wird auch agonistinduzierte Desensitisierung genannt.
Im Zuge einer langanhaltenden Stimulation des 13;-AR bei Herzinsuffizienz und
der damit im Zusammenhang stehenden Desensitisierung des Rezeptors, ist
eine Herabregulation und Verminderung der Dichte des Rezeptors festzustellen
[132]. Diese Herabregulation geht mit einer verringerten Expression mRNA
einher [147]. Zu den Folgen auf Rezeptorebene zahlen die Internalisierung oder
die Spaltung des Rezeptors bzw. des Proteinkomplexes. Ebenso kdnnen
Proteine betroffen sein, die Veranderungen im Signaltransduktionsweg des

Rezeptors hervorrufen [148]. Eine Ursache dieser Veranderungen ist die
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Phosphorylierung durch verschiedene Kinasen. Als Beispiele seien hier die
PKA, PKC und GRK genannt [149]. Um einer Progression der Erkrankung und
der schadlichen Auswirkungen einer erhéhten Katecholaminkonzentration im
Plasma entgegenzuwirken, wurden Betablocker zur Therapie entwickelt [136].
Diese haben eine Uberexpression des Rezeptors zur Folge, die die
Desensitisierung kompensieren sollten. Es muss jedoch bertcksichtigt werden,
dass in diesem in vivo Maus-Modell keine Dichteprifungen durchgefuhrt
wurden. Ob durch die Betablockade in dieser Arbeit eine Erh6hung der Dichte
stattgefunden hat, ware mit weiteren Versuchen mittels Radiorezeptorassay
nach Scatchard abzuklaren. Heilbrunn et al. konnten bei Anwendung von
sechsmonatiger Betablockerapplikation eine Zunahme der Dichte der 13;-AR
und ein verbessertes Ansprechen auf Katecholamine in einer klinischen Studie
zeigen [133]. Diese Ergebnisse stehen mit denen dieser Arbeit in Einklang. So
konnte eine erhohte mRNA-Expression fur 3;-AR festgestellt werden, was fur

eine Heraufregulation des Rezeptors unter Betablockertherapie spricht.

Bei den WB Versuchen ergaben sich jedoch keine erh6hten
Proteinkonzentrationen fur 3;-AR. Dafir kommen verschiedene Grinde wie
beispielsweise eine Internalisierung des [;-AR (Uber Clathrin, eine
Sequestration bzw. ein schneller Abbau des 3;-AR in Frage [150, 151]. Auch
eine Umschaltung des Signalweges ware denkbar [136]. Es kdnnte auch sein,
dass die Metoprololgabe Uber 21 Tage in diesen Versuchen nicht ausreichend
war, um auf der Proteinebene eine Erhéhung festzustellen. Es ware also
maoglich, dass dies erst nach sechs Monaten der Therapie eintritt. Ob jedoch
eine ansteigende Expression von Clathrin vorliegt, wurde in dieser Arbeit nicht
untersucht und ware Gegenstand weiterer Untersuchungen. Die Sequestration
und der schnelle Abbau des 3;-AR kdnnen Ursache der strengen Regulation
des R3;-AR sein. Da es sich in diesem Modell um gesunde M&use ohne
Herzinsuffizienz  handelt, ist davon auszugehen, dass vor der
Pumpenimplantation keine Desensitisierung stattgefunden hat. Durch die
Betablockade kommt es aber zu einer Hochregulation des 3;-AR, die jedoch bei
gesunden Tieren nicht benotigt wird, um eine Desensitisierung zu

kompensieren. Folglich kénnte eine Sequestration stattgefunden haben, die den
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31-AR entweder in den Lysosomen wieder abbaut oder bei Bedarf,
beispielsweise im Zuge einer Resensitisierung, in die Zellmembran einbaut
[151]. Beweise fir eine Internalisierung oder Sequestration des 3;-AR wurden
von verschiedenen Arbeitsgruppen geliefert. Lefkowitz et al. zeigten, dass Arrbl
bei der Internalisierung des R-AR eine entscheidende Rolle einnimmt. Somit
wird G-proteinunabhangig, tUber die ERK, der Rezeptor phosphoryliert und
Arrbl rekrutiert, welches anschliel3end die Internalisation des 3;-AR verursacht
[152]. Auch Shiina et al. belegten, dass Arrbl Uber Clathrin die Internalisierung
des Rezeptors vermittelt [150]. Zudem wurde belegt, dass nicht nur die 3;-AR-
Dichte unter selektiver [3;-AR-Blockertherapie zunimmt, sondern auch eine
Sensibilisierung von R,-AR stattfindet, die eine erhdhte Ansprechbarkeit auf
Katecholamine zur Folge hat [136]. Daraus folgt, dass durch die
Langzeitmetoprololgabe eine Kardioprotektion erzielt werden kann, da durch
langanhaltende 3,-Rezeptorstimulierung von dem Gs-abhangigen
Signaltransduktionsweg auf die kardioprotektive Gj-abhéngige Signalkaskade
umgeschaltet wird. Diese bewirkt Uber die Aktivierung der PKB und ERK eine
antiapoptotische Wirkung, da die Offnung der mPTP-Kanéle verhindert wird
[113]. Die erhohte mRNA-Expression von R3;-AR und die gleichbleibende
Proteinkonzentraion in den Ergebnissen dieser Arbeit stinde mit den oben

genannten Beobachtungen in Einklang.

In den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit sind die mRNA-Konzentrationen
von Gpas und Arrbl nach 21tagiger Metoprololgabe unverandert geblieben.
Eine Erklarung hierfur kbnnte ebenfalls die Umschaltung von dem G- auf den
Gi-abhangigen Signaltransduktionsweg liefern. Da Gpss die a-Untereinheit des
Gs-Proteins darstellt, ist vermutlich deren erhdhte Expression nicht notwendig,
da vermehrt die Untereinheiten des Gj-Proteins benotigt werden. Ob deren
Expression unter Langzeitbetablockade ansteigt, bleibt fraglich und ware
Gegenstand weiterer Untersuchungen. Eine vermehrte Transkription von Arrbl
findet beim G-protein biased Signalweg nicht statt, da die Umschaltung auf den
Gi-proteinabhéangigen Signalweg die Aktivierung von ERK und PI3K erfordert. In
weiterfihrenden Versuchen ware mittels PCR abzuklaren, ob hierfir eine

erhohte Transkription vorliegt. Bohm et al. zeigten, dass bei Herzinsuffizienz die
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Konzentration des Gj-Proteins ansteigt und Gnas unveréndert bleibt [153]. Auch
in Versuchen am menschlichen Myokard wurde bewiesen, dass der 3,-AR an
das G;-Protein koppelt [154]. Somit ist davon auszugehen, dass am Menschen

ebenfalls eine Umschaltung auf den G;-Signaltransduktionsweg stattfindet.

Es besteht auRerdem die Mdoglichkeit, dass antiapoptotische Wirkungen G-
Proteinunabhéngig ablaufen, da der 3;-AR mittels Transaktivierung tber Arrbl
die ERK aktiviert [114]. Der erste Schritt der G-proteinunabhéngigen
Signalkaskade ist die Phosphorylierung des 3;-AR durch die GRK. Dadurch
wird das zytosolische Protein Arrestin rekrutiert, welches die Bindung des
heterotrimeren G-Proteins vom Rezeptor I6st [155]. Gegen diese Annahme
spricht allerdings, dass in diesem Experiment ein Anstieg der mRNA-
Expression von Arrbl ausbleibt. Eine mogliche Erklarung ist jedoch, dass fur
die G-proteinunabhangige Signalkaskade das R-Arrestin 2 (Arrb2) urséachlich ist
oder aber, dass auch nach 21 Tagen der Blockade noch keine Veranderungen
in der mRNA-Expression fur Arrb1l nachweisbar sind [114]. Um diese Annahme
bestatigen zu kénnen, missen noch weitere molekularbiologische Untersuchen
zu Arrb1 und Arrb2 erfolgen. Auch Ungerer et al. konnten keine Erhéhung der
MRNA fur Arrbl im linken Ventrikel beim Menschen mit Herzinsuffizienz
verglichen mit gesunden Patienten feststellen [156]. Fur die Annahme, dass
eine dreiwochige Betablockade nicht ausreichend war, um eine erhéhte Arrbl-
MRNA-Expression nachzuweisen spricht, dass die Arrbl-Isoform hauptsachlich
fur die Desensitisierung des R-AR verantwortlich ist [157]. Unter
Bertcksichtigung der Ergebnisse dieser vorliegenden Arbeit gilt jedoch die
Umschaltung auf die kardioprotektive Gi-Signalkaskade als wahrscheinlich.

4.2 Beeinflussung der Physiologie/Hamodynamik nach

Langzeitbetablockade

Bei den Conductance-Messungen der Langzeitbetablockade war unter
Dobutaminstimulation ein geringerer Anstieg der linksventrikul&ren Kontraktilitat

im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellbar.
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PLM spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der SERCA und damit
bei der Kontraktilitdt des Herzens. Die cAMP-abhangige Phosphorylierung des
PLM hat eine erhéhte Ca®*-Aufnahme in das SR zur Folge und demnach wird
auch eine vermehrte Menge von Ca*" aus dem SR freigesetzt was wiederum zu
einer erhéhten Ca**-Konzentration im Zytosol fiihrt [158]. Durch Metoprolol wird
jedoch die Phosphorylierung verhindert und es entstehen positive Effekte in
Bezug auf die Kalziumhomoostase der Kardiomyozyten, da unphosphoryliertes
PLM als Inhibitor der SERCA fungiert [159]. Diese Beobachtungen stehen im
Einklang mit den Ergebnissen zur Physiologie dieser Arbeit. Es wurde gezeigt,
dass eine erhéhte Ca?*-Konzentration im Zytosol eine wichtige Stellung bei der
Entstehung des IRI einnimmt und ein Zusammenhang zwischen der Menge des
intrazellularen Ca®" und des AusmaRes des IRI besteht [160]. So kann durch
Metoprolol eine Kardioprotektion erzielt werden, indem die intrazellulare Ca?*-

Konzentration gesenkt werden kann.

Der Ca**-Haushalt kann nicht nur cAMP- und PKAabhéngig beeinflusst werden,
sondern auch durch die CaMK II. Die CaMK II§ gilt als die vorherrschende
Isoform im Herzen [161]. Der CaMK Il Signalweg wird nach 3;-AR-Stimulation
aktiviert und die CamK |l phosphoryliert PLM, Ryanodinrezeptoren und
sarkolemmale L-Typ Ca?*-Kanale [110]. Durch die Phosphorylierung wird die
Offnungswahrscheinlichkeit erhéht und es resultiert ein Anstieg des
intrazellularen Ca®* [162]. Dieser Anstieg ist bei Herzinsuffizienz und bei IRI
charakteristisch. Es konnte gezeigt werden, dass eine andauernde Aktivierung
der Camk Il proapoptisch wirkt und deren Blockade die R3;-AR-vermittelte
Apoptose verhindert [111, 163]. In diesem Zusammenhang demonstrierten
Wang et al., dass nach anhaltender [3;-AR-Stimulierung eine zeitlich abhangige
Umschaltung der PKA-Signalkaskade auf den CamK Il Signaltransduktionsweg
erfolgt [163]. Welcher Signalweg in den hier durchfihrten Versuchen
hauptsachlich durch Metoprolol geblockt wurde, ist nicht genau zu sagen.
Hierfir missen weitere molekularbiologische Untersuchungen zur PKA und zur
CaMK 11§ durchgefuhrt werden, um Veranderungen auf transkriptioneller oder
translationeller Ebene festzustellen. Entsprechend der Ergebnisse von Wang et

al. ist es jedoch wahrscheinlich, dass zunachst die Inhibition der PKA-
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abhangigen Signaltransduktion und darauffolgend die der CaMK Il zur
Verminderung des linksventrikularen Druckanstieges gefuhrt hat.

Die Senkung der HF unter der Gabe des Betablockers Metoprolol in dieser
Arbeit konnte auch die Arbeitsgruppe um Murray et al. bestatigen. Diese
zeigten ebenfalls bei Patienten nach akutem MI unter Betalangzeitblockade,
dass die HF permanent gesenkt werden konnte [164]. Positive Effekte in Bezug
auf die Hamodynamik am Menschen konnte auch eine weitere Arbeitsgruppe
nach sechsmonatiger Betablockade verbuchen [165]. Hier muss allerdings
berticksichtigt werden, dass die Blockade mit Atenolol und Nebivolol
durchgefuihrt wurde und die Patienten vor Beginn der Therapie eine
Herzinsuffizienz aufwiesen. In weiteren Untersuchungen muss abgeklart
werden, ob eine Blockade mit Metoprolol am Menschen einen ahnlichen Effekt

hervorrufen wirde.

4.3 Beeinflussung der Herzinfarktgr6Re durch eine

Langzeitbetablockade

Eine signifikante Reduzierung der IS fand in der vorliegenden unter

Langzeitblockade mit Metoprolol nicht statt.

Dass die Verabreichung von Betablockern bei Risikopatienten einen
kardioprotektiven Effekt herbeiftihrt, konnte in zahlreichen experimentellen [166,
167] und Kklinischen Studien [124, 168] belegt werden. Schon 1977
demonstrierten Rasmussen et al. an einer tierexperimentellen Studie mit
Hunden, dass die Gabe von Propanolol die IS reduziert. Der Betablocker wurde
allerdings nicht zur Langzeittherapie verwendet, sondern entweder unmittelbar
vor und wahrend der Koronararterienokklusion oder drei Stunden nach der
Okklusion gegeben. Bei Verabreichung vor und wahrend der Ischamie konnte
bei den Tieren eine Reduktion der IS festgestellt werden, die Applikation nach
Eintritt des Isché@mieereignisses ergab eine geringere, aber dennoch
signifikante Verringerung verglichen mit der Placebogruppe [169]. Auch

Burmeister et al. bestatigten dieses Phanomen bei Hunden, zuséatzlich auch fur
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die Betablocker Atenolol und Nadolol [170]. Ferner wurden in einer klinischen
Studie Patienten innerhalb der ersten vier Stunden nach Auftreten von
Symptomen eines akuten MI mit Timolol therapiert und eine IS-Reduktion
belegt [171]. Ebenso zeigte der Betablocker Metoprolol in vitro positive Effekte
beziglich des IRI, indem es die Chemotaxis der NG und die Generierung von
ROS inhibiert [172].

Dass durch die Langzeitbetablockade mit Metoprolol in diesen experimentellen
Versuchen eine tendenzielle, jedoch keine signifikante 1S-Reduktion erzielt
wurde, kann damit zusammenhangen, dass dafir eine zuvor langer
andauernde intakte [3;-AR-Signaltransduktion notwendig ist. Tong et al.
untermauern diese Annahme, indem sie herausfanden, dass eine initiale Gs-
abhangige Aktivierung der PKA notwendig ist. Die PKA phosphoryliert daraufhin
den R,-AR, der dann auf die antiapoptotisch wirksame G;.Signalkaskade
umschaltet [173]. Ferner bestétigten Frances et al.,, dass eine kurzzeitige
Stimulation des 3;-AR mit Isoproterenol vor dem Ischamieereignis das Ausmalf}
des IRI vermindert, indem es die Freisetzung der Kreatinkinase vermindert und
die linksventrikulare Funktion verbessert [174]. Zu bertcksichtigen ist hierbei
jedoch, dass die kurzzeitige Applikation von 3-Blockern am Tier erfolgte und die
jetzige klinische Situation - wegen des erhdhten Risikos an einem Apoplex zu
erkranken - von der kurzfristigen Gabe eines Betablockers absieht [125].

Aulerdem muss in Betracht gezogen werden, dass der [[3;-AR-
Signaltransduktionsweg mdglicherweise eine duale Rolle spielt. Zum einen lost
dessen Blockade wahrend der Ischdamie- und Reperfusionsphase
kardioprotektive Effekte aus, zum anderen erfolgt die Vermittlung der IPC und
APC zum Teil Uber den 3;-AR. Diese Theorie wird dadurch bekréftigt, dass die
IPC und APC durch Blockade des Rezeptors wahrend der Konditionierung
abgeschwacht oder aufgehoben wird [67, 86]. So stehen die Ergebnisse dieser
Arbeit mit denen von Spear et al. in Einklang, indem sie gleichfalls
herausfanden, dass nur eine Betablockade wahrend der Isch&mie- und
Reperfusionsphase und nicht eine zusatzliche langanhaltende Blockade schon

wahrend der IPC das Risiko fur eine Gewebsnekrose minimiert und somit
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protektiv wirkt. Dies konnte eine mogliche Erklarung dafir sein, dass eine
Langzeitbetablockade vor dem Ischamieereignis eine signifikante Verminderung

der IS verhindert.

Solenkova et al. zeigten, dass die Kardioprotektion wahrend der Reperfusion
erzielt wird und nicht wahrend der Ischdmiephase [175]. Einen weiteren Beleg
dafur, dass die Kardioprotektion erst wahrend der Reperfusionsphase eintritt,
liefert eine Studie von Prabu et al. Es wurde nachgewiesen, dass die PKA-
abhangige 3;-AR-Blockade in der Reperfusionsphase den IRI vermindert [120].

Der G-protein biased Signalweg Uber Arrbl liefert eine weitere Erklarung fur die
tendenzielle, aber nicht signifikante Verringerung der 1S. Die G-
proteinunabhangige Kardioprotektion nach dreiwochiger Betablockade zeichnet
sich ab, ist hingegen nicht ausreichend fur die Reduzierung der IS. Diese
Feststellung steht in Kongruenz zu der noch nicht nachweisbaren Veranderung
des Arrbl auf transkriptioneller Ebene. Abgesehen von der moéglicherweise
zeitich zu kurzen Betablockade, konnte Metoprolol eine geringere
Ansprechbarkeit auf die Arrbl-Signaltransduktion haben. Fir den Betablocker
Carvedilol konnte eine hohe Stimulation und somit eine Aktivierung des
kardioprotektiven, G-proteinunabhéngigen Signalweg nachgewiesen werden
[176]. Somit muss berucksichtigt werden, dass die verschiedenen Betablocker
Signaltransduktionswege unterschiedlich stark stimulieren und beeinflussen.
Aufgrund dieser Tatsache ist die Aussage unserer Studie, dass keine
signifikante 1S-Reduktion stattgefunden hat, limitiert durch die Anwendung des
Betablockers Metoprolol. Eine interessante Anschlussstudie ware die
Betalangzeitblockade mit Carvedilol am Mausmodell, um madglicherweise eine
Signifikanz in der Verminderung der IS zu erreichen.

Unsere Arbeitsgruppe fand zuvor heraus, dass die Kardioprotektion durch
Metoprolol dosisabhangig ist. Erst ab einer Konzentration von 1,75 mg/kg KG
wurde eine Reduktion der IS festgestellt [177]. In Anbetracht der Tatsache,
dass in diesen aktuellen Untersuchen eine Konzentration von 10 mg/kg KG
taglich verabreicht wurden, ist es wahrscheinlich, dass eine zu geringe Dosis

Metoprolol nicht ursachlich fir die ausbleibende 1S-Reduktion in dieser Arbeit
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ist. Folglich spricht vieles daflr, dass erstens eine intakte [3;-AR-
Signaltransduktion vor einer Ischamie- und Reperfusionsphase notwendig ist
und zweitens Metoprolol eine zu geringe Wirkung auf den G-protein biased

Signalweg hat, um die IS signifikant zu vermindern.

4.4 Voraussetzung fur Studie zur Anéasthetika-
induzierten Kardioprotektion und Ubertragbarkeit

auf den Menschen

Zahlreiche klinische Studien belegen den kardioprotektiven Effekt einer
Langzeitbetablockade bei Herzinsuffizienz. Durch die Behandlung mit
Betablockern verringerte sich die Mortalitat und es trat eine Verbesserung der
kardialen Parameter ein [131, 178, 179]. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits
nachweisen, dass die Kkurzzeitige Betablockade in tierexperimentellen
Versuchen die desfluraninduzierte APC abschwéacht oder ganz aufhebt [177,
180]. Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit konnten die kardioprotektiven
Effekte der Langzeitbetablockade an der Maus in Bezug auf die
Molekularbiologie und Hamodynamik aufgezeigt werden. Da in der
vorliegenden Studie keine signifikante Reduzierung der IS erreicht wurde,
konnte in einer Anschlussstudie eine Postkonditionierung nach vorheriger
dreiwdchiger Betalangzeitapplikation angewendet werden. Interessant ware, ob
die AIPOST unter Langzeitgabe ebenfalls zu einer Aufhebung der
Kardioprotektion fuhrt wie die APC unter Betakurzzeitapplikation oder, ob
moglicherweise eine Reduzierung der IS erreicht werden kann. Ein anderer zu
untersuchender Aspekt ist die Molekularbiologie unter einer AIPOST bei
vorheriger Betablockade. Weiterhin kénnten die Auswirkungen des Modells der
Langzeitbetablockade auf die APC untersucht werden. Hinsichtlich der
klinischen Anwendung ist die Postkonditionierung aufgrund des nicht

vorhersehbaren Eintritts eines Ml von Vorteil.

Das Tiermodell des IRI ist auf den Menschen bedingt Gbertragbar, man kann
als Vergleich die Bypassoperation mit Anschluss an die HLM heranziehen, da

hierbei ebenfalls eine kurzzeitige Okklusion durchgefihrt wird. Am Tiermodell

-59 -



Diskussion

konnten zahlreiche Studien den positiven Effekt von Betablockern nach einem
Ischamieereignis belegen [13, 166, 167, 170]. Die praoperative, orale Gabe von
Betablockern erzielte beim Menschen nach einer Bypassoperation keine
Abschwachung der Desensitisierung [181]. Es konnte jedoch bei der
praoperativen kombinierten Verabreichung von Atenolol und Digitalis nach
Anschluss an die HLM ein vermindertes Auftreten von Vorhofflimmern
nachgewiesen werden [182]. Zudem wurde in einer anderen Studie mit der
Applikation von Carvedilol und Metoprolol zehn Tage vor einer Bypassoperation
mit HLM begonnen, wobei sich fir Carvedilol eine effektivere Pravention von
Vorhofflimmern ergab als fir Metoprolol [183]. Es muss jedoch beachtet
werden, dass in dieser Arbeit schon 21 Tage vor Beginn der Okklusion eine
Metoprololgabe erfolgte, die nicht oral verabreicht wurde und, dass die
Betablocker beim Menschen unterschiedlich agieren. Fur Nebivolol fand man
beispielsweise heraus, dass es die Hamodynamik starker verbessert als
Atenolol [165].

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass durch den eigentlich selektiven 3;-
AR-Blocker Metoprolol nicht auch der 3,-AR teilweise blockiert wird. Fir den (3,-
AR wurde eine Kardioprotektion durch Verminderung der Apoptose
nachgewiesen [121]. Falls nun der R3,-AR mit blockiert wird, kbénnte diese
positive Wirkung zum Teil aufgehoben sein.

Beziiglich der Ubertragbarkeit der Langzeitbetablockade vom Tiermodell auf
den Menschen missen zudem Komorbiditaten beriicksichtigt werden. In
diesem Langzeitbetablockademodell an der Maus wurden nur gesunde und
junge Tiere verwendet. Im Klinischen Alltag hingegen dominieren kardial
vorgeschadigte, A&ltere  Patienten, die  eventuell noch  weitere
Begleiterkrankungen aufweisen. In der vorliegenden Studie konnte jedoch die
Ko-Medikation mit dem 3-Blocker Metoprolol getestet werden und die positiven
Effekte hinsichtlich der Hamodynamik und Molekularbiologie dargestellt werden.
Ob eine Kardioprotektion auch mit einer anderen Ko-Medikation stattfindet,
ware in weiteren Versuchen abzuklaren. Als weitere Limitation der

Ubertragbarkeit muss in diesem Zusammenhang auf die mdglichen genetischen
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Veréanderungen des 3-AR beim Menschen hingewiesen werden. Beispielsweise
durch  Polymorphismen, hervorgerufen durch Umwelteinflisse oder
krankheitsbedingt, kénnen die Wirkungen der Betablocker verandert oder

abgeschwacht werden [184].

Dadurch, dass die kongestive Herzinsuffizienz in der westlichen Welt eine weit
verbreitete Erkrankung ist, die mit Betablockern behandelt wird, ist diesem
Therapeutikum eine bedeutende Rolle zuzuschreiben. Durch die Absenkung
der HF und die negative inotrope Wirkung, verringern diese Pharmaka den
Sauerstoffbedarf des Herzens. Zudem wird unter Betablockergabe die
Phospholipase A inhibiert und die Akkumulation von Fettsduren vermindert
[185, 186].

Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnten zuklnftig einen Einfluss auf die Therapie
von Risikopatienten mit einer chronischen Herzerkrankung haben. So wirkt sich
eine Langzeitbetablockade positiv auf den Sauerstoffoedarf des Herzens aus,
indem es negative chrono- und inotrope Effekte erzielt. Unter Bertcksichtigung
der Erkenntnisse aus der POISE-Studie sollte jedoch beachtet werden, dass die
kurzfristige Gabe von Betablockern im perioperativem Umfeld nach jetzigem
Wissensstand als kritisch zu betrachten ist, da fir Patienten ein hoheres Risiko
bestent an einem Apoplex zu erkranken. Durch die festgestellten
Veranderungen in der invasiven Hamodynamik und im [3;-AR abh&ngigen
Signaltransduktionsweg kann dieses Modell als Langzeitbetablockade
angesehen werden. Falls sich diese Ergebnisse auf den Menschen tbertragen
lassen, ist jedoch bei Eintritt eines Ml eine zuvor begonnene Dauertherapie

Uber 21 Tage mit Metoprolol nicht wirksam, die IS zu reduzieren.
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5 Zusammenfassung

Nach einem akuten MI oder bei Herzinsuffizienz gelten Betablocker als
Therapiemittel der Wahl. Durch die Hemmung des Sympathikus wirken sie so
dem Uberschuss an Katecholaminen entgegen und erzielen eine
kardioprotektive ~Wirkung. Ziel dieser Arbeit war, ein Modell zur
Langzeitbetablockade der Maus zu etablieren und molekularbiologisch zu
charakterisieren, welches fir die Erforschung des IRl und der Kardioprotektion
durch Anéasthetika-induzierte Konditionierung dienen soll. Die Betablockade mit
Metoprolol erfolgte Uber 21 Tage mittels subkutan implantierten Pumpen.
Neben der invasiven Messung der Hamodynamik wurde die Molekularbiologie
der Proteine 3;-AR, Gnas und Arrbl untersucht und die HerzinfarktgroRe am in

vivo Herzinfarktmodell der Maus bestimmt.

Es zeigte sich bei der invasiven Messung mittels Conductance-Katheter eine
Verbesserung der linksventrikularen Kontraktilitat und eine konstant bleibende
Herzfrequenz unter Dobutaminstimulation wahrend der Betablockade. Zudem
ergab sich fur 3;-AR eine erhéhte mRNA-Konzentration bei gleichbleibender
Proteinkonzentration. FUr Gpas und Arrbl konnte in der molekularbiologischen
Auswertung keine veranderte mRNA-Expression festgestellt werden. Die
HerzinfarktgroRe wurde unter Metoprologabe nicht signifikant beeinflusst. Aus
diesen Ergebnissen geht hervor, dass die Betablockade Veranderungen in der
Molekularbiologie im untersuchten (3;.Signaltransduktionsweg hervorruft. Auch
die invasive Messung mit Hilfe des Conductance-Katheters ergab die bei einer
3;-AR Blockade mit Metoprolol zu erwartenden positiven hamodynamischen

Veranderungen.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde bestatigt, dass die Methode der invasiven
Messung charakterisiert wurde und sich das Herzinfarktmodell der
Betalangzeitblockade mit Metoprolol an der Maus etabliert hat. Dieses Modell
kann fur zukinftige Forschungen hinsichtlich der Anésthetika-induzierten

Konditionierung und des IRI angewendet werden.
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