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Einleitung

1 Einleitung

Trotz aller Bemuhungen die kardiovaskulare Morbiditat und Mortalitat zu
verringern, bleiben perioperative myokardiale Ischamien und Myokardinfarkte
die wichtigsten Risikofaktoren fur kardiovaskulare Komplikationen und
Mortalitat. Dies betrifft vor allem Patienten mit einem hohem kardialem
Risikoprofil wahrend einer nichtkardialen Operation.*

Um die Inzidenz dieser Komplikationen zu vermindern, empfehlen die Leitlinien
des American College of Cardiologists/American Heart Association die Gabe
von Blockern adrenerger Betarezeptoren (Betablocker) als Prophylaxe bei
Patienten mit hohem kardialem Risiko. 2

Die Anasthetika-induzierte Prékonditionierung (APC) ist eine neuartige und viel
versprechende kardioprotektive Strategie zur perioperativen Reduktion der
Folgen eines potentiellen ischamischen Schadens und kann mdglicherweise zur
Verbesserung der perioperativen Patientenbetreuung beitragen.®

Eine kombinierte Applikation von Betablocker und Anasthetika-induzierter

Prakonditionierung konnte zuséatzliche Vorteile mit sich bringen.

1.1 Betarezeptoren

Die am Herzen fir die sympathische Steuerung zusténdigen (i-adrenergen
Rezeptoren sind heptahelikale Transmembran-Rezetoren, die an ein
stimulierendes, heterotrimeres Guaninnukleotid-bindendes Protein (G-Protein)
gekoppelt sind. Diese Proteine aktivieren die Adenylylcyclase (AC), welche die
Biosynthese des second messenger cyclisches Adenosinmonophosphat
(cAMP) aus Adenosintriphosphat (ATP) katalysiert. (Abbildung 1) Dieser
aktiviert die cAMP abhangige Proteinkinase (PKA), welche unter anderem
sarkolemmale  L-Typ  Ca*-Kanale’,  Phospholamban  (PLB) am
sakoplasmatischen  Retikulum (SR)®>, Ryanodinrezeptoren® und die
Myofilamente Troponin | und C’ phosphoryliert. Dies filhrt zu einem verstarkten
Ca?*-Einstrom, einer verstarkten Ca?*-Wiederaufnahme ins SR und einer
verbesserten Ca”*-Sensitivitat der kontraktilen Filamente.® Somit werden die

Kontraktilitat, die Relaxationsfahigkeit und die Frequenz gesteigert.
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Eine Aktivierung Bi-adrenerger Rezeptoren |0st jedoch auch eine alternative
Signaltransduktion aus bei der die Calcium/Calmodulin Kinase Il (CaMK lI),
unabhangig von dem klassischen = cAMP/PKA- Signaltransduktionsweg,
aktiviert wird.® Sowohl die PKA als auch die CaMK Il zielen auf viele
gemeinsame Proteine im Ca?*-Haushalt. Die CaMK |l wirkt bei langerdauernder
Aktivierung proapoptotisch.’ Eine Aktivitatsblockade der CaMK Il schiitzt
Myozyten vor einer [(i-adrenerg vermittelten Apoptose wohingegen die

Blockade der PKA keinen Einfluss darauf hat.>*!

1.1.1 Calcium/Calmodulin Kinase

Calmodulin fungiert als intrazellularer Ca**-Rezeptor und besteht aus einer
Polypeptidkette mit vier hochaffinen Ca?*-Bindungsstellen.*? Durch gebundenes
Ca** wird Calmodulin aktiviert, bindet die zugehérige Kinase und durchléuft eine
Konformationsanderung.*®

Wenn kein Ca?*/Calmodulin vorhanden ist, ist das Enzym inaktiv, da es zu einer
allosterischen Blockade der katalytischen Domé&ne durch die autoinhibitorische
Region kommt. Bei steigendem intrazellularem Ca?*-Gehalt bindet der
Ca®*/Calmodulin Komplex an die regulatorische Domane und aktiviert die
Kinase. Das aktivierte Enzym kann sich an der Stelle Threonin (Thr) 287
autophosphorylieren** und auf diese Weise die Aktivitat verlangern'>*®. Um
komplett deaktiviert zu werden, muss die autophosphorylierte CaMK Il durch
Phosphatasen dephosphoryliert werden.’

Die CaMK Il wurde zunachst im zentralen Nervensystem entdeckt. Erst spater
konnte gezeigt werden, dass sie auch im Herzen, vorwiegend als CaMK lls,
vorkommt.*"*® Hier besteht die physiologische Bedeutung dieser Kinase darin,
den Ca**-Haushalt und somit die Elektromechanische Kopplung zu regulieren.
Wahrend eines Aktionspotentials stromt Ca®" tiber spannungsabhangige L-Typ
Ca®*-Kanale (Dihydropyridin Rezeptoren) in den Kardiomyozyten ein. Dieses
Ca®" triggert Uber Ryanodin Rezeptoren (RyR) die Ca?*-abhangige Ca®'-
Freisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum. Diese lonen binden
daraufhin an Troponin C und fihren so zur Kontraktion der Myofilamente

wahrend der Systole.’® Die CaMK Il ist dabei fiir die Feineinstellungen der
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elektromechanischen Kopplung wichtig?®, indem sie zunachst uiber L-Typ-Ca**-
Kanale den Ca?*-Einstrom reguliert®.

Des Weiteren wirkt die CaMK Il auch auf die Ryanodin Rezeptoren ein. Durch
die CaMK Il abhangige Phosphorylierung, wird die Offnungswahrscheinlichkeit
der RyR2 fiir Ca®" erhoht. %*?® Dieses eingestrémte Ca?" aktiviert wahrend der
Systole Myofilamente, die fur Kontraktionen verantwortlich sind.

Fur die Relaxation des Myokards wahrend der Diastole, muss ein grof3er Teil
des zytosolischen Ca?* Uber die Ca?’-ATPase des Sarkoplasmatischen
Retikulums (SERCA) in das SR oder iiber den Na*/Ca?*-Austauscher aus der
Zelle gepumpt werden.

Die SERCA wird durch unphosphoryliertes PLB inhibiert.** Sobald PLB PKA
abhangig an der Stelle Serin (Ser) 16 oder CaMK Il abhangig an Thr 17
phosphoryliert wird, steigt die Aktivitit der SERCA und somit auch die Ca*'-
Wiederaufnahme ins SR, wodurch eine intrazellulare Ca?*-Uberladung

vermindert wird.®

7
CaMK i T D)

‘ CaMK Il
Apoptose ®

e

Abbildung 1: Schematische Darstellung des beta-adrenergen Signaltransduktionsweqges;

AC Adenylylcyclase; B1 Beta-l-adrenerger Rezeptor; Ca®* Calciumionen; CaMK I
Calcium/Calmodulin  Kinase 1l; cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat; Gq
stimulierendes G-Protein; P Phosphorylierungsstelle; PKA Proteinkinase A; PKC
Proteinkinase C; PLB Phospholamban; RyR Ryanodinrezeptoren; SERCA Ca 2+ -ATPase
des SR;
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1.2 Betablocker und Kardioprotektion

Betarezeptorenblocker sind eine weit verbreitete Substanzklasse, die eine
kompetitive Hemmung adrenerger Substanzen an B-Rezeptoren bewirken und
so den Sympathotonus vermindern. 31-selektive Blocker wirken kardioselektiv
und senken unter anderem Uber ein vermindertes Schlagvolumen und eine
niedrige Herzfrequenz den Blutdruck und vermindern den Sauerstoffbedarf.
Aufgrund einer verlangerten Diastole wird das Sauerstoffangebot erhoht. Somit
verbessern diese Medikamente die Sauerstoffbilanz des Herzens.” Betablocker
induzieren jedoch auch weitere, mdglicherweise kardioprotektive Mechanismen
wie eine Verminderung der Fettsaureakkumulation®® oder Hemmung der
Phospholipase A%’. Dabei ist Metoprolol der alteste B;-selektive Blocker mit
einer Wirkdauer von 8-15 h.?® Vor allem kardiale Risikopatienten mit koronarer
Herzkrankheit, Hypertonus oder Herzrhythmusstorungen profitieren von einer
Betablockermedikation. Auch in der Therapie des Myokardinfarktes sind sie ein
wesentlicher Bestandteil um Morbiditat und Mortalitdt zu senken.?® In einer
randomisierten, doppel-blinden, Placebo-kontrollierten Studie wurden an 200
Patienten mit Risikofaktoren fiir eine koronare Herzkrankheit die Effekte des
Betablockers Atenolol mit denen eines Placebos verglichen. Dazu erhielten die
Patienten vor und nach der Operation sowie wahrend des
Krankenhausaufenthaltes das jeweilige Préparat verabreicht. In der
Atenololgruppe bestand bis zu zwei Jahre nach der Operation eine verminderte
Inzidenz kardiovaskuldrer Komplikationen sowie eine verringerte Mortalitat.*
Aber auch andere Studien zeigten, dass eine perioperative Betablockade die
Inzidenz kardialer Ischamien bei kardialen Risikopatienten verbessert.?**°

In den Leitlinien des American College of Cardiology (ACC) und der American
Heart Association (AHA) wird eine Betablockade bei gefal3chirurgischen
Eingriffen fur Patienten mit hohem kardialem Risiko empfohlen. Aul3erdem wird
Patienten, die bereits eine Betablockertherapie erhielten eine perioperative
Weiterfiihrung der Therapie empfohlen (Empfehlungen der Klasse 1).2

In einer anderen Studie wurde zwischen low- und high- risk Patienten gemaf
des Revised Cardiac Risk Index® unterschieden und gezeigt, dass nur

Patienten der high risk Gruppe von der Betablockertherapie profitieren und eine
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niedrigere Krankhausletalitat auRweisen.** In weiteren randomisierten Studien
wurde jedoch kein Vorteil durch die Betablockertherapie festgestellt und die
Leitlinien in Frage gestellt.>*°

In der randomisierten-kontrollierten POISE Studie wurde auf mogliche
Nebenwirkungen einer perioperativen Betablockertherapie hingewiesen.® Hier
erhielten 8315 Patienten mit Risikofaktoren fur Atheriosklersose 2-4 Stunden
vor der Operation bis 30 Tage nach der Operation Metoprolol oder Placebo
verabreicht. Dies verringerte in der Metoprololgruppe die Inzidenz des

Myokardinfarktes, erhohte jedoch die des Apoplex und die Letalitét.>®

1.3 Prékonditionierung

Prakonditionierung ist ein endogener Schutzmechanismus, bei dem kurze
Triggerfaktoren  wie  beispielsweise Ischdmien, Medikamente oder
Temperaturwechsel die Toleranz von Zellen gegen die Auswirkungen einer
konsekutiven passageren Ischamie erhdhen. Dieser Mechanismus ist in
Organen mit hohem Energieverbrauch wie dem Gehirn®*"=°, der Lunge*®*, der
Leber***, der Niere***> oder dem Herzen*®*’ beschrieben. Im Herzen bewirkt
die Préakonditionierung, dass das Myokard gegen langer dauernde Ischamien
unempfindlicher wird, daher werden Funktionsminderungen und Arrhythmien
gebessert sowie die Infarktgré3e vermindert.

Man unterscheidet generell zwischen Ischamischer Prakonditionierung (IPC)
und Pharmakologischer  Prakonditionierung. Die  Pharmakologische
Prakonditionierung kann unter anderem durch Opioide*®, Adenosin®,
Katecholamine®® und durch volatile Anasthetika® induziert werden, hier spricht

man von Anasthetika-induzierter Prakonditionierung.

1.3.1 Ischamische Prakonditionierung

Die Ischéamische Prakonditionierung wurde im Jahre 1986 erstmals von Murry
et al. an Hunden beschrieben.*® Bei dieser wegweisenden Untersuchung wurde
durch die Vorschaltung von vier Episoden einer jeweils 5 Minuten andauernden
Koronarokklusion vor einer 40 minutigen koronaren Okklusion, die Infarktgrof3e

um 75% reduziert. Somit wurde der bisher wirkungsvollste kardioprotektive
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Mechanismus entdeckt, der in allen bisher untersuchten Spezies beobachtet
werden konnte.>?

Die Prakonditionierung verlauft in zwei Phasen. Die frihe Prakonditionierung,
das so genannte erste Fenster, halt je nach Spezies bis zu drei Stunden an.*®
Nach etwa 24 Stunden beginnt ein zweites Fenster. Diese spate
Prakonditionierung hélt fur weitere 48-72 Stunden an.”** Nur in diesen
Phasen besteht eine Protektion gegen Ischamien. Wahrend der frihen
Prakonditionierung spielt die Aktivierung bereits vorhandener Proteine die
entscheidende Rolle, fur die spate Phase ist dagegen die Neusynthese
kardioprotektiver Proteine charakteristisch.>®

Es koénnen aber auch kurze, ischamische Stimuli wahrend der frihen
Reperfusionsphase nach einer koronaren Okklusion die Infarktgréf3e
reduzieren. Dieses Phanomen wird als Postkonditionierung bezeichnet und
vermag das Myokard, ahnlich der Prakonditionierung, gegen die Folgen einer
Koronarischamie zu schiitzen.®’

Die Mechanismen der frihen Prakonditionierung werden vorwiegend Uber
sarkolemmale, an Guaninnukleotid-bindende Proteine gekoppelte Rezeptoren
vermittelt, wobei die kaskadenartige Aktivierung verschiedener Mediatoren die
entscheidende Rolle spielt.”® Dabei tragen insbesondere Proteinkinasen iber
eine  Aktivitdtssteigerung oder  Translokation, die Bildung freier
Sauerstoffradikale (ROS)*® und die Aktivierung Adenosintriphosphat-regulierter
Kalium-Kanéle (Karp-Kanale)® zu einer InfarktgréRenreduktion bei.

Durch die IPC kommt es auch zu einer Optimierung der intrazellularen
Calciumhomoostase mit konsekutiv verringerter Funktionsminderung des
Myokards infolge des Ischamie/ Reperfusionsschaden (I/R).%* Die zytosolische
Ca?*-Uberladung wird als einer der Hauptdeterminanten des I/R angesehen,
wahrend die kardioprotektiven Effekte der IPC mit einer verstarkten Ca?*-
Aufnahme ins Sarkoplasmatisches Retikulum korrelieren.®> Von der
Calcium/Calmodulin Kinase Il ist inzwischen bekannt, dass sie die IPC

62,63

vermittelt. Diese Kinase phosphoryliert Phospholamban vorwiegend

wahrend Ischamie und Reperfusion®, was eine verstérkte Aktivitat der Ca?*-
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ATPase des Sarkoplasmatischen Retikulums und eine verbesserte Ca*'-
Aufnahme ins SR zur Folge hat®.

1.3.2 Anasthetika-induzierte Prakonditionierung

Bereits im Jahre 1988 zeigten Warltier et al., dass sich die Myokardfunktion
nach einer 15 mindtigen Koronarokklusion bessert, wenn zuvor Halothan bzw.
Isofluran verabreicht wurde. Somit konnte eine positive Beeinflussung des
myokardialen Stunning durch volatile Anasthetika belegt werden.®®>  Fir
Halothan®® und Isofluran®” wurde in den folgenden Jahren erkannt, dass sie
durch die Aktivierung von Katp-Kanalen eine koronare Vasodilatation bewirken.
Aulerdem wurde die gunstige Beeinflussung des myokardialen Stunning durch
Isofluran  mit nichtselektiven Katp-Kanal-Antagonisten wie Glibenclamid

aufgehoben. %

Kersten et al. konnten kurz darauf erstmalig zeigen, dass
Isofluran eine Préakonditionierung induzieren kann, dabei sind die InfarktgréRen
der Isofluran-induzierten Prakonditionierung mit denen der IPC vergleichbar.>
AulRerdem wurde durch den nichtselektiven Katp-Kanal-Antagonisten
Glibenclamid die Anasthetika-induzierte Prékonditionierung aufgehoben, was
schon auf die fundamentale Rolle der Aktivierung von Katp-Kanélen fur die
APC hindeutet.**

Inzwischen konnte fur alle klinisch relevanten volatilen Anésthetika wie

70,71 70,71

Halothan’®™, Enfluran’®, Isofluran’®™, Sevofluran”* und Desfluran’®, eine
Prakonditionierung im Tiermodell gezeigt werden. Bezuglich eines optimalen
Applikationsprotokolls volatiler Andasthetika in der Anéasthetika-induzierten
Prakonditionierung haben Lange et. al gezeigt, dass es fir Desfluran eine
Schwellendosis gibt, die durch wiederholte Verabreichungen gesenkt werden
kann. In dieser Studie lag die Schwelle zur Prakonditionierung im
Herzinfarktmodell des Kaninchens fur Desfluran zwischen 0,5 und 1,0 minimale
alveolare Konzentration (MAC). Durch die wiederholte Gabe mit
dazwischengeschalteten Memoryphasen konnte auch durch subanéashtetische
Dosen Desfluran eine Kardioprotektion gewahrleistet werden. Eine
Dosissteigerung Uber die Schwellendosis hinaus oder eine langerdauernde

Applikation zeigten keinen weiteren protektiven Effekt.”> Auch Kehl et. al
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zeigten, dass eine Erhéhung von Isofluran von 0,25 auf bis zu 1,25 MAC keine
weitere Verminderung der Infarktgré3en bewirkte, allerdings machten hohere
Konzentrationen des volatilen Andasthetikums die InfarktgréRenreduktion
unabhangig vom koronaren Kollateralblutfluss.*’

Ahnlich der IPC ist auch die APC ein biphasisches Phanomen. An Kaninchen
konnte dies zunachst fir Isofluran gezeigt werden.”®" Fiir Desfluran wurde das
zweite Fenster genauer untersucht, dabei liel3 sich 24, 48 und 72 Stunden nach
der Applikation des Andasthetikums eine signifikante Infarktgrof3enredukion
nachweisen, die nach 96 Stunden nicht mehr vorhanden war.”

Aber auch die Gabe volatiler Anasthetika in der friihen Reperfusionsphase
reduziert die InfarktgroBe.”® Dieses Phanomen wird Anasthetika-induzierte
Postkonditionierung genannt und konnte von Preckel et al. erstmals 1998
gezeigt werden.”""®

Die Mechanismen des ersten Fensters der APC sind denen der IPC ahnlich. So
wird auch die APC durch die Aktivierung von Adenosin-"°, a-adrenergen-%,
Opioid-®* oder Bradykin- Rezeptoren, die mitunter an inhibitorische G-Proteine®
gekoppelt sind, vermittelt. Andere G-Proteine aktivieren die Phospholipasen C
und D, was die Bildung von Inositol-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG)
bewirkt. 1P setzt (iber spezifische Rezeptoren Ca®* aus dem SR frei. Sowohl
Ca®* als auch DAG, Stichstoffmonoxid (NO) und ROS aktivieren die
verschiedenen Isoformen der Proteinkinase C (PKC). Diese Aktivierung fuhrt zu
einer Translokation, welche an der Vermittlung der APC beteiligt ist®,
wohingegen die Inhibition der Translokation durch Colchicin die APC inhibiert®*.
Aber auch die Bildung ROS in der mitochondrialen Atmungskette ist ein
wichtiger Bestandteil des Signaltransduktionsprozesses der APC, da eine
Koadministration von ROS-Fangern die Prakonditionierung verhindert.
AulRerdem wurde gezeigt, dass durch die Isoflurangabe selbst ROS erzeugt
werden. %886

Eine SchlUsselrolle in der Prakonditionierung kommt der Aktivierung
sarkolemmaler und mitochondrialer Karp-Kanéle zu, denn die Blockade der
Kanale hebt eine Desfluran-induzierte Prakonditionierung vollstandig auf.®’

ROS und PKC sind in der Lage diese Kanéle zu aktivieren. Aber auch NO, das
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durch die Aktivierung der NO-Synthase (NOS) durch volatile Anasthetika
gebildet wird sowie Prostaglandine, die durch die Cyclooxygenase 2 (COX 2)
synthetisiert werden, kdnnen die Aktivitdt von Karp-Kanale beeinflussen und
spielen somit eine Rolle in der APC. Umgekehrt hebt eine Blockade der NO
Synthase®® oder der COX 2”*® die APC ebenfalls auf. Auch die verzégerte
Offnung der mitochondrialen ,permeability-transition” Poren (mPTP), welche
vermutlich teilweise tiber Karp-Kanédle vermittelt wird, ist an der APC beteiligt.*
An dem Komplexen Netzwerk der APC sind jedoch noch viele weitere Kinasen
wie beispielsweise Protein-Tyrosin-Kinase® oder Phosphatidylinositol-3-
Kinase/Akt®* oder Mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPK)%, die vor- nach-

und parallel zur PKC geschaltet sind, beteiligt. (Abbildung 2)

ALIAY /
Opioid NN

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Signaltransduktion der APC; DAG

Diacylglycerin; G4 Guaninnukleotid-bindendes Protein; IP; Inositoltrisphosphat; Katp
ATP-regulierte Kalium-Kanale; MAPK Mitogenaktivierte Proteinkinase; NO
Stickstoffmoxid; NOS Stickstoffmomoxidsynthase; PKC Proteinkinase C; PLC

Phosphipase C; ROS freie Sauerstoffradikale; SR Sarkoplasmatisches Retikulum;
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Neben den genannten Komponenten ist auch der [(-adrenerge
Signaltransduktionsweg fur die Vermittlung der Prakonditionierung von

Bedeutung 899

Es konnte gezeigt werden, dass eine Blockade der
Betarezeptoren die IPC abschwacht.”*% Aber auch die APC wurde in
Zusammenhang mit der Betablockade untersucht. In einem zellularen Model
simulierter Ischamie an Rattenzellen beeinflusste der Betablocker Propranolol
die APC nicht.”® In einem anderen Modell an menschlichen Zellen wurden
jedoch die giinstigen Effekte des Desfluran durch Propranolol aufgehoben.®
Lange et al. haben sich erstmals mit der Rolle des [3;-adrenergen
Signaltransduktionsweges in der APC gegen Myokardinfarkt in einer in vivo
Studie am Kaninchen beschaftigt. In diesem Experiment wurde der 31-Rezeptor
mit dem kurzwirksamen Betablocker Esmolol blockiert und auf diesem Wege
die APC inhibiert.**

Auch fur die PKA, ein Bestandteil des klassischen [;-adrenergen
Signaltransduktionsweges, konnte durch Blockade mit dem spezifischen
Inhibitor H-89 gezeigt werden, dass diese an der Vermittlung der APC beteiligt
ist.” Als ein weiterer Bestandteil der Bi-adrenergen Signaltransduktion konnte
fur die CaMK Il gezeigt werden, dass sie die IPC vermittelt.?*®* Diese reguliert
die intrazellularen Ca* Homoostase und kénnte moglicherweise auch in der
APC eine wichtige Rolle spielen, dies wurde aber zum jetzigen Zeitpunkt noch
nicht weiter untersucht.

Da (i-Rezeptoren neben den klassischen Gs-Proteinen auch an Gj-Proteine
gekoppelt  sein  kénnen?, kann Uber einen  PKC-abhangigen
Signaltransduktionsweg die Offnung von Karp-Kandlen vermittelt werden,

welche bekanntlich eine Schliisselrolle in der Vermittiung der APC spielen.>>®’

1.3.3 Klinische Studien

Klinische Studien zur IPC zeigen auch beim Menschen kardioprotektive Effekte.
So konnte bei einer wiederholten perkutanen  transluminalen
Koronarangioplastie gezeigt werden, dass verglichen mit der initialen Ballon-
Dilatation (ischdmische Episode), die zweite Dilatation mit weniger

pektangindsen Beschwerden und weniger ST-Veranderungen einherging.®®
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AulRRerdem bewirkt eine myokardiale Ischamie in Form einer Angina pectoris vor
einem Myokardinfarkt eine geringere Morbiditat und Mortalitat im Vergleich zu
Patienten ohne Préainfarktangina.®

Auch fur die Anasthetika-induzierte Prékonditionierung gibt es klinische
Hinweise einer Wirksamkeit am Menschen, wobei die meisten Studien bei
elektiven Bypassoperationen erfolgten.’®®" Dabei wurde unter anderem
gezeigt, dass eine 5 minutige Desfluran Gabe vor der Kardioplegie den Anstieg
von Troponin | und NT-pro-BNP, als Marker einer myokardialen Dysfunktion,
verminderte.' Eine 10 miniitige Prakonditionierung mit Sevofluran fithrt noch
ein Jahr postoperativ zu einer Verminderung kardialer Komplikationen wie
Herzrhythmusstérungen, Myokardinfarkt oder plétzlichen Herztod.***

De Hert et al. beschaftigten sich mit dem Applikationszeitpunkt und der
Appliktionsdauer der volatilen Anasthetika. Dabei zeigte sich, dass die
Sevofluran-Applikation wahrend der gesamten Operationszeit Vorteile im Bezug
auf myokardiale Schadigung und Erholung der ventrikularen Funktion mit sich
bringt, wohingegen die Sevoflurangabe wahrend einer Pra- und
Postkonditionierungsphase in dieser Arbeit nicht protektiv ist.'%

Somit werden die positiven Effekte der volatilen Anasthetika deutlicher, wenn
man totale intraventse Anésthesieverfahren mit inhalativen Narkoseverfahren
vergleicht. Dazu wurden hauptsachlich Untersuchungen an Patienten mit
herzchirurgischen Eingriffen unter Einsatz der Extrakorporalzirkulation
durchgeflihrt. Diese haben ergeben, dass sich bei Desfluran- oder Sevofluran-
anasthesierten Patienten die hamodynamischen Parameter schneller
normalisierten und der Anstieg des Troponin | geringer war als bei den
Patienten unter Propofol Narkose.'® Des weiteren ist eine Desfluran- oder
Sevoflurannarkose mit einem kirzerem postoperativem Intensivaufenthalt und
einer kirzeren Krankenhausliegedauer, verglichen mit intravendsen
Anasthesieverfahren, assoziiert.'® In einer groRen retrospektiven klinischen
Studie wurden an 10535 Patienten, die eine Herzoperation durchliefen, die
Effekte von Propofol und Sevofluran verglichen. Dabei zeigte sich, dass
Patienten, die kurze Zeit vor der Operation keine instabile Angina pectoris

und/oder keinen Myokardinfarkt erlitten unter Sevofluran eine signifikant
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niedrigere postoperative Mortalitét zeigten.'®® Eine Metaanalyse aus 27 Studien
mit 2979 Patienten konnte diese Daten weiter untermauern und bestétigte den
Vorteil volatiler Anasthetika gegenuber totalen intravendsen Narkoseregimes
bei herzchirurgischen Eingriffen.’®” Bisher konnte jedoch keine Verbesserung
der Mortalitat oder der postoperativen Infarktrate durch volatile Anéasthetika

nachgewiesen werden.**®

1.4 Fragestellung

In dieser Arbeit wurde die bislang unbekannte Rolle der Calcium/Calmodulin
Kinase Il in der Vermittlung der Desfluran-induzierten Prakonditionierung und in
der durch den Betablocker Metoprolol vermittelten Kardioprotektion untersucht.
AulRerdem wurde die Anéasthetika-induzierte Prakonditionierung in Kombination
mit der Betablockade durch Metoprolol untersucht. Dazu wurde ein in vivo
Herzinfarktmodell des Kaninchens verwendetet.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Hypothesen zu testen, dass

1. die Blockade der CaMK Il die Desfluran-induzierte Prakonditionierung

verhindert.
2. die Kardioprotektion durch Metoprolol dosisabhéngig ist.
3. Metoprolol dosisabhéngig die Desfluran-induzierte Prakonditionierung

des Herzens blockiert.
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2 Material und Methoden
2.1 Durchfiihrung der Untersuchung
2.1.1 Versuchstiere

Gemald dem Tierschutzgesetz Uber Versuche an lebenden Tieren wurde ein
Antrag bei der zustdndigen Behorde der Regierung Unterfrankens gestellt,
welche die Tierversuchsgenehmigung erteilte.

Die Durchfuhrung der experimentellen Untersuchung erfolgte an méannlichen,
weiRen Neuseelandkaninchen, die neun bis zwolf Wochen alt waren und
zwischen 2000 und 2500g wogen.

Diese wurden fir etwa eine Woche in den Tierstallen des Universitatsklinikums
gehalten. Wahrend dieser Zeit erhielten sie feste Nahrung und Wasser ad
libidum.

Die fur die jeweiligen Untersuchungen bendétigten Tiere wurden unmittelbar vor

den experimentellen Durchfiihrungen aus den Tierstallen geholt.

2.1.2 Narkose und Beatmung

Zur Einleitung der Narkose wurde den Kaninchen eine 24G intravendse
Venenverweilkanile in die marginale Ohrvene gelegt. Die korrekte intravenése
Lage der Kanule wurde anschlieBend durch Spilung mit 0,9%iger
Natriumchloridlésung Gberprift. Bei sicherer intravendser Lage erfolgte die
Narkoseinduktion mittels Bolusinjektion von Natrium-Pentobarbital (30 mg/kg).
Die Aufrechterhaltung der Narkose erfolgte mittels kontinuierlicher intravendser
Infusion von 20-30 mg/kg/h Natrium-Pentobarbital Gber einen Perfusor, der
durch einen Dreiwegehahn mit der Venenverweilkanile verbunden wurde.

Die Anasthesietiefe wurde regelmafig Uberprift, wobei der Palpebral-Reflex bei
berihren der Wimpern und der FulBwegzieh-Reflex bei Druck auf die
Zehenzwischenraume der Hinterpfote als Parameter zur Einschatzung der
Narkosetiefe dienten. Die Tiere erhielten bei Bedarf zusatzliche Gaben von
Natrium-Pentobarbital (10 mg/ml) intravenés als Bolus.

Um eine kontinuierliche, kontrollierte Beatmung der Tiere Uber den gesamten

Versuchsablauf gewahrleisten zu konnen, wurden die Tiere tracheotomiert.
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Nach einer ventralen Mittellinien-Inzision wurde die Trachea freiprapariert, so
dass sie uber eine Lange von etwa 2 cm dargestellt werden konnte. Kranial und
kaudal des dargestellten Bereiches wurden zwei Seidenfaden um die Trachea
geschlungen. Dazwischen erfolgte die Tracheotomie und es wurde eine
Trachealkanule eingefuhrt, welche mit beiden Faden fixiert wurde.

Die Kaninchen wurden wahrend des gesamten Experimentes kontinuierlich
unter Verwendung eines Luft-Sauerstoff-Gemisches (FiO, = 0,3; Air = 0,7;
entsprechend 0,5 I/min O, und 1l/min Air) druckkontolliert beatmet (Cicero®,
Drager, Lubeck, Deutschland).

Der endexpiratorische CO,-Partialruck, der Uber eine Messsonde (Drager,
Libeck, Deutschland) kontinuierlich Gberwacht wurde, wurde durch Anpassung
von Tidalvolumen und Atemfrequenz konstant im physiologischen Bereich (30-
40 mmHg) gehalten.

Arterielle Blutgasanalysen (ABL 505 Blutgasanalysegerat, Radiometer,
Kopenhagen, Danemark) wurden Uber den gesamten Zeitraum des Versuches
in regelmafigen Abstadnden durchgefuhrt. Die Blutgasanalysen wurden jeweils
am Ende der einzelnen Versuchsperioden (Baseline, Intervention, Memory
Okklusion), in der Reperfusionsphase stindlich sowie am Ende des Versuchs
durchgefuhrt.

2.1.3 Praparation

Zunachst wurde die rechte Arteria carotis communis Uber eine Lange von 2 cm
von ventral freiprapariert und das kraniale und kaudale Ende des dargestellten
Abschnittes jeweils mit einem Seidenfaden umschlungen. Mit dem kaudalen
Faden wurde kurzzeitig die Blutzufuhr bis zum Einfihren des Katheters in die
Arterie unterbunden. Nach einer Inzision der Arteria carotis communis wurde
ein mit 0,9% NacCl geflllter PE 50 Polyethylen-Katheter in die Arterie eingefiihrt
und retrograd in den linken Ventrikel vorgeschoben. Dieser wurde mit Hilfe der
zwei Seidenfaden in seiner Position sicher platziert.

Uber diesen Katheter konnte der linksventrikulare Druck (LVEDP) sowie der
maximale Anstieg des linksventrikularen Druckes (+dP/dtnha) gemessen

werden.
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Um auch den mittleren arteriellen Druck (MAP) kontrollieren zu kénnen, wurde
die rechte Arteria femoralis in eine Lange von 2 cm freiprapariert und nach
Inzision ein Katheter Uber die Arteria femoralis in der Arteria abdominalis
platziert (2,5 French, Micro-Tip Catheter, Millar Instruments Inc., Houston,
Texas). Auch hier wurde der Katheter in der korrekten Position mit einem um
die Arteria femoralis gelegten Seidenfaden gesichert.

In Rechtsseitenlage wurde eine Thorakotomie im vierten Interkostalraum links
durchgefiihrt. Nach Darstellung des Herzens konnte das Perikard stumpf
ertffnet werden.

Es wurde ein prominenter Ast der linken Koronararterie aufgesucht und etwa in
der Mitte seiner Verlaufsstrecke zwischen Herzbasis und Herspitze mittels
eines chirurgischen Fadens (2/0 Ethicon Perma - Hand® Seide, Fa. Johann +
Johann Intl.) umschlungen. Beide Fadenenden wurden durch einen etwa 1,5
cm langen Kunststoffschlauch gefiihrt, um eine Schlinge entstehen zu lassen.
Mit Hilfe diese Schlinge konnte die Koronarokklusion durchgefiihrt werden.

Des Weiteren wurde bei allen Versuchstieren ein 3—Kanal—Elektrokardiogramm
(EKG) angelegt, um kontinuierlich Herzfrequenz und Rhythmus sowie
ischamiebedingte  Verdnderungen wahrend der Okklusionsphase zu
uberwachen.

Mittels einer rektal platzierten Temperatursonde wurde die Kdrpertemperatur
der Kaninchen Uberwacht und Uber einen Regelkreis mit einem beheizbaren
OP-Tisch (Fohr, Medical Instrumente, Seeheim, Deutschland) konstant auf
38,5%0,5 °C gehalten.

Zur Aufrechterhaltung der intraoperativen Flissigkeitshomdostase wurde
kontinuierlich physiologische Kochsalzldsung (NaCl 0,9%, 40mi/h) Uber den

vendsen Zugang an der Ohrvene infundiert.

2.1.4 Induktion der myokardialen Ischamie

Funf Minuten vor der Okklusion der Koronararterie wurde allen Tieren 300 U/kg
Heparin zur Antikoagulation intravents appliziert. Um die myokardiale Ischamie
auszulosen, wurde der mit dem chirurgischen Nahtmaterial angeschlungene

prominente Ast der linken Koronararterie okkludiert. Dazu wurde die Ligatur
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zugezogen, das Kunststoffrohrchen in Richtung Herz vorgeschoben und mit
einer Péan-Klemme fixiert.

Die myokardiale Ischamie wurde anhand von ST-Strecken Verénderung im
EKG, regionaler Zyanose und Dyskinesien des Myokards innerhalb der
Ischamiezone verifiziert.

Durch lockern der Schlinge wurde die Reperfusion ermdglicht, wobei eine
adaquate Reperfusion durch Hyperamie des Myokards und Rickgang der EKG-

Veranderungen festgestellt werden konnte.

2.1.5 Beendigung des Experimentes

Nach Abschluss der Reperfusionszeit wurde die angeschlungene
Koronararterie erneut okkludiert, gleich darauf wurden 2 ml Patentblau (0,1
g/ml, Sigma- Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) intravends injiziert.

Durch den Farbstoff konnte der noch normal durchblutete, nicht-ischamische
Anteil des Myokards von dem ischamischen Bereich des Myokards (area at
risk, AAR) separiert werden. Daraufhin erhielten die Kaninchen eine letale
Dosis Natrium-Pentobarbital und das Herz wurde nach Abtrennung von Aorta
sowie Vena cava inferior et superior entnommen.

Nach der Enthahme wurden zunéchst rechter und linker Vorhof sowie rechter
und linker Ventrikel voneinander separiert.

Nun erfolgte die Praparation des linken Ventrikels, indem dieser von der Basis
bis zur Herzspitze in finf Scheiben geschnitten wurde. Anschliel3end erfolgte
die sorgfaltige Trennung der blauen (das heifl3t die regelhaft perfundierten
Areale) von den rot erscheinenden (entspricht den ischamischen Arealen)
Anteilen.

Nach der Trennung wurden die blauen und die roten Gewebeanteile fur 20
Minuten separat in eine auf 37°C erwarmte LoOsung aus
Kaliumdihydrogenphosphat/Kaliumhydrogenphosphat (K3PO4, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) und 1% 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC, Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland), welche mittels 0,1M Phosphatpuffer auf einen pH-Wert von 7,4
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adjustiert wurde, gegeben. Das Gewebe wurde anschlief3end fiir 24 Stunden in
10%iger Formaldehydlosung konserviert.

TTC wird durch oxidative Enzymsysteme wie z.B. NAD - bzw. NADP -
abhangige Oxidasen zu einem lipidléslichen Formazan reduziert und erscheint
in dieser Form rot. Somit erscheint nach der Inkubation mit TTC vitales
Herzmuskelgewebe roétlich, wohingegen sich abgestorbenes Gewebe grauweil3

darstellt.*%®

2.1.6 Auswertung des Experimentes

Die Versuchsauswertung erfolgte am Folgetag der Untersuchung nach 24-
stindiger Konservierung des Myokardgewebes in 10%iger Formaldehydlésung.
Unter einem Stereomikroskop (Leica M55, Leica Mikroskopie Systeme AG,
Heerbrugg, Schweiz) wurde die Area at Risk sorgfaltig in rot (d.h. vitales
Myokard) und grauweil3 erscheinende (d.h. irreversibel infarziertes Myokard)
Anteile separiert und getrennt voneinander aufbewahrt.

Anschliel3end erfolgte mittels einer digitalen Messwaage (Sartorius R 180 D,
Sartorius GmbH, Géttingen, Deutschland) die gravimetrische Bestimmung des
infarzierten Areals, des ischamischen Areals, der AAR (entspricht der Summe
aus vitalem und irreversibel infarziertem Myokard), des nicht ischamischen
Anteils des linken Ventrikels sowie der Gesamtmasse des linken Ventrikels.
Hier wurde die Herzinfarktgrof3e als Prozentwert der AAR ausgedrickt.
AulRRerdem wurde der Anteil der AAR an der Gesamtmasse des linken
Ventrikels als prozentualer Wert bestimmt. Tiere, deren AAR weniger als 15%
der Gesamtmasse des linken Ventrikels betrug, wurden nicht in die Auswertung
des Experimentes miteinbezogen. Eine Untersuchung von Ytrehus et al. zeigte,
dass die GrolRe des myokardialen ischamischen Areals einen wesentlichen
Pradiktor der resultierenden InfarktgroRe darstellt.’® Aus einer kleinen AAR
resultiert auch eine kleine InfarktgrofRe und umgekehrt. Um diesen Einfluss zu
vermindern, wurden in der Untersuchung nur Tiere mit einer AAR von

mindestens 15% des linksventrikularen Gewichts miteinbezogen.
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Ebenso wurden Tiere, die wahrend des Versuches ein Pumpversagen des
linken Ventrikels oder Kammerflimmern erlitten hatten, von der
Versuchsauswertung ausgeschlossen.

Die gravimetrische Messung wurde von einer geblindeten Person durchgefuhrt.

2.2 Experimentelles Protokoll

Die Kaninchen wurden randomisiert zwolf Versuchsgruppen zugeordnet.
(Abbildung 3)

Unabhangig von der jeweiligen Versuchsgruppe gab es ein Basisprotokoll, das
sich Uber einen Zeitraum von insgesamt 300 Minuten erstreckte. Alle
Versuchstiere  erhielten  Natrium-Pentobarbital (20-30 mg/kg/h) als
Hintergrundnarkose. Das Protokoll begann nach Beendigung der Pr&paration
der Tiere.

Die erste Phase des Protokolls war die als Baseline bezeichnete
Aquilibrierungsphase, in der die Ausgangswerte der hamodynamischen
Parameter Uber eine Zeit von 30 Minuten aufgezeichnet wurden. Darauf folgte
die Interventionsphase.

In der Kontrollgruppe erfolgte in dieser Phase aul3er der kontinuierlichen
intravendsen Gabe von 0,9% Natriumchlorid keine weitere Intervention. Die
Desfluran Gruppe erhielt fur 30 Minuten 1,0 MAC (Minimale Alveolare
Konzentration) Desfluran (Baxter Deutschland GmbH, Heidelberg,
Deutschland). Dies entspricht beim Kaninchen einer endtidalen Konzentration
von 8,9 Vol.-%.'" Die endtidalen Konzentrationen von Desfluran wurden
kontinuierlich mit einem Kkalibrierten Infrarot-Analysegerat (Drager, Lubeck,
Deutschland) gemessen.

Die verschiedenen Gruppen erhielten jeweils den [(;-selektiven Blocker
Metoprolol in einer Dosis von 0,2; 1,0; 1,75; oder 2,5 mg/kg. Aul3erdem
erhielten vier weitere Gruppen eine Kombination aus 0,2; 1,0; 1,75; oder 2,5
mg/kg Metoprolol mit 1,0 MAC Desfluran. Desfluran und Metoprolol wurden 30
Minuten kontinuierlich appliziert. In zwei weiteren Versuchsgruppen wurde ein
Bolus des spezifischen CaMKII-Inhibitors KN-93 (300 ug/kg, Sigma-Aldrich,
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Munchen, Deutschland) direkt in den linken Ventrikel injiziert. Die Gabe von KN-
93 erfolgte entweder alleine oder in Kombination mit 1,0 MAC Desfluran.

Die Zeitspanne zwischen dem Ende der Applikation des volatilen
Anasthetikums und dem Beginn der Koronarokklusion wird als Memory-Phase
bezeichnet. Das bedeutet, dass bereits zu Beginn der Koronarokklusion kein
Anasthetikum mehr nachweisbar ist und trotzdem eine Prakonditionierung
induziert wird. Nach der 30 minttigen Memory-Periode folgte in jeder Gruppe
eine 30 minitige Koronarokklusion. Im Anschluss an die Phase der Okklusion
folgte als letzter Abschnitt des Protokolls die Reperfusionsphase tber eine

Zeitspanne von drei Stunden.

| — 30 MIN —}—— 30 MIN —}+— 30 MIN —+}e— 30 MIN —++«——— 180 MIN———|
CON BASELINE REPERFUSION
DES | BASELINE | DESFLURAN | OKKLUSION REPERFUSION |
METO PROLOL
[ o02mgkg — ¥
METO 0.2 [ BASELINE OKKLUSION REPERFUSION |
METO PROLOL
I 10mgkg — ¥
METO 1.0 [ BASELINE OKKLUSION REPERFUSION |
METO PROLOL,
1,75 mgkg
METO 1,75 [ BASELINE OKKLUSION REPERFUSION |
___METOPROLOL
25 makg
METO 2,5 | BASELINE OKKLUSION REPERFUSION |
METO PROLO
02mgkg
DES + [ BASELINE DESFLURAN | OKKLUSION REPERFUSION |
METO 0'2 METO PROLOL
L 10makg
DES + [ BASELINE DESFLURAN | OKKLUSION REPERFUSION |
METO 1'0 METO PROLOL
¥ 175 mgka
DES + | BASELINE DESFLURAN | OKKLUSION REPERFUSION |
METO 1,75 oo
DES + | BASELINE DESFLURAN | OKKLUSION REPERFUSION |
METO 2’5 ¥ KN-93300 pgkg
KN-93 [ BASELINE OKKLUSION REPERFUSION |
;_ KN-93 300 pgkg
DES+KN-93 | BASELINE | DESFLURAN | OKKLUSION REPERFUSION |
A A A A A A A
° ° ° ° ° ° .

AHAMODYNAMIK @ BLUTGASANAL YSE

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Experimentellen Protokolls;

CON = Kontrolle; DES = 1,0 MAC Desfluran; METO =0,2; 1,0; 1,75; 2,5 mg/kg Metoprolol;
DES + METO = 1,0 MAC Desfluran + 0,2; 1,0; 1,75; 2,5 mg/kg Metoprolol (n=10 pro
Gruppe); KN-93 = 300 pg/kg KN-93; KN-93/DES = KN-93 + Desfluran (n=6 pro Gruppe).
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2.3 Organentnahmen

Fur die Durchfiihrung der molekularbiologischen Untersuchungen wurde das
Protokoll verkirzt und die Herzen bereits funf Minuten nach Beendigung der
Interventionsphase entnommen.

Narkoseinduktion, Narkoseaufrechterhaltung, Praparation, Monitoring sowie
Uberwachung und Modulation von Narkosetiefe, Herzkreislaufparameter und
Atmung erfolgten wie bei der Durchflihrung des eigentlichen Experimentes.

Auf die Koronarokklusion sowie die Farbung des Myokards mittels Patentblau

wurde verzichtet.

2.3.1 Protokoll zur Organentnahme

In diesem Teil des Experimentes wurden die 42 Tiere randomisiert sechs
Versuchsgruppen mit je sieben Tieren zugeteilt.

Dabei erhielten die Kaninchen 0,9% NaCl in der Kontrollgruppe oder 1.0 MAC
Desfluran in der Desflurangruppe. AufRerdem wurde Metoprolol in einer
Konzentration von 2,5 mg/kg kontinuierlich intravents oder 300pg/kg KN-93 als
Bolus in den linken Ventrikel, jeweils alleine oder in Kombination mit 1.0 MAC
Desfluran, appliziert. Funf Minuten nach Beendigung der Desfluran- oder
Metoprolol-Zufuhr bzw. 35 Minuten nach der Bolusinjektion von KN-93 wurden
die Herzen zugig entnommen und zunachst in Eis-gekuhlter 0,9%iger NaCl-
L6sung gewaschen. Die Vorhofe und der rechter Ventrikel wurden separiert und
verworfen. Der linke Ventrikel wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® (Eppendorf,
Hamburg) gegeben, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zu

den molekularbiologischen Untersuchungen gelagert.

2.4 Molekularbiologische Untersuchungen
2.4.1 Herstellung der Lysate

Etwa 0,5 cm? groRe Stiicke des gefrorenen Herzgewebes wurden in 500 pl
gekihltem RIPA-Puffer mit Proteasen-Inhibitoren (Complete, mini, Roche
diagnostics Mannheim) in einem Eppendorfgefald inkubiert. Fir phosphorylierte
Proteine wurden 20mM NaF (Sigma, Steinheim) und 1mM NaszVO, (Sigma,

Steinheim) hinzugefugt.
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Diese Proben wurden daraufhin mittels eines Homogenisators (IKA® RW14
basic, IKA® Werke, Staufen) mit Glaskolben in den dazugehérigen
Homogenisatorzylindern auf Eis zweimal fir 30 Sekunden bei zirka 1500 U/m
homogenisiert. Das gewonnene Homogenisat wurde fur 30 Minuten bei 4°C und
12000xg zentrifugiert (Sepatech Megafuge 1,0R, Heraeus). Der hierbei
gewonnene Uberstand, mit einer gewiinschten Proteinkonzentration von circa
10ug/ul, wurde in frische, gekihlte ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Verwendete Losungen:

PBS (phosphate buffered saline) (5 fach) pH 7,4
41,17 g Na,HPO4 (Merck KGaA, Darmstadt)
11,73g NaH,PO,(Merck KGaA, Darmstadt)

209 NaCl (Sigma Chemie GmbH, Steinheim)
930 ml  H,0 ( Fresenius Kabi AG, Bad Homburg)

RIPA-Puffer

97,5ml PBS

1 ml Igepal CA-630 (Sigma Chemie GmbH, Steinheim)

500 mg Sodium deoycholat (Sigma Chemie GmbH, Steinheim)
1 ml 10% SDS (Sigma Chemie GmbH, Steinheim)

2.4.2 Protein-Bestimmung nach Bradford

Zur Messung der Gesamtproteinkonzentration nutzten wir die Methode nach
Bradford.'*? Durch die Bindung von Coomassie brilliant blue an Proteine wird
das Absorptionsmaximum von 465nm auf 595nm verschoben, dies dient als
Malf fur die Proteinkonzentration.

In Kunststoffklivetten (Sarstedt, Nturmbrecht) wurde jeweils 1 pl des Lysates mit
800 pl HO und 200 pl Bradford-Reagenz (BioRad Laboratories GmbH,
Munchen) versetzt und gut durchmischt. Daraufhin wurde die Absorption bei
595 nm spektrophotometrisch mittels HP620 (Hewlett Packard) gemessen und

die Proteinkonzentrationen mithilfe der Standardkurve bestimmt. Nach
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Berechnung wurden 60 pg Gesamtprotein (bzw. 10 pg Protein bei PLB) in ein
neues Reaktionsgefald pipettiert und mit dem jeweiligen Losungspuffer auf 20 pl
aufgeftillt. Vor der 5 miniitigen Denaturierung bei 95°C (Techne, Dri-Block® DB-
2A, Cambridge, UK) wurden 20 pl Laemmli Puffer (BioRad, Hercules, CA, USA)
mit 0,5% B-Mercapto-Ethanol (Sigma, Steinheim) zugeflgt. Das denaturierte
Gemisch wurde 1 Minute bei 10000U/m (Centrifuge 5415C, Eppendorf,

Hamburg) zentrifugiert.

2.4.3 Auftrennung der Proteine

Zur Auftrennung der Proteine nach dem Molekulargewicht diente eine
Gelelektrophorese mit SDS (Sodium dodecyl sulfat)-Gelen nach dem
diskontinuierlichen Laemmli-System mit Tris-Glycin-Puffer.'*?

Zunachst wurde das Trenngel gemischt und zwischen zwei Glasplatten mit 1,5
mm Spacer (BioRad Laboratories GmbH, Minchen), die in einer speziellen
Halterung (BioRad Laboratories GmbH, Minchen) fixiert waren, eingefullt. Auf
die Oberflache wurde ein 1cm breiter Film destilliertes Wasser gegeben.
Nachdem das Trenngel polymerisiert hatte wurde das oben schwimmende H,O
komplett entfernt und das Sammelgel vorbereitet. Dieses wurde auf das
Trenngel aufgebracht und 1,5 mm dicke 10-well Kamme luftblasenfrei
eingesetzt. Diese wurden nach der Polymerisierung des Gels entfernt und die
so entstandenen Probentaschen mit destilliertem H,O gespilt um Gelreste zu
entfernen.

Diese Gele wurden in die Elektrophoresekammer (Mini-PROTEAN 3 BioRad
Laboratories GmbH, Minchen) eingesetzt und befestigt.

Nun wurden die vorbereiteten Probengemische mithilfe von Gelloader-
Pipettenspitzen (Gilson®, Middleton, USA) komplett in die Taschen pipettiert.
Zur Grolenbestimmung wurde in eine der Taschen 5 pl eines Proteinmarkers
(peqGOLD Protein-Marker V (Prestained), PeQLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen) bzw. Kaleidoscope Polypeptide Standards, BioRad Laboratories
GmbH, Minchen) gegeben.

Anschlielend wurde die Kammer vollstandig mit Elektrophorese-Puffer gefiillt,

an eine Stromquelle (PowerPac™ HC High-Current Power Supply, BioRad
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Laboratories GmbH, Minchen) angeschlossen und zunachst auf 80 V gestellt.

Sobald die Lauffront das Sammelgel passiert hatte wurde die Spannung auf

95-110 V erhoht bis die Proteine am unteren Ende des Gels angekommen

waren.

Zusammensetzung des Trenngels (15%)

2,35 ml
2,5ml
100 pl
5 ml
50 ul
5ul

H,O

1,5 M Tris pH 8,8 (Tris ultrapure AppliChem GmbH, Darmstadt)
10% SDS

Acrylamide/ Bis (30:2) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe)
APS

TEMED (Sigma, Steinheim)

Zusammensetzung des Sammelgels (5%)

2,85 ml
1,25 ml
50 ul
850 pl
25 pl
5ul

H,O

0,5 M Tris pH 6,8 (Tris ultrapure AppliChem GmbH, Darmstadt)
10% SDS

Acrylamide/ Bis (30:2) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe)
10% APS

TEMED

Elektrophorese-Puffer (5-fach) pH 8,3

15¢
72 ¢
59
900 ml

Tris (Tris ultrapure AppliChem GmbH, Darmstadt)
Glycin (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe)
SDS

H.O

2.4.4 Western Blot

Die so aufgetrennten Proteine wurden durch das Wetblot-Verfahren auf

Nitrocellulose-Membranen mit der Porengrof3e von 0,2 pl transferiert und somit

immobilisiert.
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In die Blotting-Kassette wurde zuerst eine in Transfer-Puffer getrankte
Fasermatte gelegt, darauf ein ebenfalls getrénktes Blotting-Papier (330g/m?).
Das Sammelgel wurde mit einem Skalpell abgetrennt und verworfen, das
Trenngel wurde vorsichtig auf das Whatman-Papier gelegt. Auf das Gel wurde
die in Puffer getrankte Nitrocellulosemembran (Protran, Whatman Schleicher &
Schuell, Dassel) in gelgréRe blasenfrei aufgelegt, darauf kam wiederum ein
getranktes Blotting-Papier und zum Schluss noch einmal eine getrankte
Fasermatte. Die Kassette wurde in die Transferkammer gestellt, komplett mit
Transfer-Puffer aufgefullt und an eine Stromquelle mit 250 mA angeschlossen.
Der Transfer wurde bei 4°C tber Nacht durchgefuhrt.

Transferpuffer

200 ml  Elektrophorese-Puffer (5 fach)
200 ml Methanol (Merck)

600 ml  H0

Am néachsten morgen wurde die Membran aus der Blotting-Apparatur
herausgenommen und trocknen lassen, um die Proteine auf der Membran zu
fixieren.

Anhand des Grolienmarkers, der auf der Membran zu sehen war, wurden die
Molekulargewichte der gesuchten Proteine mit denen bekannter Proteine
verglichen. In HOhe des gesuchten Proteins wurde mit dem Skalpell ein Streifen
aus der Nitrozellulosemembran herausgeschnitten.

Zusatzlich wurde aus jeder Membran im Bereich des stabil-exprimierten
Proteins GAPDH (,housekeeping-protein®) ein Streifen abgetrennt, der als
interne Ladekontrolle diente.

Zur Blockade unspezifischer Bindungen wurden alle Membranen in einer
Losung aus 5% Milchpulver (BioRad Laboratories GmbH, Muinchen) in
PBS/Tween 20 (PBS/T: 1000 ml PBS (1 fach), 500 ul Tween 20) fur
mindestens eine Stunde unter leichtem Schitteln bei Raumtemperatur

inkubiert.
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2.4.5 Antikorper-Inkubationen

Die blockierten Membranen wurden aus der Milchlésung herausgenommen und
in den gewtinschten Konzentrationen des spezifischen Antikdrpers in 5%iger
Milchlésung fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiuittler (Heidolph
Duomax 1030) inkubiert:

1:3000 Maus-anti-Phospholamban (Affinity BioReagents™, Golden, CO, USA)
1:3000 Maus-anti-GAPDH (Chemicon International).

Die Folgenden Antikdrper wurden in 5% Milch in PBS/T Uber Nacht bei 4°C auf
dem Schuttler inkubiert:

1:1000 Kaninchen-anti-Phospholamban (Ser 16),

1:1000 Kaninchen-anti-Phospholamban (Thr 17) (beide Badrilla, Leeds, UK),
1:200 Ziege-anti-CaMK Il & (A-17) (Santa Cruz Biotechnology).

Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Membranen mindestens finfmal
10 minttlich mit PBS/T unter leichtem Schiitteln gespdlt.

Als Zweitantikorper wurden an Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelte
Antikdrper in einer Konzentration von 1:5000 verwendet. Diese waren jeweils
gegen die Spezies des Erstantikorpers gerichtet (Anti-Kaninchen 1gG, Anti-
Maus IgG (beide GE Healthcare, Freiburg) Anti-Ziege 1gG (Santa Cruz
Biotechnology)).

Anschliel3end wurden die Membranen wieder wie oben beschrieben gespllt.

2.4.6 Entwicklung

Die Detektion der Proteinbanden erfolgte mittels ECL Detektionsreagenz (GE
Healthcare) und einem Rontgenfilm, der durch die Peroxidase katalysierte
Chemolumineszenzreaktion des Luminols geschwarzt wurde.

Dazu wurden die beiden Reaktionslésungen im Verhéltnis 1:1 gemischt und flr
genau 60 sec auf die Membranen gegeben. Die Membranen wurden zwischen
durchsichtigen Folien in eine Rontgenkassette (Dr. Goos Suprema, Heidelberg)
eingelegt und das Signal per Rontgenfilm (Fuji medical X-Ray film, Disseldorf)
detektiert. Die Entwicklung erfolgte mit einem Rdntgenfilmentwickler (Kodak X-
omat 2000, Kodak, New York, USA).
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2.5 Auswertung

Alle hamodynamischen Parameter (LVEDP, LVP, MAP), Kérpertemperatur und
EKG wurden kontinuierlich mit Hilfe eines analog-digital Konverter (Data
TranslationTM, Marlboro, USA) und einer speziellen Software (Notocord® hem
3.5, Croissy sur Seine, France) auf einem Personal Computer (Hewlett
Packard, Palo Alto, CA) aufgezeichnet.

Die durch Western Blot entstandenen Banden wurden mittels eines
Fotoscanners (Epson Perfection, Epson, Meerbusch, Deutschland) als
Positivfilm eingescannt und die Signalintensitdten der jeweiligen Banden
densitometrisch gemessen (ScanPack3.0, Biometra biomedizinische Analytik
GmbH, Goéttingen). Die Ergebnisse wurden durch die internen Ladekontrollen
normalisiert, indem ein Quotient aus den Signalintensitdten des gesuchten
Proteins und der Ladekontrolle gebildet wurde.

Die gewonnen Daten wurden mit Microsoft Excel (Microsoft Corporation, USA)

analysiert.

2.6 Statistik

Die Statistische Analyse der hamodynamischen Daten wurde zwischen den
Gruppen (Kontrolle vs. Desfluran vs. 0,2 mg/kg Metoprolol vs. 1,0 mg/kg
Metoprolol vs. 1,75 mg/kg Metoprolol vs. 2,5 mg/kg Metoprolol vs. KN-93 vs.
0,2 mg/kg Metoprolol+Desfluran vs. 1,0 mg/kg Metoprolol+Desfluran vs. 1,75
mg/kg Metoprolol+Desfluran vs. 2,5 mg/kg Metoprolol+Desfluran vs. KN-
93+Desfluran) und innerhalb der Gruppen (Baseline vs. Prakonditionierung vs.
Memory vs. Okklusion vs. Reperfusion 1 vs. Reperfusion 2 vs. Reperfusion 3)
als Varianzanalyse mittels ANOVA fur wiederholte Messungen durchgefihrt. Im
Falle einer Signifikanz wurden one-way post-hoc Varianzanalysen fur jede
Gruppe und jeden Zeitpunkt durchgefiihrt.

Die statistische Analyse des Korpergewichts, des linksventrikularen Gewichts
(LV), der AAR, der AAR/LV, der Infarktgrof3e/AAR und der Densitometrie wurde
als one-way Varianzanalyse (Kontrolle vs. Desfluran vs. 0,2 mg/kg Metoprolol
vs. 1,0 mg/kg Metoprolol vs. 1,75 mg/kg Metoprolol vs. 2,5 mg/kg Metoprolol vs.
KN-93 vs. 0,2 mg/kg Metoprolol+Desfluran vs. 1,0 mg/kg Metoprolol+Desfluran
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vs. 1,75 mg/kg Metoprolol+Desfluran vs. 2,5 mg/kg Metoprolol+Desfluran vs.
KN-93+Desfluran) und gegebenenfalls einem post-hoc Duncan’s test
durchgefiihrt. Die Daten wurden mit einem Computer und einer Statistik-
Software (StatMost 3.6 fiir Windows™, Dataxiom Software Inc., Los Angeles,
USA) gewonnen.

Unterschiede der Daten wurden als signifikant angesehen, wenn p<0,05. Alle

Daten sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben.
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3 Ergebnisse

Es wurden 130 Kaninchen instrumentiert, um 112 erfolgreiche Experimente
abzuschlieRBen. Zuséatzlich wurden noch 42 Tieren die Herzen entnommen, um

Western blot Analysen durchzufiihren. (Tabelle 1)

@) O Z Z Z = = = < < ) )
@) m m m m m m m m m =z =z
pd wn — — — — — — — — © ©
O O @) @) @) @) O @) w W
Anzahl n O B B DM O = = D o
[N o ~ [&)] N o ~ Ul m
O O S N
m m m 0
wn wn 0
Infarktgrole 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 6 6
Westernblot 7 7 - - - 7 - - - 7 7

Tabelle 1: GruppengrdfRen der InfarktgréRenbestimmung und der Western blot Analyse;
CON = Kontrolle; DES = Desfluran; METO =0,2; 1,0; 1,75; 2,5 mg/kg Metoprolol; DES +
METO = 1,0 MAC Desfluran + 0,2; 1,0; 1,75; 2,5 mg/kg Metoprolol; KN-93 = 300 ug/kg KN-
93; KN-93/DES = KN-93 + Desfluran.

Drei Tiere wurden wegen eines therapierefraktaren Kammerflimmerns
ausgeschlossen, wobei diese Tiere der Kontroll-, Metoprolol 1,0 mg/kg- und
Metoprolol 2,5 mg/kg Gruppe angehdorten.

Elf weitere Kaninchen wurden wegen linksventrikularen Pumpversagens
ausgeschlossen (1 Desfluran, 2 Desfluran + Metoprolol 0,2 mg/kg, 2 Desfluran
+ Metoprolol 2,5 mg/kg, 2 Metoprolol 0,2 mg/kg, 2 Metoprolol 1,0 mg/kg, 1
Metoprolol 1,75 mg/kg und 1 Metoprolol 2,5 mg/kg) und vier wegen einer AAR
von weniger als 15% des linksventrikularen Gewichts (1 Desfluran + Metoprolol
1,75 mg/kg, 1 Metoprolol 1,0 mg/kg und 2 Metoprolol 2,5 mg/kg).

Zwischen den Gruppen gab es keine Unterschiede bezuglich des
Kdrpergewichts, des linksventrikularen Gewichts und des Gewichts der AAR.
Das relative Gewicht der AAR im Verhaltnis zum linksventrikularen Gewicht

zeigte keine signifikanten Unterschiede. (Tabelle 2)
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KG LV AAR AAR/LV

(kg) (@) (@) (%0)
CON 241+0,08 3,26+0.15 1,25+0,12 38+3
DES 2,24+0,10 3,12+0,15 0,99+0,13 32+4
METO 0,2 247+0,08 3,45+0,13 1,26+0,16 36+4
METO 1,0 250+0,10 3,53+0,18 1,45+0,18 404
METO 1,75 240+0,06 3,30+0,12 1,10+0,06 34+2
METO 2,5 2,16+0,08 3,02+0,13 1,04+0,16 34+5
METO 0,2/DES 2,44+0,08 3,16+0,14 1,08+0,13 343
METO 1,0/DES 2,48+0,11 3,46+0,18 1,45+0,16 41+3
METO 1,75/DES 2,39+0,03 3,28+0,12 1,22+0,11 384
METO 2,5/DES 2,25+0,10 3,12+0,16 1,25+0,20 39%6
KN-93 253+0,07 3,17+0,15 100+0,08 32+2
KN-93/DES 259+0,06 3,19+0,26 0,97+0,18 316

Tabelle 2: Kérpergewicht in kg, Gewicht des linken Ventrikels in g, Gewicht der AAR in g,

GroRe der AAR als Prozentwert der GroRRe des linken Ventrikels; KG = Kérpergewicht; LV
= linksventrikulares Gewicht; AAR = Area at risk; CON = Kontrollgruppe; DES = 1,0 MAC
Desfluran; METO =0,2; 1,0; 1,75; 2,5 mg/kg Metoprolol; DES + METO = 1,0 MAC Desfluran
+0,2; 1,0; 1,75; 2,5 mg/kg Metoprolol (n=10 pro Gruppe); KN-93 = 300 ug/kg KN-93; KN-
93/DES = KN-93 + Desfluran (n=6 pro Gruppe). Alle Angaben sind Mittelwert £ SEM.

3.1 Hamodynamik

Zwischen den Gruppen bestanden keine hamodynamischen Unterschiede
wahrend der Baseline. Metoprolol alleine zeigte keinen Effekt auf den mittleren
arteriellen Druck, aber ab einer Dosis von 1 mg/kg senkte es die Herzfrequenz
(HR). Diese Reduktion wurde wéhrend des kompletten Protokolls beobachtet.
Metoprolol zeigte unabhangig von der Dosierung keinerlei Effekte auf die
maximale Druckentwicklung des linken Ventrikels. Desfluran beeinflusste die
Herzfrequenz nicht, reduziert aber alleine oder in Kombination mit verschieden
Dosen Metoprolol sowohl den MAP als auch dP/dty.x und das Rate Pressure
Product (RPP). Allerdings kehrten der MAP und +dP/dty.x vor Beginn der
Koronarokklusion wieder auf Ausgangswerte zurick. Der LVEDP wurde von
keinem der verwendeten Pharmaka beeinflusst. Der MAP wurde durch

Verabreichung von KN-93 reduziert. (Tabelle 3)
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Reperfusion (h)

HR (min™) Base Interv. Memo CAO 1 2 3
CON 268+7  262+7 2637 2636  249+6  240+5  234+7
DES 27249 260+8 2649  264+7 24628  230#5* 21945
METO 0,2 280+8  245:9*  247+7*  251%11 245+9*  243+11* 23749
METO 1,0 276+13  231+10™ 232+0*  238+0*  232+9*  231+9%  220+8*
METO 1,75 273+9  220#4™  226x5™  231+8M  227+5%  22545¢ 22446+
METO 2,5 253+8  209+8™ 208+9™  210+9™  210+9™ 200+10™ 20312
METO 0,2/DES 270+11 234#8* 242+9  248+9  230+10 236:11* 230+10*
METO 1,0/DES 268:9  214+7™ 224+8™ 235:8%  225:8%  224+7*  227+9*
METO 1,75/DES 27810 222:4™ 228+5™ 233:6* 225:4* 219+4* 2135
METO 2,5/DES  252+12  199+6™ 200+6" 215457 218:8™ 203+13™ 198+14™
KN-93 27747  257+8  247+10 253+0  249+9 24639  245+10*
KN-93/DES 25410 256420 250+10 237+7 2439  244+9 2438
MAP (mmHg) Base Interv Memo CAO 1 2 3
CON 8845 9045 9045 8745 85+4 80+6 80+5
DES 90+4  55+3'* 84+4  80x5 7745 71x4*  6745*
METO 0,2 98+3 9445 9145 86+4 8445 8145 7846 *
METO 1,0 9745 94+7 92+7 84+6 8245 7845 7945
METO 1,75 98+5 8846  88+6 83t6  82+6  80x5*  775*
METO 2,5 8745 84+6 81+6 80+9 7749 76+8 7547
METO 0,2/DES 9515 55¢4™* 9045 87+4 8545 8245 79+6
METO 1,0/DES 93+5  55:4'* 90+4  81+4  76+4  77+5  8l+4
METO 1,75/DES 96+5  60+3'* 90+6  83+4  81+5  79+5 7946
METO 2,5/DES ges5 463" 77:+6  75:4 714  70&7  67+4*
KN-93 790+4  69:5'  69+4’  65:67 61257  63+4 6645
KN-93/DES 7845 5616 7545 7245 70+3 67+2 65+6
LVEDP (mmHg) Base Intervz Memo CAO 1 2 3
CON 3+1 3+1 3t1 8+2 5+1 61 7+1
DES 3+1 2+1 2+1 3+1 3+1 5+2 5+2
METO 0,2 3+1 3+1 41 8+1 6+1 5+1 6+2
METO 1,0 4£1 3+1 41 91 6+1 6+2 7+2
METO 1,75 21 120 20 5+1 30 30 4+1
METO 2,5 3+1 4+1 3t1 61 5+1 8+2 612
METO 0,2/DES 311 4+1 41 6+2 41 5+1 61
METO 1,0/DES  2+1 2+1 2+1 5+1 2+1 31 2+0
METO 1,75/DES 311 210 2+0 8+l 5+1 5+1 61
METO 2,5/DES 311 3+1 3+1 7+1 3+1 2+1 2+1
KN-93 8+4 6+3 12+8" 614 5+3 5+3 5+3
KN-93/DES 8+3 7+2 6+2 10+2 9+2 10+2 12+2
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+dP/dtyna (MmHges™) Base Interv. Memo CAO 1 2 3
CON 4516+395 44914339 4560+396 42504402 3941+369 3452+459 3173+440
DES 4425+670 2147+163"* 37304527 3440+394 2956+302 34344962 3098+781
M ETO 0’2 46641583 35641434 3569+581 3086+318 2932+284*  2986+272*  2680+324*
METO 1’0 38321514 32524532 32761517 27154475 28061475 2637+396 2382+400
METO 1!75 4995+310 3442+326 3677+349 3304+£269* 3020+£248* 2671+286* 2368+291*
METO 2!5 4003+217 3639+219" 3565+233 3238+224 3036+280 3100+£192 3206+382

M ETO 012/DES 4092+660 1832+256™ 3688591 2969+425 2924+422 2620+356 2500+£369*
METO 110/DES 4373+435 1975+192™* 3925406 3117+378 3110+543 2843+348 3054+366
METO 1!75/DES 4290+514 2199+298™*  3840+492 3271+365 3143+403 2985+388 2789+346

METO 2!5/DES 3927+281 2212+233™*  3418+387 3126+314 3025+280 29234253 2765+£197

KN-93 1876+577" 19506307  2097+669"  2125+648" 192245417  1781+460"  1760+649
KN-93/DES 2273+6807  1656+2817  2279+6467 21576557 21636071 20714546 2068477
RPP(HR « MAP) Base Interv Memo CAO 1 2 3

CON 239+15 239+14 23.7+l4 23.4:12 221+1.1 204+1.4  10.9+1.2
DES 24.6+16 143:11% 223+15 211+13 101414  16.4+0.9¢ 14.5:0.9%
METO 0,2 27.2¢41.8  232+19 227+¢1.8 21.7+1.8* 20.6:1.8% 20.0+1.9%* 18.6+1.8*
METO 1,0 26.8:2.0 22.0+20 21.6+1.9 20.3%2.0* 19.2+¢1.8* 184+l7* 18.3:1.6*
METO 1,75 271419 20.2+15% 20.1+14* 10.4+16* 18.8+1.6* 18.1+1.4% 17.3+12%
METO 2,5 223+16 17.7+1.70 17.0:18 16.9:2.3' 165423 154+2.0¢ 15.6+2.1%

METO 0,2/DES  359+01  129¢12% 21.941.9 217417 20.7+1.8 19.7+2.0% 18.5+2.1*
METO 1,0/DES 549:13 11.7:0.9™ 20.3+1.1  19.1#1.3* 17.11.0% 17.2:13* 18.4¢1.2
METO 1,75/DES 271420 13.4:0.8* 205+1.7% 19.2¢1.3% 18.1+1.3% 17.4+14% 17.0415*%
METO 2,5/DES  710:13 91+05% 16.1+1.1' 16.140.8" 154+1.0° 14.3+18"* 13.5+1.4*
KN-93 18.9#1.7  14.4+1.6" 18.9+1.7" 17.0+1.4" 16.8+1.3" 159406 16.7+1.2
KN-93/DES 19.1+14  17.7+1.4 17.1+12 16.1:1.3' 146:09 156+11 16.3+15

Tabelle 3: Systemische hamodynamische Parameter; Base = Baseline; Interv =

Intervention; CAO = Koronararterienokklusion; CON = Kontrolle; DES = Desfluran;
+dP/dtmax= maximaler Anstieg des linksventrikularen Druckes; HR = Herzfrequenz; KN-
93 =300 pg/kg KN-93; KN-93/DES = KN-93 + Desfluran; LVEDP = linksventrikularer
enddiastolischer Blutdruck; MAP = mittlerer arterieller Blutdruck; Memo = Memory
Periode ohne Intervention; METO =0,2; 1,0; 1,75; 2,5 mg/kg Metoprolol; DES + METO =
1,0 MAC Desfluran + 0,2; 1,0; 1,75; 2,5 mg/kg Metoprolol; Precon = Applikation von
Desfluran oder Metoprolol oder KN-93 einzeln oder zusammen mit Desfluran; RPP =
Produkt aus MAP und HR; n =10 pro Gruppe, aulRer KN-93 und KN-93/DES (n = 6).

Alle Angaben sind Mittelwert + SEM, *Signifikant (P < 0.05) verschieden von Baseline,

1Signifikant (P < 0.05) verschieden von dem jeweiligen Wert in der Kontroligruppe.
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3.2 Herzinfarktgroflen

Die Herzinfarktgréf3e der Kontrollgruppe betrug 60+3%. Die 30 minitige Gabe
von 1 MAC Desfluran reduzierte die Infarktgrof3e signifikant auf 33+2%. Die
Gabe des spezifischen CaMK ll-Inhibitor KN-93 in einer Dosierung von 300
Mg/kg zeigte keinen Effekt auf die InfarktgrofRe, die 55+4% betrug. Die
Desfluran-induzierte Prakonditionierung wurde hingegen durch KN-93 geblockt,
die Infarktgréf3e betrug hierbei 57+3%. (Abbildung 4)

70% A

60% 1

50% 1

40% o

30% o

20%

CON DES KN-93 DES + KN-93

Abbildung 4: HerzinfarktgroRe als Prozentwert des ischamischen Areals; CON =
Kontrollgruppe; DES = 1,0 MAC Desfluran; KN-93 (spezifischer Inhibitor der CaMK II) =
300ug/kg KN-93; DES + KN-93 = 1,0 MAC Desfluran + 300ug/kg KN-93; n = 10 pro Gruppe,
auBer KN-93 und DES + KN-93 (n=6 pro Gruppe). Angegeben ist Mittelwert+SEM.*
Signifikant (P < 0,05) verschieden zu CON.

Eine Dosis von 0,2 und 1,0 mg/kg Metoprolol beeinflusste die Infarktgré3en
nicht, die 55+3% bzw. 53+3% betrugen. Erst die Gabe von 1,75 und 2,5 mg/kg
Metoprolol reduzierte die InfarktgrofRen signifikant (*P<0,05) auf 48+4% und
39+5%. Die Desfluran-induzierte Prakonditionierung wurde von Metoprolol
dosisabhangig unterschiedlich stark blockiert, dabei betrugen die Infarktgréf3en
unter der Gabe von 0,2; 1,0; 1,75 und 2,5 mg/kg Metoprolol jeweils 46£5%;
51+3%; 52+3% und 55£3%. (Abbildung 5)
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70% 1

60%

50%

40%

30%

20%
CON DES METO METO METO METO DES + DES + DES + DES +
0,2 1,0 1,75 2,5 METO METO METO METO
0,2 1,0 1,75 2,5

Abbildung 5: Herzinfarktgrof3e als Prozentwert des ischédmischen Areals; CON =
Kontrollgruppe; DES = 1,0 MAC Desfluran; METO =0,2; 1,0; 1,75; 2,5 mg/kg Metoprolol;
DES + METO = 1,0 MAC Desfluran + 0,2; 1,0; 1,75; 2,5 mg/kg Metoprolol; n =10 pro
Gruppe. Angegeben ist MittelwertSEM.* Signifikant (P < 0,05) verschieden zu CON, #
Signifikant (P < 0,05) verschieden zu DES, § Signifikant (P < 0,05) verschieden zu METO
2,5.

3.3 CaMK lI- und Phospholamban- Proteinexpression

Die Proteinexpression der gesamten CaMK Il und des gesamten
Phospholamban war in allen Gruppen gleich stark ausgepragt und wurde somit

von keinem der verwendeten Pharmaka beeinflusst. (Abbildung 6, Abbildung 7)
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Abbildung 6: Proteinexpression der Calcium/Calmodulin Kinase Il nach Applikation von

Desfluran, Metoprolol oder KN-93 (spezifischer Inhibitor der CaMK 1), jeweils alleine oder
in Kombination mit Desfluran.
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Abbildung 7: Proteinexpression des Phospholamban nach Applikation von Desfluran,

Metoprolol oder KN-93 (spezifischer Inhibitor der CaMK 1), jeweils alleine oder in

Kombination mit Desfluran.
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Die Proteinkinase A abhangige Phosphorylierung des Phospholamban an der
Stelle Serin 16 wurde durch Metoprolol alleine und in Kombination mit Desfluran
blockiert. Die Gabe von Desfluran oder KN-93, alleine oder in Kombination mit
Desfluran, beeinflusste die Proteinexpression an dieser Phosphorylierungsstelle
nicht. (Abbildung 8)

180 4
160 +
140 +

120
100 -
80 ~
60 ~
o * *
0
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Abbildung 8: Proteinexpression des an der Stelle Serin 16 phosphorylierten

Phospholamban nach Applikation von Desfluran, Metoprolol oder KN-93 (spezifischer

Inhibitor der CaMK II), jeweils alleine oder in Kombination mit Desfluran.

Die CaMK Il abh&ngige Phosphorylierung des Phospholamban an der Stelle
Threonin 17 wurde durch die Gabe des spezifischen CaMK II-Inhibitors KN-93
und Metoprolol, jeweils einzeln oder in Kombination mit Desfluran, blockiert. Die
Applikation von Desfluran alleine bewirkte bei der Phospholamban-
phosphorylierung an der Stelle Threonin 17 keine Anderung der
Proteinexpression. (Abbildung 9)
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Abbildung 9: Proteinexpression des an der Stelle Threonin 17 phosphorylierten

Phospholamban nach Applikation von Desfluran, Metoprolol oder KN-93 (spezifischer

Inhibitor der CaMK 1), jeweils alleine oder in Kombination mit Desfluran.

Abbildung 6-9: Die Ergebnisse sind als densitometrischer Mittelwert der Imnmunoblots in
Prozent des Kontrollwerts und als représentative Western blots dargestellt. Oben jeweils
das gesuchte Protein, unten das housekeeping Protein GAPDH. Kontrolle =
Kontrollgruppe; Desfluran = 1,0 MAC Desfluran; Meto 2,5 = 2,5 mg/kg Metoprolol; Meto
2,5+Desfluran = 2,5 mg/kg Metoprolol + 1 MAC Desfluran; KN-93 = 300 pg/kg KN-93; KN-
93+Desfluran = 300 pg/kg KN-93 + 1,0 MAC Desfluran. n =7 pro Gruppe. Angegeben ist
MittelwertxSEM. * Signifikant verschieden von Kontrolle.

-36 -



Diskussion

4 Diskussion

Als Prakonditionierung wird ein endogener Schutzmechanismus bezeichnet, bei
dem die Toleranz einer Zelle gegen die Auswirkungen eines spateren
ischamischen Schadens erhoht wird. Bei der kardialen Prakonditionierung wird
generell zwischen Ischamischer Prékonditionierung und Pharmakologischer
Prakonditionierung unterschieden, wobei die Pharmakologische
Prakonditionierung  unter anderem  durch  Opioide*®,  Adenosin®,

Katecholamine*

oder volatile Anasthetika® getriggert wird.

In der vorliegenden Studie wurde das Myokardinfarktmodell des weilR3en
Neuseelandkaninchens™ eingesetzt, um die Rolle der CaMK Il in der
Anasthetika-induzierte Préakonditionierung und in der durch Metoprolol
vermittelten Kardioprotektion zu erforschen. AuRerdem wurde dosisabhéngig
der Einfluss von Metoprolol auf die Desfluran-induzierte Préakonditionierung
untersucht. Neben in vivo Modellen an Hunden**, Ratten*® und Mausen™** ist
das Kaninchenmodell ein  Standardmodell zur  Erforschung der
Prakonditionierung. Des Weiteren wurden Western blots als etablierte Methode
zum semiquantitativen Nachweis verschiedener Proteine durchgefuihrt. Die
Proteindetektion erfolgte durch Immunfarbungen mit spezifischen monoklonalen
Antikorpern gegen die Calcium/Calmodulin Kinase Il, Phospholamban und

gegen das an Serin 16 sowie Threonin 17 phosphorylierte Phospholamban.

Ein Ergebnis dieser Arbeit ist, dass die Blockade der CaMK II, mit dem
spezifischen Inhibitor KN-93, die Desfluran-induzierte Prékonditionierung
aufhebt.

Ca”" ist der zentrale second messenger myokardialer Zellen. Dabei vermittelt
die CaMK Il, als vorwiegende Isoform im Herzen, viele der intrazellularen
Interaktionen. So werden die spannungsabhangigen L-Typ Ca®'-Kandile, die
Freisetzung von Ca?* aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum (ber
Ryanodinrezeptoren sowie die Wiederaufnahme des Ca®" in das SR uber die
Ca’*-ATPase durch die CaMK Il moduliert.?® Folglich ist die CaMK I

vorwiegend fiir die intrazellulare Ca®>* Homdostase verantwortlich.
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Von einer intrazelluldaren Ca*-Uberladung ist jedoch bekannt, dass ihr eine
wichtige Rolle bei der Entstehung eines Ischamie-Reperfusionsschadens
zukommt. Aus dem vermehrten intrazelluldaren Ca?*-Anfall wahrend der
Reperfusion resultiert eine verminderte Kontraktionskraft des Myokards. Dies
entsteht zunachst wegen einer reduzierten Antwort der kontraktilen Filamente
auf Ca®* und letztendlich einer Proteolyse der Myofilamente durch Calpain.'*®
Aus diesem Grund koénnte eine Verminderung der intrazellularen Ca*'-
Uberladung die Folgen des Ischamie-Reperfusionsschadens positiv
beeinflussen. Es ist bereits bekannt, dass eine bessere Ca**-Verwertung
wahrend der Reperfusionsphase einen Teil der
Prakonditionierungsmechanismen des Myokards darstellt und die IPC die durch
den Ischamie-Reperfusionsschaden getriggerte Abschwachung der Ca*
Aufnahme ins SR und die Aktivitaitsminderung der Ca*-ATPase verhindert.®?
Eine Blockade der CaMK II mit KN-93 hebt die positiven Effekte der IPC auf die
kardialen Funktionen auf wie in einer Studie an isolierten Rattenherzen nach
einer simulierter Ischamie an einem niedrigeren Pmax und héheren LVEDP im
Vergleich zur Prakonditionierungsgruppe gezeigt werden konnte.®

Ahnlich der Ischamischen Prakonditionierung kann auch die Sevofluran-
induzierte Prékonditionierung die Ca?*-Uberladung vermindern und die
linksventrikulare Funktion verbessern.**’

Die Ergebnisse der aktuellen Untersuchungen zeigen nun, dass die Desfluran-
induzierte Prakonditionierung durch die spezifische Blockade der CaMK Il mit
KN-93 aufgehoben wird. Dies lasst vermuten, dass die CaMK Il einen
wesentlichen Bestandteil des Signaltransduktionsweges der Desfluran-
induzierten Prakonditionierung darstellt. Darlber hinaus bestatigen die
Ergebnisse der Western blot Analyse, dass die CaMK Il durch KN-93
wirkungsvoll blockiert wird, da die CaMK abhangige Phosphorylierung des
Phospholamban an der Stelle Thr 17 blockiert wird, wahrend die PKA
abhangige Phosphorylierung des Phospholamban an der Stelle Ser 16 nicht
beeinflusst wird.**?

Metoprolol blockiert hingegen die Phosphorylierung beider

Phosphorylierungsstellen des Phospholamban. Diese unterschiedlichen
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Wirkungen auf die jeweiligen Phosphorylierungsstellen des PLB konnten fur die
Unterschiede  zwischen Desfluran und Metoprolol hinsichtlich  der
Kardioprotektion verantwortlich sein. Wahrend die Blockade der CaMK I, und
damit einhergehend die Phosphorylierung des PLB an Thr 17, die Desfluran-
induzierte Prakonditionierung blockiert, konnte die effektive Blockade der PKA
und der CaMK II, und somit die Phosphorylierung des PLB an beiden
Phosphorylierungsstellen, fir die Kardioprotektion durch Metoprolol notwendig
sein.

Dabei sollte man bedenken, dass eine lang anhaltende Stimulation [-
adrenerger Rezeptoren mit negativen Folgen verknipft sein kann. So wird eine
Ubermalige B-adrenerge Stimulation, wie sie bei chronischer Herzinsuffizienz
oder Hypertension auftritt, fir die Apoptose von Kardiomyozyten verantwortlich
gemacht.’*® Dieser Mechanismus wird aber nicht durch den klassischen
CAMP/PKA Signaltransduktionsweg vermittelt, sondern durch eine Umschaltung
auf eine PKA-unabhangige Aktivierung der CaMK I1.° AuRerdem bewirkt eine
verstarkte Aktivitdt der CaMK I, sei es durch einem Myokardinfarkt oder durch
eine verstarkte (-adrenerge Stimulation, ein ungunstiges Remodeling des
Herzens.'?

Diese Beobachtungen kénnen dadurch erklart werden, dass PLB wahrend der
Reperfusionsphase hauptsachlich durch die CaMK Il an der Stelle Thr 17
phosphoryliert wird.®* Die Phosphorylierung des PLB geht mit einer verstarkten
Aktivitat der Ca®*-ATPase des Sarkoplasmatischen Retikulums einher, woraus
eine héhere Ca**-Beladung des SR, eine vermehrte Ca®" Freisetzung aus dem
SR und eine zytosolischen Ca®*-Uberladung folgt. Eine Entfernung sowie eine
Phosphorylierung des PLB haben den gleichen Effekt auf die SR Ca**-ATPase,
daher weisen PLB defiziente Mause einen verstarkten ischdmischen Schaden
verglichen mit Wildtypméausen auf.***

Da Metoprolol aber die Phosphorylierung des PLB an beiden Stellen verhindert
und unphosphoryliertes PLB als endogener Inhibitor der SERCA wirkt, kdnnte
dies zu den kardioprotektiven Effekten des Metoprolols wahrend der
Reperfusion beitragen.
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Demzufolge ist die CaMK Il notwendig um sowohl eine Ischamische- als auch
eine Anasthetika-induzierte Prékonditionierung zu vermitteln. Eine anhaltende
und lang andauernde Aktivitatsblockade der CaMK Il durch Betablocker kénnte
hingegen die schadlichen Folgen der adrenergen Stimulation und somit auch

der verlangerten CaMK II Aktivierung abwenden.

Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit ist, dass Metoprolol die Infarktgrofle
reduzierte, allerdings nur, wenn die héchsten Dosen des Betablockers von 1,75
und 2,5 mg/kg vor der Ischamieinduktion verwendet werden. Die Gabe von 1,0
mg/kg Metoprolol und weniger reicht nicht aus, um einen kardioprotektiven
Effekt zu erzielen.

In einer anderen Studie an einem Myokardinfarktmodell des Kaninchens wurde
die InfarktgroRe bereits durch 1,0 mg/kg effektiv reduziert.*?* Allerdings wurde
in dieser Studie das Metoprolol nicht vor der Ischamie, sondern erst flnf
Minuten vor Beginn der Reperfusionsphase verabreicht. Somit resultieren
hieraus maoglicherweise héhere Plasmaspiegel wahrend der
Reperfusionsphase, die in unserer Studie erst bei Dosen von mehr als 1,0

mg/kg erreicht werden konnten.

In einigen in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass sich eine kurzzeitige B-
adrenerge Stimulation positiv auf den I/R Schaden auswirkt und eine
Prakonditionierung vermitteln kann.'?*?* So wurden beispielsweise isolierte
Rattenherzen vor einer Ischamie mit Isoproterenol, einem unselektiven (-
Agonisten perfundiert, was zu einer verminderten postischamischen
Freisetzung der Kreatinkinase und einer besseren linksventrikularen Funktion
fuhrte. Durch die selektive Blockade des (3;-adrenergen Rezeptors mit Atenolol
sowie dem ,-Subtypen mit IClI 118,551 konnte gezeigt werden, dass
vorwiegend B;-Rezeptoren fur diese Form der Kardioprotektion von Bedeutung
sind. 1%

In wieweit die (-adrenerge Signaltransduktion an der Desfluran-induzierten

Prakonditionierung beteiligt ist, wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht.
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Dabei zeigte sich, dass Metoprolol die Desfluran-induzierte Prakonditionierung
dosisabhangig abschwécht oder aufhebt.

Dieses Ergebnis steht in Einklang mit anderen Publikationen. Desfluran
prakonditioniert humanes Myokard gegen simulierte Ischamie in vitro, wobei die
nicht selektive beta-adrenerge Blockade mit Propranolol diesen Effekt
aufhebt.®® Des Weiteren verhindert die PBi-selektive Rezeptorblockade mit
Esmolol, sowie die Blockade der nachgeschalteten PKA mit H-89 die Desfluran-
und Sevofluran-induzierte Prakonditionierung im Herzinfarktmodell des
Kaninchens in vivo.**

Es wurde bisher vermutet, dass die Kardioprotektion durch Betablocker auf
einer Verbesserung der myokardialen Sauerstoffbilanz beruht.*?

Es ist jedoch unter Einbeziehung der vorliegenden Ergebnisse auch mdglich,
dass die Metoprolol induzierte InfarktgroRenreduktion nach experimenteller
Ischamie von weiteren Mechanismen abhangt. Diese Hypothese wird durch die
Tatsache bekraftigt, dass in dieser und anderen Studien zu Betablocker
induzierten InfarktgroRenreduktion die positiven Effekte unabhéngig von der

Herzfrequenzreduktion waren.*?’

Eine Arbeit zur Wiederherstellung der
linksventrikularen Funktion nach Ischdmie, unter Verwendung eines ultra-
kurzwirksamen Betablockers, bestatigte ebenfalls eine Unabh&ngigkeit der

kardioprotektiven Wirkung von der Herzfrequenz.*?®

Weitere, mdglicherweise
kardioprotektive Wirkungen der Beta-adrenergen Rezeptor Blockade umfassen
die Hemmung der CaMK, wie in dieser Untersuchung gezeigt wurde, die
Hemmung der Phospholipase A%, die Verminderung der Fettsaureakkumulation

129130 " piese

vor der beta Oxidation?®® sowie membranstabilisierende Effekte
Effekte des Metoprolols konnten durch die Auswirkungen der Desfluran-
induzierten Prakonditionierung beeintrachtigt werden.

Die Studie von Hanouz et. al bezuglich der Bedeutung a- und B-adrenerger
Rezeptoren in der Desfluran-induzierten Prakonditionierung in menschlichen
Myokardzellen lasst starke Parallelen zu dem tierexperimentell erforschten
Signaltransduktionsweg erkennen.®>** Denn sowohl Hanouz et. al als auch
Lange et. al zeigten, dass (B-adrenerge Rezeptoren mit der nachgeschalteten

Signaltransduktionskaskade an der APC beteiligt sind. Aufgrund der
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weitgehenden Kongruenz der bisher gewonnenen Ergebnisse, kann davon
ausgegangen werden, dass die tierexperimentell gewonnenen Daten bezlglich
der APC auch beim Menschen Relevanz besitzen. So liegt die Vermutung
nahe, dass der in dieser Arbeit tierexperimentell untersuchten
Signaltransduktionswege auch beim Menschen eine wichtige Rolle in der APC
zukommt.

Um die genauen zugrunde liegenden Mechanismen der Infarktgréf3enreduktion
durch Metoprolol sowie der Interaktionen mit Desfluran besser zu verstehen,

sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig.

Die vorliegenden Ergebnisse sollten in Zusammenhang mit verschiedenen,
potentiell limitierenden Faktoren betrachtet werden. KN-93 ist ein selektiver,
kompetetiver Inhibitor der Bindung des Calmodulin an die CaMK Il und daher
ein potenter Inhibitor der Kinaseaktivitat sowie der Autophosphorylierung der
CaMK Il. KN-93 hat keinen Effekt auf andere Proteinkinasen***, hemmt jedoch
direkt L-Typ Ca*-Kanale und K'-Strome'®*. Deshalb kann nicht sicher
ausgeschlossen werden, dass die Inhibition dieser lonenstrome die Ergebnisse
beeinflusst hat.

Eine kurzzeitige Myokardischamie verursacht eine Kompartimentierung der
CaMK Il mit einer nachfolgenden Rickverteilung der CaMK 1l ins Zytosol
wahrend der Reperfusionsphase.’®® So besteht die Méglichkeit, dass die
Translokation der CaMK Il eine Rolle bei der Desfluran-induzierten
Préakonditionierung oder der Kardioprotektion durch Metoprolol spielt. Dieser
Aspekt wurde in der vorliegenden Arbeit aber nicht weiter untersucht.

In dieser Arbeit wurde der klinisch sehr oft verwendete, kardioselektive [B1-
Adrenorezeptorenblocker Metoprolol untersucht. Eine Intarktgrof3enreduktion
wurde nur mit sehr hohen Dosen dieses Betablockers erreicht, welche
wesentlich hoher sind, als die beim Menschen in der Klinik verwendeten. Die
Applikation dieser extremen Dosen kdnnte das linksventrikulare Pumpversagen
bei zehn der Kaninchen in den Metoprololgruppen erklaren. Allerdings bewirkte
0,2 mg/kg Metoprolol, vergleichbar der beim Menschen verwendeten

Dosierung, keine Anderung der InfarktgroRe oder der Herzfrequenz wahrend
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der Ischamie und Reperfusionsphase. Als physiologischen Marker der
erfolgreichen Betablockade verwendeten wir die Frequenzverminderung, diese
wurde allerdings nur unter hoheren Dosen Metoprolols erreicht. So mussten in
dieser Arbeit, wie auch in der Studie von Feuerstein et al. *?, hdhere Dosen
des Betablockers Metoprolol verwendet werden, um die gewinschte
Frequenzreduktion zu erreichen.

Das linksventrikulare ischamische Myokardareal*'® und der koronare
Kollateralblutfluss sind wichtige Einflussfaktoren auf die zu erwartende
Herzinfarktgrof3e. Je grofRer das myokardiale ischdmische Areal ist, desto
groBer ist die resultierende InfarktgroRe. Zwischen der AAR in den
verschiedenen Gruppen bestand kein signifikanter Unterschied (Tabelle 2). Der
koronare Kollateralblutfluss wurde in unserem Modell nicht gemessen, denn wie
eine Untersuchung zeigte ist der koronare Kollateralblutfluss im Myokard des
Kaninchens vernachléssigbar.** So kénnen weder Unterschiede in der AAR
noch im Kollateralblutfluss einen bedeutenden Effekt auf die unterschiedlichen
Infarktgréf3en haben.

Des Weiteren lasst sich eine Beeinflussung der HerzinfarktgréRe durch die
Hintergrundnarkose mit Pentobarbital nicht sicher ausschliel3en. Haessler et al.
haben allerdings gezeigt, dass Pentobarbital in einer Dosierung von 30 mg/kg
KG/h die resultierende InfarktgroRe nicht signifikant beeinflusst.*** AuBerdem
muss zu einer Ubertragbarkeit auf den Menschen einschrankend gesagt
werden, dass es sich bei den Versuchstieren um kardial gesunde, junge
Kaninchen handelt, wahrend es sich in der klinischen Situation meist kardial
vorgeschadigte, altere Patienten handelt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die Desfluran-induzierte
Prakonditionierung durch die CaMK Il abhangige Phosphorylierung des
Phospholamban vermittelt wird, wohingegen die Kardioprotektion durch
Metoprolol wahrend der Reperfusion durch die Blockade der PKA und CaMK I
abhangigen Phosphorylierung des Phospholamban vermittelt wird. Aufl3erdem
konnte im in vivo Herzinfarktmodell des Kaninchens gezeigt werden, dass die

Desfluran-induzierte Prakonditionierung und die Kardioprotektion durch
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Metoprolol fur sich alleine zwei potente Mechanismen sind um die resultierende
Infarktgrof3e nach Ischamie zu vermindern.

Wahrend Metoprolol nur in hohen Dosen die HerzinfarktgroRen vermindert, hebt
es dosisabhangig die Desfluran-induzierte Prakonditionierung auf.

Diese Ergebnisse zeigen eine negative Interaktion zwischen der Desfluran-
induzierten Prakonditionierung und der (Bi-adrenergen Rezeptorblockade, dies
bedarf weiterer Untersuchungen bezlglich der zugrunde liegenden
Mechanismen.

Diese Erkenntnisse kdnnten moglicherweise in der Zukunft auch die peri- und
intraoperative Behandlung kardialer Risikopatienten beeinflussen. Denn eine
Kombination aus Betablockern und volatilen Anasthetika ist eine weit
verbreitete kardioprotektive Strategie. Wie sich allerdings in dieser
tierexperimentellen Untersuchung zeigte, schwacht eine Betablockade die
kardioprotektiven Effekte der APC dosisabhéngig ab oder hebt sie auf. Daher
ware fur die Patienten der Benefit mdglicherweise grol3er, wenn sie entweder
eine hochdosierte Betablockertherapie mit einem totalen intravendsen
Anasthesieverfahren oder eine Anasthetika-induzierte Prékonditionierung ohne
zusatzlich Betablocker verabreicht bekommen.

Bisher bleibt jedoch unklar, in wieweit diese experimentellen Erkenntnisse
wirklich auf den Patienten Ubertragen werden kénnen. Dies sollte Gegenstand

weiterer Untersuchungen werden.
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5 Zusammenfassung

Die Prakonditionierung ist ein endogener Schutzmechanismus, bei dem die
Toleranz einer Zelle gegen die Auswirkungen eines spateren ischamischen
Schadens erhoht wird. Volatile Anésthetika sind in der Lage den durch die
Ischamie verursachten Gewebsschaden zu vermindern, indem sie diesen
Schutzmechanismus aktivieren. Ziel der vorliegenden Arbeit war die
Untersuchung der CaMK Il in der Anasthetika-induzierten Prakonditionierung
und in der durch Metoprolol vermittelten Kardioprotektion, sowie der
dosisabhangige Effekt von Metoprolol auf die Kardioprotektion und die
Desfluran-induzierte Prakonditionierung. Dazu wurde der spezifische Inhibitor
der CaMK II, KN-93, sowie der kardioselektive Betablocker Metoprolol in
verschiedenen Dosierungen, jeweils vor der Koronarokklusion alleine oder
zusammen mit Desfluran, verabreicht. Die Versuche wurden in einem in vivo
Herzinfarktmodell an wei3en Neuseelandkaninchen durchgefihrt. Die Resultate
dieser Untersuchungen ergaben, dass KN-93 die Infarktgré3e nicht reduzierte
und die Desfluran-induzierte Préakonditionierung aufgehoben wurde. Die
effektive Hemmung der CaMK Il wurde durch Western blot Analysen bestétigt.
Die weiteren Ergebnisse ergaben, dass erst eine Metoprolol-Dosis von 1,75
mg/kg und 2,5 mg/kg die MyokardinfarktgroRe signifikant verminderte. Die
Western  blot Analyse zeigte eine effektive Blockade  beider
Phosphorylierungsstellen des PLB. Aul3erdem wurde die Desfluran-induzierte
Prakonditionierung durch 0,2 mg/kg Metoprolol abgeschwacht, durch 1,0 mg/kg,
1,75 mg/kg oder 2,5 mg/kg Metoprolol wurde sie vollstandig aufgehoben.

Aus diesen Ergebnissen resultiert, dass die Desfluran-induzierte
Prakonditionierung Uber die Calcium/Calmodulin Kinase |l abhéangige
Phosphorylierung des Phospholamban vermittelt wird. Dagegen wird die
Metoprolol-induzierte Kardioprotektion wahrend der Reperfusion durch die
Blockade der PKA- und CaMK ll-abhangigen Phosphorylierung des PLB
vermittelt. AuRerdem deuten die Ergebnisse auf eine negative Interaktion
zwischen der Desfluran-induzierten Préakonditionierung und der beta-

adrenergen Blockade hin.
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