Julius-Maximilians-

UNIVERSITAT
WURZBURG

Aus der Klinik und Poliklinik fir Anasthesiologie
der Universitat Wurzburg

Direktor: Professor Dr. med. N. Roewer

Die Beteiligung der Peroxysomen-Proliferator-aktiverten Rezeptorene, und y am

zweiten Fenster der Desfluran-induzierten Prakondibnierung

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwuirde der
Medizinischen Fakultat
der

Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg

vorgelegt von
Johannes Schmidt

aus Basel

Wirzburg, Marz 2011






Referent: Priv.-Doz. Dr. med. M. Lange
Korreferent: Professor Dr. med. D. Drenckhahn

Dekan: Professor Dr. med. M. Frosch

Tag der mundlichen Prufung: 28. Juni 2011

Der Promovend ist Arzt.






Meinen Eltern






Inhaltsverzeichnis

1

4

5
6
7

] ] =T (] o o 1
O R o = 1o o [ o T =T U] o 1
1.1.1 Zeitverlauf der PrakonditionNi€rung..........cou e eeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiiininnnneeeeeens 2
1.1.2 Signaltransduktion des SWOP ..........cuuuiiiiiiiiiiiiiee e 3
1.2  Peroxysomen-Proliferator-aktivierte Rezeptoren...........ccccceeeeveiiieeeeeeennennn, 6
1.2.1 Physiologische und pharmakologische Aspekte.........cccccvvvvivvivvniiinennnn. 6
1.2.2 PPAR und Prakonditioni€rung ..........ccooiiieeeeeereie e e eeeeeeeeeeeevennnn s 7
1.3 HYPOINESE ..o e e e ———————————- 8
Material Und MEthOUEN ........cooeiiiiiii e 9
2.1  Verabreichung von Desfluran...........cooooiccceeeeeiviiiiiiiiiiee e Q.
2.2 Narkose und UDEIWaCHUNG.........ccceeiiieeeeeetieeee e ee et eree s Q.
2.2.1 Einleitung und Aufrechterhaltung der NarkoSe€. .. coooeeeeeeeeeeenniiiiiiinnnn 9
2.2.2 INSITUMENTIEIUNG .....eieeeeeeeetiiiiee e s mmmmmm e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e eeeeas 10
2.2.3 Induktion von Ischamie und Reperfusion........ccceeeiiieeeeeeeeeeneeennennn. 10
2.3 PrOtOKOI ...t 11
2.3.1 In-vivo Herzinfarktmodell des KaninChens ..., 11
2.3.2 Bestimmung der Herzinfarktgrof3e ............coummmmeeeerrennnmiiininnneeeeeeeeeeennn 12
2.4  Biochemische Untersuchungen .............oocceeeeeriiiiiiiiie e 13
2.4.1 Messung von 15d-Prostagland.Jd.........ccccoeeeieieiiiiiiiiieeieiiiiieeeaeeens 14
2.4.2 Auftrennung in zytosolische und nukleare Zellfrahti............................ 15
2.4.3 Messung der PPAR-DNA-Bindungsaktivitat ..............cccceeeevvevvveevinnnnns 20
2.4.4 Bestimmung von Nitrit (N@) und Nitrat (NQ) .....cceeveiiiiieeeiiieeeeeeeiiiiines 21
o T=T o 1 EST = PR 23
0 R 7= 1 (o | 0] = 24
3.2 15d-Prostaglandimhd.........cccooiiiiiiiiiiiiiiee e 25
3.3 PPAR-DNA-BIindungsakKtiVItat ..............ooivimeeeeeeiiiiiiiiieiee e e eeeee e 26
I [ PO PPN 27
DISKUSSION ...ttt e e e e e e e e e e e 28
O R [ 0] =T ([ | o = 28
4.2 SIgnaltranSAUKLION .........covvviiiiiiiimmmmmm e e e e e eeeee s 29
4.2.1 Aktivierung der PPAR durch Desfluran ........cocceceeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeceiiiis 29
4.2.2 Signaltransduktion proximal von PPAR ..........uciiiiiiiiiiieeeeeeeeeceeeeiiiies 30
4.2.3 Signaltransduktion distal von PPAR ........coceeeeeiiiiiiie e 32
4.3  KINISChe REIBVANZ ........coo ittt 33
ZUSAMMENTASSUNG ....ceiieeiiiieeeeieteie s s e e e e e e e e e e e e e e eeeaesanaansn e e e enannnnae s 35
LIteraturverZeiChNIS ... ....ooiiitte e e e e e 37
AbbBiIldUNGSVEIZEICANIS ... e 51






Abkilrzungsverzeichnis

AAR
Akt/PKB
AMPP
AP
APC
BL

CK
COX-2
DTT
EDTA
EGTA
EMLA
eNOS
ERK 1/2
FiO,
FWOP
GLUT 4
HEPES
HETE
HF

i.p.
i.v.

I/R
IgG
IKK
iNOS
IPC
KAO
kD

KG
LBD
LDH
LT
MAC
MAP

engl.: area-at-risk

Proteinkinase B
Adamantyl-1,2-Dioxetan-phenylphosphat
alkalische Phosphatase
Anasthetika-induzierte Prakonditionierung
engl.: Baseline

Creatinkinase

Cyclooxygenase 2

Dithiotreitol

Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N'-tetraessigsaure
engl.: eutectic mixture of local anesthetics
endotheliale NO-Synthase
Extrazelluldrsignal-regulierte Kinase 1/2
inspiratorischer Sauerstoffanteil

engl.: first window of protection
Glukosetransporter 4
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
Hydroxyeicosatetraensaure

Herzfrequenz

intraperitoneal

intravends

Ischamie und Reperfusion

Immunglobulin G

engl.: inhibitor of kB-Kinase

induzierbare NO-Synthase

ischamische Prakonditionierung
Koronararterienokklusion

kilo-Dalton

Koérpergewicht

engl.: ligand binding domain
Laktatdehydrogenase

Leukotrien

engl.: minimal alveolar concentration
engl.: mean arterial pressure






Abkirzungsverzeichnis Fortsetzung:

MAP
MnSOD
mPTP
MWCO
NaCl
NADPH
NFAT
NFkB
nNOS
NO
NOS
PARP
PBP
PBS
PC

PG
PGC-1
PI3K
PKC
PMSF
pNPP
PPAR
PPC
PPRE
RLU
RNS
ROS
RPP
RXR
SRC-1
SWOP
Tris
TTC

engl.: mitogen-activated protein
Mangan-Superoxid-Dismutase

engl.: mitochondrial permeability transition pore
engl.: molecular weight cut-off

Natriumchlorid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

engl.: nuclear factor of activated T-cells

engl.: nuclear factor kB

neuronale NO-Synthase

Stickstoffmonoxid

NO-Synthase

Poly-ADP-Ribosepolymerase

PPAR-bindendes Protein

engl.: phosphate buffered saline
Prakonditionierung

Prostaglandin

PPARy-Coaktivator 1

Phosphoinositid-3-Kinase

Proteinkinase C

Phenylmethylsulfonylfluorid
p-Nitrophenylphosphat
Peroxysomen-Proliferator aktivierter Rezeptor
pharmakologisch-induzierte Priakonditionierung
engl.: peroxysome-proliferator response element
engl.: relative light units

engl.: reactice nitrogen species

engl.: reactive oxygen species

engl.: rate-pressure-product
Retinoid-X-Rezeptor

Steroid-Rezeptor Coaktivator 1

engl.: second window of protection
Trishydroxymethylaminomethan
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid






Einleitung

1 Einleitung

Die kardiovaskularen Erkrankungen gehéren zu denfigeien Diagnosen von
hospitalisierten Patienten in den IndustrielantieBie perioperative Morbiditat und
Mortalitat aufgrund dieser Begleiterkrankungenlsteschon heute ein grof3es Problem
dar und werden infolge der demographischen Entwickimnden néachsten Jahrzehnten
noch deutlich zunehmé&nDaher spielen die Entwicklung perioperativer ®iga&n und

die Erforschung kardioprotektiver Mechanismen @ntscheidende Rolle.

1.1 Préakonditionierung

Ein bekannter Mechanismus, der das Herz vor eiseadgung durch Ischamie und
Reperfusion (I/R) schitzt, ist die Prakonditioniegu(engl.: preconditioning, PC).
Darunter versteht man eine erh6hte Widerstand¥éhiges Myokards gegentber einer
ischamischen Schadigung, bedingt durch die Andedemgphanotypischen Ausstattung
der Kardiomyozten in Reaktion auf einen prakondigoenden Stimulds Murry et al.
demonstrierten als Erste, dass vier subletalejnéfinttige Zyklen von Ischamie und
Reperfusion vor einer nachfolgenden, langandauerdie eine bis zu 75prozentige
InfarktgréRenreduktion  bewirken Dieser Effekt wurde als ,lschamische
Préakonditionierung” (engl.: ischemic preconditiopinlPC) bekannt. Wé&hrend der
nachfolgenden intensiven Forschung konnte gezetgtien, dass ebenso verschiedene
pharmakologische Stimuli in der Lage sind, das Herzprakonditionieren. Kerstest

al. konnten 1997 fiur Isofluran als erstes volatileségthetikum einen solchen
kardioprotektiven Effekt nachweiserDiese Anasthetika-induzierte Prakonditionierung
(engl.: anesthetic-induced preconditioning, APCigtee sich spéater auch fir andere

volatile Anasthetika wie Sevoflurannd Desflurah
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1.1.1 Zeitverlauf der Prakonditionierung

Die Prakonditionierung teilt sich in ein sogenasntestes Fenster (engl.: first window
of protection, FWOP) und ein zweites Fenster (erggcond window of protection,
SWOP) bzw. spate Préakonditionierung (engl.: late).P8bbildung 1-1 zeigt
exemplarisch den Zeitverlauf der IPC. Das FWOP rbdgetwa 30 Minuten nach
Einwirkung des stimulierenden Agens und halt fiweef-3 Stunden an. Das SWOP
zeigt sich nach 24h und vermittelt Protektion figitere 48A. Einen nahezu identischen
Verlauf zeigten Smulet al fir die Desfluran-induzierte PrékonditionierdhgDie
vorliegende Arbeit beschatftigt sich mit den Signedtmanismen des zweiten Fensters

der APC.

Relative Reduktion
der Infarktgrifie in %

0.5 3 12 24 48 72 96
Zeitintervall zwischen Ischimischer
Priikonditionierung und Ischéimie (h)

Abbildung 1-1: Zeitverlauf der ischamischen Prakonditionierung

Die isch&dmische Prakonditionierung (IPC) teilt szt in ein erstes Fenster
(FWOP) und ein zweites Fenster (SWOP). Das Diagrasigt die relative
Reduktion der Herzinfarktgrof3e von prékonditiorearTieren gegentber nicht-
prakonditionierten Kontroll-Tieren in Abh&ngigkem zeitlichen Intervall
zwischen ischamischem Stimulus (IPC) und Isch



Einleitung

1.1.2 Signaltransduktion des SWOP

Die Signaltransduktion des SWOP der IPC und der ABCsehr &hnlich. In
Anlehnung an die spate IPC lassen sich die Bestdadter Signalkaskade in Trigger
und Mediatoren unterteilen (siehe Abb. f-Z)ie Trigger der PC sind Metaboliten und
Liganden, die infolge des Einwirkens des Stimulosstehen. Dazu gehdren u. a. NO
(Stickstoffmonoxid}**® sowie freie Sauerstoffradikale (ROS, engl.: re@ctbxygen
speciesy. Sie aktivieren eine Signalkaskade, die zur ndgbkfalen Aktivierung
und/oder Entstehung von Mediatoren der spaten P@.fDiese sind Ausdruck des
defensiven Phanotyps der Zelle und vermitteln dadRtion. Dazu zéhlen im Fall des
SWOP u. a. die NOS (engl.: nitric oxide synth&sehd COX-2 (Cyclooxygenase'?)

18 Die besondere Bedeutung von NO wird unter Abgthri.2.2 naher erlautert.

1.1.2.1 Prostaglandine
Die COX-2 synthetisiert in zwei Reaktionsschriterostaglandin bl (PGH,)™. Alle

anderen Prostaglandine (PG) werden in der Folge Rt hergestellt. Hierbei
kommen mehrere der Prostaglandine als Mediatoredéonditionierung in Frade
In der vorliegenden Arbeit konzentrierten wir ung 45d-PGJ, ein potenter Aktivator
der Peroxysomen-Proliferator-aktivierten Rezepto(®PARY; siehe 1.2), fir den
Kliewer et al eine Stimulation von sowohl PPARals auchy aufzeigen konntéh
Neben ausgepragten anti-inflammatorischen und cexidiativen Eigenschaftéh?®®
besitzt 15d-PGJkardioprotektive Wirkungen, welche in zwei unabhgeg Studien
nachgewiesen wurd&f?> Ebenso bewirkt 15d-PGJeine Stabilisierung des
mitochondrialen Membranpotentizd® — ein antiapoptotischer Mechanismus, der auch
im Rahmen der Prékonditionierung von Bedeutung (8ehe 1.1.2.3). Ob der
kardioprotektive Effekt von 15d-Pg@Jiber Stimulation der PPAR vermittelt wird,

konnte bisher allerdings noch nicht eindeutig gekigerden.
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Abbildung 1-2: Gliederung des Signalwegs der spaten Prakonditiong mit
Beispielen, Einzelheiten im Text. Modifiziert naBblli*.

1.1.2.2 Stickstoffmonoxid (NO)
Stickstoffmonoxid (NO) wird im Organismus Uber #ienversion von L-Arginin zu L-

Citrullin synthetisiert. Diese Reaktion wird durclie NOS vermittelt, von der drei
Isoformen beschrieben sind: die neuronale NOS (NINGI8 endotheliale NOS (eNOS)
sowie die induzierbare NOS (INGS® Die nNOS ist nur in sehr niedriger
Konzentration im Myokard nachweisbar wahrend di®©&Nonstitutiv exprimiert wird,

sowohl in den Endothelzellen der Koronararteriee wuch in den Kardiomyozyten
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selbst®. Unter physiologischen Bedingungen ist iNOS in di@myozyten nicht
nachweisbar, ihre Expression wird aber durch bestemStimuli induzieff. Die
Existenz einer mitochondrialen NO-Synthase (mMtNO&)jd derzeit kontrovers
diskutierf.

NO nimmt eine fihrende Rolle in den Signalwegen Kardioprotektion ein — so
konnte fir NO eine Beteiligung am ersten und am itene Fenster der
Prakonditionierung demonstriert werden. Smuél. gelang der Nachweis, dass NO als
Mediator an der Entstehung des FWOP der Desflurdunzierten Prakonditionierung
beteiligt isf>. Im Rahmen des SWOP zeigt sich eine duale Rollez kach dem
prakonditionierenden Stimulus wirkt NO als Triggérf, in der Folge auch als
Mediator”*> Dieser Umstand wird als ,NO-Hypothese der sp&eikonditionierung*
bezeichnéf. Welche Isoform an der Entstehung des SWOP hgtéski, konnte bisher
nicht eindeutig geklart werden. Chiatial. konnten die eNOS als Trigger und Mediator
des Isofluran-induzierten SWOP identifizieren, ier djleichen Studie wurden nNOS
und iNOS als Mediator ausgeschlos8erAllerdings zeigte sich in einer anderen
Untersuchung die iNOS als Mediator des Isofluratuirierten SWOP.

NO entfaltet als second messenger autokrine undkpae Wirkungen. Via cGMP
werden Krp-Kandle aktiviert - ein entscheidender Schritt imgnalweg der
Prakonditionierung (siehe 1.1.223)Allerdings werden nicht alle Wirkungen iiber die
cGMP vermittelt. Durch NO-abhangige Protein-S-Nsyieerung wird eine direkte
molekulare Modifikation des Proteoms der Zelle ieh€®. In den letzten Jahren haben
sich die Hinweise auf eine bedeutende Rolle dewobjtierung bei der Vermittlung der
Kardioprotektion weiter verdicht& Hierbei kommen verschiedene Signalwege in
Betracht, beispielsweise Modifikation von mitochaatén Proteinen wie z. B.
Komplex | der Atmungskett® oder der Cytochrom-c-OxidaSe Auch der Calcium-
Haushalt kann tber die Nitrosylierung von L-Typ?GKanalen beeinflusst werd&n
SchlieRlich kann sich durch Modifikation von Casp&5 oder Thioredoxif{' ein

direkter anti-apoptotischer Effekt entfalten.
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1.1.2.3 Effektoren
Die Effektoren des FWOP und des SWOP scheinen gmtiis tiberein zu stimmé&h

So bewirkt beispielsweise die NO-vermittelte Offgurvon Karp-Kanalen eine
Reduktion des mitochondrialen €aJberschussés Durch diesen Mechanismus wird
im Zusammenspiel mit noch unbekannten Signalmesh@m eine Pravention der
Offnung der mPTP (engl.: mitochondrial permeabilttansition pore), sowie die
Stabilisierung des mitochondralen Membranpoterifidlserreicht. Der so erzielte
Erhalt der mitochondralen Funktionalitat als auchtegdritdt dient dann als

entscheidender Schliisselmechanismus in der Ausigjldar Kardioprotektioti**®

1.2 Peroxysomen-Proliferator-aktivierte Rezeptoren

Peroxysomen-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (RPAind im Nukleus der Zelle
beheimatete Transkriptionsfaktoren und werden damike der intrazellularen
Rezeptoren zugeordnet. Bisher sind drei verscheedeoformen der Rezeptoren
identifiziert, PPARa, B undy. PPAR: wird in vielen Geweben exprimiert, darunter
Leber, Niere und HerzmusK&l PPARS zeigt sich ubiquit4>°, wahrend PPAR vor
allem in weil3em Fettgewebe zu finden ist. Ebensdiese Isoform im Dickdarm und
Herzmuskel vorhanden, allerdings in einer etwa fatmniedrigeren Konzentratith
Die PPAR bilden nach Aktivierung ein Heterodimert dem Retinoid-X-Rezeptor
(RXR)®* und binden in der Folge an ein spezifisches PPBRfgl( peroxisome
proliferator response element) der DNA, um die Skaiption der entsprechenden

Zielgene zu regulieréh

1.2.1 Physiologische und pharmakologische Aspekte

PPAR nehmen eine wichtige Stellung in der Regutaties zellularen Stoffwechsels
und Energiehaushalts ein. PPAReispielsweise reguliert die Transkription der Acy
CoA-Oxidase, dem Schliisselenzym fléDxidation von Fettsauréh Ebenso wird die
Expression von Apolipoproteing® und der Lipoproteinlipagé induziert. Darauf
beruht der cholesterinsenkende Effekt der Fibra®®ARi-Agonisten). PPAR
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beeinflusst hingegen durch die Transkription deosphoenolpyruvatkina¥eund des
insulinabhangigen Glukosetransporters 4 (GLUT 4)@iukoseaufnahme in die zZefle
- ein Effekt, der von den Antidiabetika der Glitatamilie ausgenutzt wird (PPAR

Agonisten).

Die genannten Wirkungen stellen nur einen Teil BBAR-vermittelten Effekte dar.
Darlber hinaus kbnnen PPAR auch auf Inflammatigegpdose und oxidativen Stress

Einfluss nehmef"®

1.2.2 PPAR und Prékonditionierung

Eine ganze Reihe an Studien konnte bisher einesidfaptektiven Effekt fir PPAR-

26286 7yerst beobachteten Yueet al eine

Agonisten  demonstrieré
InfarktgroRenreduktion im in-vivo-Herzinfarktmodell nach Vorbehandlung mit
Rosiglitazon, einem PPARAgonister’?z. Kurz danach konnte die gleiche Arbeitsgruppe
fir einen PPAR-Agonisten ebenfalls eine InfarktgroRenreduktiongee®. Dieser
Effekt wurde in beiden Fallen auf anti-inflammasahe Wirkungen zuriickgefihrt. Die
Inhibition von inflammatorischen Reaktionen durcRAR-Agonisten wurde schon
vielfach beschrieben und sind in einem Ubersiclitsdr von Delerive et al
zusammengefa$8t Beispielsweise vermitteln PPAR-Agonisten eine miederte
Expression von IL-6, die durch eine inhibitorisciieraktion der PPAR mit N&B
(engl.: nuclear factoxB) erklart wird’. Die Inhibiton von NKB durch PPAR-
Aktivierung konnten Zingarelliet al. als Mechanismus der 15d-P&@rmittelten
Kardioprotektion identifizieren. Dabei zeigten sieiterhin eine gesteigerte Aktivitat
von PPAR, eine erhohte Phosphorylierung der anti-apoptioéiscKinase Akt sowie

eine verminderte Einwanderung von neutrophilen Glaayten ins Myokart?.

2002 untersuchten Waymaat al. die kardioprotektiven Eigenschaften verschiedener
PPAR-Agonisten: Rosiglitazon, Ciglitazon, Piogltaz Clofibrat, WY14643 (ein
PPARu-Agonist), Prostaglandin A und 15d-PGi Fir alle konnte eine
infarktgroRenreduzierende Wirkung im-vivo-Modell demonstriert werden. Dabei

erzielte die exogene Applikation von 15d-B@ik starkste Infarktgrofenreduktion. Als
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Signaltransduktionsmechanismus ergab sich hietisifalls eine Inhibition von NéB.
Allerdings zeigte die Studie auch eine verminddttgression der iINOS und eine
verminderte Nitrosylierung von Proteirfén Dieser Befund widerspricht jedoch der
unter 1.1.2.2 erlauterten Theorie Uber die Rolla W® und damit der Mehrzahl der
existierenden Studien. So konnte die Forschergruppe Pernow in drei
Untersuchungen die Abhangigkeit der durch PPAR iteglten Prakonditionierung von
einer erhohten NO-Produktion nachweisen. Dabeiteesgh eine erhthte Expression
und Phosphorylierung der eNOS nach Applikation P$AR o- odery-Agonisten im

ischamischen MyokaP§®

1.3 Hypothese

Unter Berticksichtigung oben genannter Ausfiuhrungfetiten wir die Hypothese auf,
dass das zweite Fenster der Desfluran-induziertéikoRditionierung durch eine
erhdhte Produktion von 15d-P&Ganit der nachfolgenden Aktivierung von PPARNd

y vermittelt wird.
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2 Material und Methoden

Die Versuchsgenehmigung wurde unter dem Aktenzaei@07 von der zustandigen

Regierung von Unterfranken erteilt.

Alle Versuche wurden anhand eines etabliertesvivo-Herzinfarktmodell&®® an
mannlichen weilRen Neuseeland-Kaninchen durchgef@ht Wochen, 2-2,5kg KG).
Die Tiere wurden im Tierstall des Universitatsiimms gehalten und erhielten fllissige

und feste Nahrung ad libidum.

2.1 Verabreichung von Desfluran

Alle Tiere wurden 24h vor Instrumentierung randaariseiner experimentellen Gruppe
zugeordnet. Hiernach wurde den Tieren fur die Dawer 30 Minuten 1.0 MAC (8,9
\Vol%) Desflurafi® (FiO, = 0,21) oder Raumluft in einer Narkose-Indukticarskner
verabreicht. Nach Abklingen der Narkose wurden Tiere wieder in den Tierstall

verbracht.

2.2 Narkose und Uberwachung

2.2.1 Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose

Nach vorhergehender Lokalanasthesie mittels EMUAd®r wurde eine 24G-
Venenverweilkanile in eine marginale Ohrvene péatziEs erfolgte eine intravendse
Einleitung sowie die Aufrechterhaltung der Narkasétels Natrium-Pentobarbital
(Narcoren®, 30mg/kg Korpergewicht; Merial GmbH, lBargmoos, Deutschland). Die
Narkosetiefe wurde durch Uberpriifung des Palpedftakes sowie des FuBwegzieh-
Reflexes der Hinterpfote beurteilt. Bei Bedarf waidle Narkose durch die zusatzliche

Gabe von Pentobarbital i.v. vertieft.
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2.2.2 Instrumentierung

Nach einer medianen Inzision des Halses wurde dechBa kantliert und eine
kontrollierte, maschinelle Beatmung mittels eineftiSauerstoff-Gemisch (Fi&3= 0,3)
eingeleitet. Zur Durchfuhrung arterieller Blutgaslsen wurde eine 24G
Venenverweilkanile in die auriculare Arterie platzi Die Anpassung der
Beatmungsparameter (Atemfrequenz und Tidalvolunmanlyersuchsverlauf orientierte
sich an der kontinuierlichen Uberwachung des emletsrischen C@Partialdrucks,
sowie an regelmaf3ig durchgefihrten arteriellendéisénalysen (s. Versuchsprotokoll,
Abb. 2-1).

Zur Uberwachung der Herzfrequenz wurde (ber di@iteed. carotis communis ein

Katheter in den linken Ventrikel eingebracht. Zubddvachung des arteriellen
Blutdrucks wurde ein weiterer Katheter in der Aoaladominalis Uber die rechte A.
femoralis platziert. Die Uberwachung dieser hamadyischen Parameter erfolgte
kontinuierlich und wurde zu bestimmten Zeitpunkigihrend der Aquilibrierungsphase
(Baseline, BL), der Koronararterienokklusion (KA@)d der Reperfusion (nach 60, 120
und 180 Minuten Reperfusion) dokumentiert. Zur Aidhnung der Herzstromkurve
wurde ein 3-Kanal-EKG angelegt. Desweiteren wurdeerleine rektal platzierte

Temperatursonde und einen Servo-kontrollierten @RKI die Kopertemperatur

kontinuierlich gemessen und auf physiologischemehliv gehalten (38,5° + 0,5°€)

Zur Aufrechterhaltung einer Normovolamie wurde Na&@% i.v. zugefuhrt.

2.2.3 Induktion von Isch&mie und Reperfusion

Nach linkslateraler Thorakotomie und Ero6ffnung d&erikards erfolgte die
Umschlingung eines prominenten Astes der linkenokararterie mittels chirurgischem
Nahtmaterial (5-0 Seide). Beide Enden des Fademdemwdurch einen dinnen, kurzen
Plastikschlauch gezogen. Durch Zuziehen der saasmisnen Schlinge konnte eine
linksseitige Koronararterienokklusion (KAO) ausgetléverden. Zur Verifizierung der
kardialen Ischamie dienten die ST-Hebungen im EK@is die beobachtete epikardiale

Zyanose. Durch Ldsen der Schlinge wurde die Repieriu erreicht und durch

10
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Ruckbildung der beobachteten EKG-Veranderungen esosiirch eine epikardiale

Hyperamie bestéatigt.

2.3 Protokoll

2.3.1 In-vivo Herzinfarktmodell des Kaninchens

Alle Tiere derin-vivo-Experimente wurden randomisiert sechs verschied@&reppen
zugeordnet. Wie in Abb. 2-1 dargestellt erhieltéa @iere nach Instrumentierung eine
60-minutige Aquilibrierungsphase (Baseline, BL), nesi 30-minitige

Koronararterienokklusion (KAO), gefolgt von einédQtminitigen Reperfusion.

«— 30— 60 30° 180"
v v v v v

W6471

GW9662 —T

DES + . .

CWCR L m — S w Reperfusmn
W6471

DES + . .

CWScE2 m — " w Reperfusmn

GW9662 _t

Abbildung 2-1: Versuchsprotokoll fir dig-vivo Experimente,
Gruppeneigenschaften im Tem.Zeitpunkte der Blutgasanalysen und
Dokumentation der Hamodynamik

11



Material und Methoden

Versuchsgruppen:
= Kontrollgruppe (KON): keine weitere Intervention.

» Desflurangruppe (DES): Applikation von 1,0 MAC (8/81%) Desfluran fir 30
Minuten 24h vor Instrumentierung (siehe 2.1).

= GW6471: Applikation des spezifischen PP&Rhibitor GW6471 (4mg/kg i.p.)
30 Minuten vor KAO.

= GW9662: Applikation des spezifischen PPARhibitor GW 9662 (1mg/kg i.v.)
15 Minuten vor KAO.

= DES+GW6471: Applikation von 1,0 MAC (8,9 Vol%) Dasfn fir 30 Minuten
24h vor Instrumentierung in Kombination mit dem Afischen PPAR-
Inhibitor GW6471 (4mg/kg i.p.) 30 Minuten vor KAO.

= DES+GW9662: Applikation von 1,0 MAC (8,9 Vol%) Dasfn fir 30 Minuten
24h vor Instrumentierung in Kombination mit dem zfischen PPAR-
Inhibitor GW 9662 (1mg/kg i.v.) 15 Minuten vor KAO

2.3.2 Bestimmung der Herzinfarktgrof3e

Die Differenzierung zwischen Risikoareal (engl. aaed-risk, AAR) und tatsachlich
nekrotischem Infarktareal erfolgte mittels TTC-R#np (2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid}.

Zunachst wurde am Ende der Reperfusionsphase diinge um die linke
Koronararterie nochmals zugezogen und eine PatewntBisung (2ml i.v.; 0,1 mg/ml;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschlangt) Anfarbung des regelrecht
perfundierten Myokards appliziert. Danach wurdes Tiere mittels einer letalen Dosis

Pentobarbital euthanasiert und das Herz entnommen.

Der linke Ventrikel wurde prépariert und das iscisime Areal (rot, AAR) vom
normal-perfundierten Gewebe (blau) getrennt. Béideile wurden fir 20 Minuten in
einer 37°C warmen TTC-L6sung inkubiert (100mg/Pinosphatpuffer, pH 7,4; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland). Duk&D- bzw. NADP-abhangige
Oxidasen wird hierbei TTC zu Formazan reduziert mmamt eine rote Farbe an. Somit

erscheint vitales Myokard in der Folge rot wahremakrotisches Herzmuskelgewebe
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eine grau-weil3liche Farbung aufweist. Anschliel3endden die Proben fur 24h zur
Fixierung in Formaldehyd-L6sung (3,5%; Otto FiscBenbH & Co. KG; Saarbricken,

Deutschland) verbracht.

Danach wurden nekrotische und vitale Areale der A/ifRer einem Stereomikroskop
(Leica MS5; Leica Mikroskopie Systeme AG, Heerbruggchweiz) sorgfaltig
voneinander getrennt. Mittels einer digitalen Mikeage (Sartorius R 180 D; Sartorius
GmbH, Gottingen, Deutschland) erfolgte die gravisehe Bestimmung der Gesamt-
AAR, des nekrotischen Anteils der AAR, der regéditguerfundierten Anteile der AAR,
des nicht-ischdmischen Teils des linken Ventriketsvie des Gesamtgewichts des
linken Ventrikels. Diese Bestimmungen wurden vomeei in Bezug auf die

Versuchsgruppe geblindeten Person durchgefiihrt.

2.4 Biochemische Untersuchungen

Analog zu denn-vivo-Versuchen wurden sechs Gruppen fir die molekigkxdischen
Untersuchungen gebildet. Hierbei wurden die Tiexedbeichem Versuchsaufbau nach
Abschluss der Baselinephase

— 30— «—— 60—,

durch eine letale Dosis

KON Luft «— 24h —— Baseline . ..
Pentobarbital getétet und
das Herz entnommen

DES Desfluran —— 24h Baseline
(Protokoll siehe Abb. 2-2).

- Lt 2ah Baseline Der linke Ventrikel wurde

_ewear1 abprapariert und in

GW9662 Luft « _2anh — | Baseline flissigem Stickstoff

cwses2 ! schockgefroren. Bis zur

DES + . . .

GWe471 M‘— 24h ——|  Baseline weiteren Verarbeitung

T—GW(-m71
wurde das so gewonnene

o D — e o

Myokardgewebe bei -80°C

GW9662 —T

Abbildung 2-2: Versuchsprotokoll fir die aufbewahrt.
biochemischen Experimente;
Gruppeneigenschaften s.u. 2.3.1
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2.4.1 Messung von 15d-Prostaglandin 4

Der myokardiale Gehalt an 15d-PGJwurde mittels eines kompetitiven
enzymgekoppelten Immunabsorptionsassay (EIA) besti@iomol GmbH; Hamburg,
Deutschland). Der Assay beruht auf der durch di&akdche Phosphatase (AP)
vermittelten Reaktion von farblosem p-Nitrophenygpphat (pNPP) zu p-Nitrophenol,
welches eine gelbe Farbe aufweist. Die AP liegth@ieals Konjugat mit 15d-PG¥or
(AP-15d-PGg). Dieser Komplex wird exogen zugefuhrt und koniartrmit dem 15d-
PGJ der zu messenden Probe um die Bindung an eineengesd-PGg gerichteten
Antikorper. Dieser Antigen-Antikorper-Komplex widlrch einen an der Wandung der
Reaktionsschachte der Mikrotiterplatte befestigfaveitantikbrper gebunden und so
ebenfalls fixiert. Nach Entfernung des lberschigsigntigens kann durch Zugabe des
Substrats (pNPP) die Farbreaktion ausgeldst werleschliel3end wird die Absorption
bei 405nm bestimmt. Bei diesem kompetitiven EIA @& Absorption umgekehrt

proportional zum endogenen Gehalt der Probe arPI&gl-

Inhalt des Komplett-Sets:

96-well-Mikrotiter-Platte, beschichtet mit polyklalem Anti-Kaninchen-IgG (Spezies:
Ziege)

Anti-15d-PGJ (Spezies: Kaninchen)

15d-PGd konjugiert mit alkalischer Phosphatase (AP-pGJ

15d-PGJ Standard, 1ug/ml

p-Nitrophenylphosphat (pNPP, Konzentration niclgegeben)

Assay-Puffer, Tris-gepufferte Elektrolytldsung (teee Zus. nicht angegeben)
Wasch-Puffer, Tris-gepufferte Losung + Detergentweeitere Zus. nicht angegeben)

300mg Herzgewebe wurden mit dem mitgelieferten »$a#fer versetzt und mit
einem Homogenisator (IKA® RW14 basic, IKA® Werke Bifh& CO. KG; Staufen,
Deutschland) homogenisiert. Anschlielend wurde bdgsat fur 30 Minuten bei
12.000g, 4°C zentrifugiert (Sepatech Megafuge 1/&aeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland). Der Uberstand wurde in einem Filtretgefal (Roti-Spin Mini, MWCO
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30kD; Carl Roth GmbH & CO. KG, Karlsruhe, Deutsctda zur Entfernung der im
Lysat enthaltenen IgG-Antikdrper (Molekilmasse @&44kD) ultrafiltriert. Das so

gewonnene, konzentrierte und gereinigte Lysat wtiidden EIA eingesetzt.

Die Durchfihrung des Assays erfolgte streng nachAfegaben des Herstellers. Hierbei
wurden 100ul des Lysats mit 50ul einer Lésung vadbd-BGJ-AP versetzt.
Anschlieend wurden 10ul des gegen 15d-P@drichteten Antikbrpers in einer
Konzentration von 1:100 hinzugefligt. Dieses Gemiscinde auf die Mikrotiterplatte
aufgebracht Nach Inkubation (1h, Raumtemperatwjdes die Platte dreimal mit
Wasch-Puffer (1x) gewaschen. Nach Zugabe von 2@plptiPP-L6sung erfolgte der
Farbumschlag. AnschlieBend wurde die Absorption4@&nm mit einem Photometer
(Sunrise®, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz)mgesen. Mittels einer
Verdunnungsreihe ausgehend vom 15d-P&dndard wurde eine Eichgerade ermittelt

und so die Konzentration von 15d-B@®Ga&stimmt.

2.4.2 Auftrennung in zytosolische und nukleare Zellfraktion

Die Auftrennung in zytosolische und nukledre Frakéin erfolgte anhand eines

modifizierten Protokolls von Cargnoei al%

Verwendete Losungen:

(Chemikalien erworben bei Sigma-Aldrich Chemie Gmi&ieinheim, Deutschland)

PBSpH 7,4
137mM NacCl
2,7mM KCI
10mM NaHPGO,
1,76mM KH,POy
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Puffer A (hypoton)
10mM HEPES pH 7,9
10mM KCI
0,2mM EDTA
1% (v/v) Triton X-100
ImM DTT
1mM PMSF

Proteasen-Inhibitor-Cocktail

(Complete Mini; Roche AG, Basel,

Schweiz)

Laemmli-Puffer
0,125M Tris pH 7,4
4% (w/v) SDS
20% (v/v) Glycerol
10% (v/v) 2-Mercaptoethanol
0,004% (w/v) Bromphenol-Blau

Elektrophorese-Puffer

25mM TrispH 7,4

0,19M Glycin
Puffer B (hyperton)

20mM HEPES pH 7,9

0,5% (w/v) SDS

0,4mM NacCl

0,1mM EDTA Transfer-Puffer

1% (v/v) Triton X-100 25mM Tris pH 7,4
ImM DTT 0,19M Glycin
1mM PMSF

0,5% (w/v) SDS
20% (v/v) Glycerol

Proteasen-Inhibitor Cocktail

20% (v/v) Methanol

(Complete Mini; Roche AG, Basel,

Schweiz)

300mg Herzgewebe wurden zundchst in eiskaltem RBf&fP gewaschen.
AnschlieRend wurde das Gewebe mit einem Skalpétlame Stlicke geschnitten und
mit 1ml Puffer A versetzt. Nach der Homogenisierumg einem elektronischem
Laborrihrer (IKA® RW14 basic, IKA® Werke GmbH & COKG; Staufen,

Deutschland) wurde das Gemisch fiur 15 Minuten asfiBkubiert. Danach erfolgte

eine Zentrifugation mit 10.000g bei 4°C fiir 5 Mient Der Uberstand - die zytosolische
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Fraktion - wurde bei -80°C eingefroren. Das dielk&ghe enthaltende Sediment wurde
in Puffer A resuspendiert, nochmals mit 10.000g 4%& flr 5 Minuten zentrifugiert

und der resultierende Uberstand verworfen. Nun evai@s Sediment in 150ul Puffer B
gel6st. Dieses Gemisch wurde fur 1h bei 4°C inkab&nschlielend wurde das Lysat
bei 20.000g und 4°C fur 10 Minuten zentrifugierterDUberstand - die nukleare
Fraktion - wurde in frische GefaRe umgefillt und bur weiteren Verwendung bei -

80°C eingefroren.

Zur Kontrolle der erfolgreichen Auftrennung der IBslate wurden nach jeder
Praparation mittels Immunoblotting Markerproteinestoimmt. Als Marker fiur die
zytosolische  Fraktion nutzten wir GAPDH (Glycerieahyd-3-phosphat-
Dehydrogenase, 36 kD), als Marker der Kernfrakti@ente PARP (Poly-ADP-Ribose-
Polymerase, 116 kD) - ein nukledres Enzym welches.uan der DNA-Reparatur

beteiligt ist°.

Zuerst wurde die Proteinkonzentration der Lysaté¢ der Methode nach Bradford
bestimmf*. 800u! HO, 1ul Lysat und 200u! Bradford-Reagenz (Bio-Rabdratories
GmbH, Minchen, Deutschland) wurden zusammen ie Kimststoffklivette gegeben
und durchmischt. Mit einem Photometer wurde die okpson bei 595nm gemessen
und anhand einer Standardkurve die Proteinkonzentraestimmt. Nun wurde jeweils
eine Menge von 60pg Protein in ein frisches Reakgefal? Uberfihrt und anschlie3end
mit dem entsprechenden Puffer (zytosolische FraktRuffer A; nukleare Fraktion:
Puffer B) auf ein Gesamtvolumen von 20ul aufgefidlhschlielRend wurden noch
einmal 20ul Laemmli-Puffer mit 0,5%%-Mercapto-Ethanol hinzugefiigt und fir fanf
Minuten bei 95°C denaturiert. Nach einer finfmigét Zentrifugation bei 10.000U/m
(Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg, Deutschlawd) die Probenvorbereitung
abgeschlossen und die SDS-PAGE (Sodium-Dodecytdotilyacrylamidgel-

Elektrophorese) konnte vorbereitet werden.
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Trenngel 12% Sammelgel 4%

1,7ml BO 1,55ml HO

2ml Acrylamid (30%) 0,3ml Acrylamid (30%)

1,2ml Tris-Puffer 1,5M pH 8,8 0,65ml Tris-Puffer 0,5M pH 6,8
50ul SDS (Sodiumdodecylsulfat, 10%) 25ul SDS (10%)

15ul APS (Ammoniumpersulfat, 10%) 7,5ul APS (10%)

7,5ul TEMED (Tetramethylethylendiamin) 4ul TEMED

Die Gele wurden in einer Elektrophoresekammer ®#mt Laboratories GmbH,
Munchen, Deutschland) befestigt und die Kammer Edktrophoresepuffer gefllt.
Dann wurden die Proben in die Taschen pipettied die Elektrophorese bei 80Volt
gestartet. Nachdem die Lauffront das Sammelgeigrasmtte, wurde die Spannung auf

120 Volt erhoht bis die Lauffront das untere Ends &els erreichte.

Anschlielend wurden die Proteine mittels eines blas¥erfahrens auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert. Die Membranrdes blasenfrei auf das Gel gelegt
und zwischen Blotting-Papier (330d)mund 2 mit Transferpuffer getrankte Schwamme
in eine Kassette gespannt. Die Kassette wurde aselikin eine Blotkammer (PEQLAB
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) gestaid komplett mit Transfer-
Puffer geflillt. Der Transfer erfolgte Gber Nacht £#%C und 250mA.

Am nachsten Morgen wurde die Membran aus der Kasgethommen und fir eine
Stunde in Milch (5% Milchpulver in PBS) zur Bloclkadinspezifischer Bindungen
inkubiert.

Nun erfolgte die Inkubation mit den Antikérpern geg°PARP und GAPDH (beide Cell
Signaling Technology Inc., Boston, USA). Beide Aibtper wurden mit 5%
Milchpulver in PBS verdinnt, bei Anti-PARP genigi@e Konzentration von 1:500,
bei Anti-GAPDH eine Konzentration von 1:3000. Di&kdibation erfolgte Uber Nacht
bei 4°C. Danach wurde die Membran dreimal fur fitiuten in PBS + 0,05% Tween
20 gespult. Nun erfolgte die Inkubation mit dem #ewgtikbrper, der an Meerrettich-

Peroxidase gekoppelt war. Fir beide Proteine wurgebei ein Anti-Maus-1gG-
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Antikorper (GE Healthcare, Miunchen, Deutschlandiwesdet. Die Konzentration
betrug 1:5000, die Verdinnung erfolgte wiederum &8 Milchpulver in PBS. Die

Inkubation erfolgte fur 1 Stunde bei Raumtemperddann wurde die Membran wieder
dreimal fur je finf Minuten mit PBS + 0,05% Tweeh @espult.

Zur Herstellung der Substrat-Losung fur die MedicktPeroxidase wurden zwei
Fertig-Losungen verwendet (Amersham™ ECL™; GE Healte, Munchen,

Deutschland), die nur noch im Verhaltnis 1:1 misé@ider vermischt werden mussten.
Dieses Gemisch wurde fir genau eine Minute auf Miembran gegeben und
anschlieBend mit Blotting-Papier abgetupft. Die d&&bn der Lichtemission erfolgte
mit einem Rontgenfilm (Fuji Super RX; Fujifilm Eye GmbH, Dusseldorf,

Deutschland) der anschlieRend in einem Automated#K X-omat 2000; Kodak, New
York, USA) entwickelt wurde. Abb. 2-3 zeigt repréataive Banden fir die nukledren
und zytosolischen Fraktionen. Anhand der Immunasblkbnnte von einer stark

angereicherten nukleéren Fraktion ausgegangen werde

NF zs
KD Abbildung 2-3:
g Reprasentativer Immunoblot zum
130 m——gv Nachweis spezifischer
— PARP ]
o . . Markerprotelne. PARP (Poly.-
. ADP-Ribose-Polymerase) diente
72— als Marker der nuklearen
) Fraktion (NF), GAPDH
36 m— (Glycerinaldehyd-3-
S S | GAPDH phosphatdehydrogenase) als
24} w— Marker des Zytosol (ZS).
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2.4.3 Messung der PPAR-DNA-Bindungsaktivitat

Die nukledren Extrakte wurden zur Durchfihrung BEAR-DNA-Assays verwendet.
Die Bestimmung der PPAR-DNA-Bindungsaktivitat egi@ hierbei mittels eines
Chemilumineszenz-basierten Komplett-Sets (Merck KGBarmstadt, Deutschland).
Der Assay beruht auf der Spaltung von AMPP (AdagiahR-Dioxetan-
Phenylphosphat) durch die Alkalische PhosphatasP) (And misst die hierbei

entstehende Emission von Liéht

Auf einer Mikrotiterplatte befinden sich immobikste PPRE (engl.: peroxysome-
proliferator response element), d. h. DNA-Fragmedie den Bindungspartnern der
PPARs entsprechen. Auf diese Platte wird das nukl&ktrakt aufgebracht. Die im

Lysat enthaltenen PPARs binden an das PPRE. Natferiken des Uberschissigen
Lysats wird die Mikrotiterplatte mit dem gegen PPAferichteten Erstantikbrper
inkubiert. Hiernach wird die Uberschissige Losuntfeent und der mit Alkalischer-

Phosphatase konjugierte Zweitantikbrper aufgebradath Zugabe von AMPP kann

nun die Lichtentwicklung mit einem Luminometer li@snt werden.

Inhalt des Komplett-Sets:

96-well-Mikrotiterplatte, beschichtet mit einem PPR
Assay-Puffer (Zusammensetzung nicht angegeben)
Wasch-Puffer (Zusammensetzung nicht angegeben)
Anti-PPAR-Antikorper, Spezies: Maus

AP-konjugierter Zweitantikrper, anti-Maus-IgG, Sp@s: Ziege

AMPP-L6sung (Konzentration nicht angegeben)

Die Durchfuhrung des Assays erfolgte streng nach Aegaben des Herstellers.
Zunachst wurden 90ul des Assay-Puffers mit 10ul migdearen Extrakts auf die
Mikrotiterplatte gegeben und fur eine Stunde beumRRtmperatur inkubiert. Danach
wurden die Reaktionsschéchte geleert und funfmaljewveils 200ul Wasch-Puffer

gewaschen. Nun wurden 100ul des Erstantikrpeesnier Konzentration von 1:50 in
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die Reaktionsschachte zugegeben und wieder fur $tnade bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden die Reaktionssch&éghieder geleert und finfmal mit
200ul Wasch-Puffer (1x) gewaschen. Nun erfolgte figabe des AP-konjugierten
Zweitantikorpers (100ul, Konzentration 1:100) undeeanschlielBende Inkubation bei
Raumtemperatur fur eine Stunde. Danach wurde waedéinfmal mit 200ul Wasch-
Puffer (1x) gewaschen und die Reaktionsschachteplaithvon Flissigkeit geleert. Nun
erfolgte die Zugabe von 100 pl der AMPP-LOsung. iN&arzer Inkubation von 5
Minuten bei Raumtemperatur konnte die Lichtemissimai 540nm mittels eines
Luminometers (Infinte® 200, Tecan Group Ltd., Madhoe, Schweiz) gemessen

werden.

2.4.4 Bestimmung von Nitrit (NO;) und Nitrat (NO 3)

NO wird in biologischen Systemen sehr schnell abgeb(t, ~ 4sec)’. Die
Endprodukte des NO-Abbaus sind Nitrit (NOund Nitrat (NQ). Somit dient die
Summe aus Nitrit und Nitrat (Nals Surrogatparameter der NO-Spiegel im Gewebe.
Diese Summe wurde in der aktuellen Studie mittétese kolorimetrischen Assays
bestimmt (Cayman Chemicals Europe, Tallinn, Esdaixkr Assay basiert auf dem
Nachweis von Nitrit mittels der Griess-Reaktibrzuerst erfolgt mit Hilfe der Nitrat-
Reduktase die Umwandlung des gesamten Nitrats mut. NDanach wird in einem
ersten Reaktionsschritt Nitrit mit Sulfanilamid (€&s-Reagenz 1) konjugiert. In einem
zweiten Schritt reagiert dieses Molekll mit 1-Ndgethylendiamin (Griess Reagenz
2) zu einem violetten Azofarbstoff. Dessen Absanptkann bei 540nm gemessen

werden und ist proportional zur Konzentration vad,Nm Gewebe.

Inhalt des Komplett-Sets:

Assay-Puffer (20mM KPQ pH 7,4)

Nitrat-Reduktase (in Assay-Puffer; Konzentratiochhiangegeben)
Kofaktoren fur Laktatdehydrogenase (in Assay-Puffeis. nicht angegeben)
Nitrat-Standard 2mM (in Assay-Puffer)

Laktatdehydrogenase (LDH, in Assay-Puffer; Konzhhiangegeben)
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Inhalt des Komplett-Sets (Fortsetzung):

Griess-Reagenz 1 (Sulfanilamid, Konz. nicht angeggb
Griess-Reagenz 2 (Naphthylethylendiamin, Konz. trectyegeben)
96-well-Mikrotiter-Platte

Zuerst wurden 300mg Herzgewebe in 1,5ml Assay-Puibenogenisiert (IKA® RW14

basic, IKA® Werke GmbH & CO. KG; Staufen, Deutsetda Anschlie3end wurde das
Gemisch mit 10.000g bei 4°C fur 30 Minuten zengiéut. Der Uberstand wurde in
spezielle Ultrazentrifugen-Rohrchen (Beckman Caodthe., Brea, USA) umgefullt und
mit einer Ultrazentrifuge (Beckman Coulter Inc.eBy USA) mit 100.000g, 4°C fur 15
Minuten zentrifugiert. Der resultierende Uberstanarde zur Entfernung der im Lysat
enthaltenen NO-Synthasen (Molekilmasse: 133-155kD)einem Filtrationsgefald
(Roti-Spin Mini, MWCO 30kD; Carl Roth, Karlsruhe)tafiltriert (12.000g, 4°C, 2h).

Das so gereinigte Lysat wurde fur den Assay eirigese

Die Durchfuhrung des Assays erfolgte streng nach Aegaben des Herstellers.
Zunachst wurde eine frische 1mM NADPH-L6sung (Sightdrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) in Assay-Puffer angesétil der NADPH-L6sung und 10ul
der Nitrat-Reduktase-Losung wurden mit 60ul desatysn einem Reaktionsschacht
zur Umwandlung des Nitrats fir 60 Minuten bei Raemmperatur inkubiert.
Anschliel3end wurden 10ul der LDH-Kofaktoren-Loswngd 10 pl der LDH-LAsung
zum Verbrauch des Uberschissigen NADPH hinzugetfiingt fiur 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 50ul dess&iReagenz 1 zugegeben und
sofort danach 50ul Griess-Reagenz 2. Nach 10 Minuterde die Absorption bei
540nm mit einem Photometer (Sunrise®, Tecan Grotgh, IMannedorf, Schweiz)
bestimmt. Aus Nitrat-Losungen bekannter Konzerdmgtdie denselben Arbeitsschritten
unterzogen wurden, konnte eine Eichgerade ermitteftien und so die Konzentration

von NQ, im Gewebe errechnet werden.
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3 Ergebnisse

Es wurden 75 Tiere instrumentiert um 72 erfolgreiéxperimente abzuschliel3en. Ein

Tier wurde wegen einer AAR unter 15% des linksvikotaren Gewichts

ausgeschlossen, zwei weitere Tiere verstarbenesagierefraktarem Kammerflimmern.

Wie aus Tabelle 3-1 ersichtlich, ergaben sich kbeiAliswertung der hamodynamischen
Parameter keine signifikanten Unterschiede zwisdsnGruppen.

Hamodynamik

BL KAO Reperfusion
60 min 120 min 180 min
HF (min-1)
KON 278 +10 | 252 +10| 240 9 234 +£1p 241 =9
DES 268 +12 | 266 =*4 257 7 257 =8 254 8
Gwe6471 261 +11 | 251 +£10f 236 =10 237 =10 240 =10
GW9662 261 8 251 11| 242 =8 235 =8 227 £15
DES+GW6471 269 =7 267 *9 260 +1p 253 =10 25111+
DES+GW9662 262 *8 263 10 249 11 248 +12 25110%
MAP (mmHQ)
KON 67 +3 |63 +4 |63 +3| 61 +3| 63 =4
DES 74 +£3 |71 +3 | 68 +3| 68 4| 66 =7
GW6471 64 +3 62 +2 | 62 +2| 71 +6| 68 +4
GW9662 77 +4 | 74 +3 | 70 +4| 67 *6| 62 5
DES+GW6471 65 +3 | 61 +3| 64 +4| 61 +4 60 =4
DES+GW9662 75 +4 | 70 +6| 65 +5/ 63 +8 58 +7
RPP (HRXxMAP/1000
KON 19 1 16 +1 |15 +2 | 14 +1| 16 =1
DES 20 1 19 +1 | 18 +1| 17 1| 16 1
GW6471 16 +1 15 +1 | 14 1| 16 1| 16 %2
GW9662 20 +2 19 1 17 =1 16 £2 15 2
DES+GW6471 18 1 17 +1| 17 +2| 16 +2| 16 2
DES+GW9662 19 1 16 +1| 16 +1| 15 +2 14 3

Tabelle 3-1:systemische hdamodyn. Parameter. Daten angegebbhtedlwert + SEM
HF: Herzfrequenz

MAP: mittlerer arterieller Blutdruck
RPP: Produkt aus Herzfrequenz und MAP
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3.1 Infarktgrofe

Die InfarktgroRe (siehe Abb.3-2) betrug 61,8+2,8%der Kontrollgruppe wobei sich

durch die Applikation von Desfluran eine signifikarReduktion zeigte (42,2+3,1%?*,
p<0,05). Dieser kardioprotektive Effekt wurde soWwdhrch die vorangehende Gabe
von GW6471, als auch GW9662 aufgehoben (60,3+3,4% Bb5,3+3,6%) wobei die

alleinige Gabe des PPARAntagonisten als auch des PPARntagonisten keine

Veranderung im Vergleich zur Kontrollgruppe erbrtac(b6,1+4,1% bzw. 56,5+3,4%).
Die Tabelle 3-3 zeigt die gravimetrischen Daten\densuche.
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Abbildung 3-2: Infarktgrél3e in % der AAR angegeben als Mittelwe8EM
n=8 in allen Gruppen; *signifikant unterschiedligbgentber der KON (p<0,05)

n| AAR (%) AAR (0) LV (9) KG (kg)
KON 8| 38 £+ 3 1,20+ 0,12 3,21+ 0,15 25+ 0,1
DES 8| 42 £ 3 1,28+ 0,14 3,04+ 0,22 24+ 0,1
GW6471 8 36 + 4 0,99 £+ 0,08 2,76+ 0,11 24+ 0,1
GW9662 8 40 + 4 1,28+ 0,12 3,27+ 0,19 26+ 0,1
DES+GW6471| 8 37 £ 5 1,11 + 0,16 2,92+ 0,15 24+ 0,1
DES+GW9662| 8§ 43 + 1 1,34+ 0,11 2,84+ 0,17 23+ 0,1

Tabelle 3-3:gravimetrische Daten angegeben als Mittelwert + SEM
AAR: area-at-risk, ischamisches Areal; angegebeRrozent des linken Ventrikels
und als absoluter Wert (g); LV: linker Ventrikel
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3.2 15d-Prostaglandin }

Die Applikation von Desfluran bewirkte einen sigkénten Anstieg der myokardialen
Gewebespiegel von 15d-PGEIDDES 224,410,2pg/ml* vs. KON 116,814,2pg/ml), ein
Befund der sich auch bei kombinierter Gabe von Desmf und GW6471, als auch
GW9662 zeigte (DES+GW6471 1998 1pg/mlI* und 17211,7pg/ml*). Die isolierte
Verabreichung von GW6471 bzw. GW9662 erbrachtedgeg keine Veranderung der
myokardialen Gewebespiegel von 15d-P@GE3IW6471 127,215,8pg/ml und GW9662
136,6£12,7pg/ml, siehe Abb. 3-4).

250 - *
200 +
150 4

100 -+

PG J, (in pg/ml)

50 +

KON DES GW6471 GW9662 DES + GW6471  DES + GW9662

Abbildung 3-4: Gehalt an Prostaglandir, in Myokardgewebe in pg/ml,
Mittelwerte =+ SEM; n=4 in allen Gruppen
*signifikant unterschiedlich gegentiber der KON ([B38)
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3.3 PPAR-DNA-Bindungsaktivitat

Eine signifikant gesteigerte PPAR-DNA-Bindungsaitii (siehe Abb. 3-5) war in den
mit Desfluran vorbehandelten Tieren festzustelBES 289,9+33RLU* (relative light
units) vs. KON 102,9+18RLU), wobei die durch Desdin induzierte Steigerung der
PPAR-DNA-Bindungsaktivitat sowohl durch GW6471, alsch GW9662 aufgehoben
(DES+GW6471 128,1+20,9RLU und DES+GW9662 91,2+31RWurde. Die isolierte
Applikation von GW6471 bzw. GW9662 zeigte hingedeinen Einfluss auf die
PPAR-DNA-Bindungsaktivitat (GW6471 108,8+33RLU bz28MW9662 134+37,9RLU).

350 = *
300 +
250 +
200 +
150 +

100 +

PPAR-DNA-Bindungsaktivitat

50 +

KON DES GW6471 GW9662 DES + GW6471  DES + GW9662

Abbildung 3-5: PPAR-DNA-Bindungsaktivitat angegeben in RLU (retatlight
units), Mittelwerte =+ SEM; n=4 in allen Gruppen
*signifikant unterschiedlich gegentiber der KON ([B38)
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3.4 NO,

Die Konzentration von NQ diente als Surrogatparameter der NO-Spiegel im
Herzmuskelgewebe. Wie aus Abb. 3-6 ersichtlich leda®esfluran den Gehalt an NO
signifikant gegeniber der Kontrollgruppe (DES 18€,9#M* vs. KON 5,4+0,1M).
Diese durch das volatile Anasthetikum bewirkte giming der myokardialen NO-
Spiegel wurde durch die kombinierte Applikation vbesfluran und GW6471 bzw.
GW9662 aufgehoben (DES+GW6471 5,74#0\8 DES+GW9662 5,9+0,8M). Die
alleinige Applikation des PPA®RInhibitors GW6471 bzw. des PPAdhibitors
GW9662 zeigte keinen signifikanten Einfluss auf depokardialen Gehalt an NO
(GW6471 5,3+0,6M; GW9662 4,8+0,4M).

18 - *

NO, (in pM)

KON DES GW6471 GW9662 DES + GW6471  DES + GW9662

Abbildung 3-6: Gehalt an NQim Myokardgewebe in uM, Mittelwerte + SEM
n=4 in allen Gruppen
*signifikant unterschiedlich gegentber der KON (j838)
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4 Diskussion

Das zweite Fenster der APC bewirkt einen protektivEffekt gegentber einer

0'%8 als auch am isoliert

ischamischen Schéadigung des Herzens, sowohliv
perfundierten Herzé**’® Dabei ist das Zusammenspiel verschiedener Sigugw
und die hieraus resultierende-noveSynthese protektiver Proteine ein entscheidender

Mechanismus.

4.1 Infarktgroi3e

Als primarer Endpunkt der Kardioprotektion dientedieser Arbeit die Reduktion der
nach I/R-Schadigung resultierenden InfarktgroRe. e Di beobachtete
Infarktgr@3enreduktion um etwa 20% der AAR nach Gabe von Desil entspricht den
0. g. zuvor publizierten Studien, wobei sich in @gentberstellung mit dem FWOP
eine etwas geringere Reduktion der InfarktgroReal®f§® Dies ist ein bekanntes
Phanomen: Die InfarktgroRenreduktion beim SWOPInstVergleich zum FWOP
geringer ausgepragt, wobei das SWOP insgesamhéhere Reliabilitat aufweist

Wichtige, zu beachtende potentielle Einflussfakiosend hierbei sowohl Alterationen
in der systemischen Hamodynamik, die Existenz vohakeralefi’ sowie die gewéhlte
Hintergrundnarkose. Die Messungen der systemisc¢t@modynamik ergaben keine
signifikanten Unterschiede zwischen den experiniemeésruppen (siehe Tabelle 3-1),
ebenso lagen keine signifikanten GroRenunterschiledeAAR vor. Daher ist davon
auszugehen dass die Hamodynamik keinen signifikaitefluss auf die Infarktgrof3e
hatte. Betrachtet man die Kollateralversorgungissbekannt dass Kaninchen nur Gber
sehr sparlich ausgepragte myokardiale Kollaterateritige’. Auch die notwendige
Hintergrundnarkose mittels Pentobarbital in der wams verwendeten Dosis von
30mg/kg KG hat nach Haessler al. keinen EinfluR auf die Infarktgréfée Daher ist
davon auszugehen, dass alle drei der oben genafaleoren keine signifikanten
Auswirkungen auf die Infarktgro3e in der aktuellstudie hatten, ohne allerdings die

Kollateralversorgung oder den Einfluss von Pentoitardirekt quantifiziert zu haben.
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4.2 Signaltransduktion

Betrachtet man die im Rahmen der protektiven Antvaktivierten Signalwege, so
zeigte sich in Folge der Applikation von Desflurame gesteigerte PPAR-DNA-
Bindungsaktivitat, erhdhte myokardiale Gewebespiege 15d-PGgdals auch von NO.

Die Aktivierung von PPAR und PPAR stellte sich ferner als ein essentieller
Mechanismus in der Signaltransduktion des SWOPuBkerda durch die spezifische
pharmakologische Blockade die protektiven Wirkungefder Kraft gesetzt wurden.
Dies zeigte sich im Ausmal} der resultierenden kigadl3e sowohl fir PPARals auch

fiir PPARY.

4.2.1 Aktivierung der PPAR durch Desfluran

Die Aktivierung der PPAR durch volatile Anasthetikawie deren Beteiligung am
SWOP der APC ist ein bisher noch nicht beschriebéttfgitnomen und ein wichtiges
Ergebnis der vorliegenden Untersuchung. Eine Vidlzzn Studien konnte bereits
kardioprotektive Effekte fir endogene und exogergorsten des PPAR und des
PPARy demonstriereft®*® So bewirkte die Gabe der PPARgonisten Clofibrat als
auch WY-14643 eine substantielle InfarktgréBenréidokin der Ratt&. Der gleiche
Effekt war mit GW7647 (ebenfalls ein PPARgonist) in Mausen zu erreich®n
Kardioprotektive Wirkungen unter Beteiligung vonAR® zeigten sich nach Gabe von
ThiazolidindioneA® als auch in der Signaltransduktion des FWOP undOSWier
Endotoxin-induzierten Prakonditionierdti§* Des weiteren wurde erst vor kurzem fiir
einen Agonisten der PPARsoform eine kardioprotektive Wirkung nachgewié8en
Die hier durch Desfluran bewirkte Steigerung derARFAktivitdt um das ~3fache,
verbunden mit einer Reduktion der myokardialenrkifg63e ist daher in den aktuellen
Stand der Forschung hervorragend integrierbar umerstreicht die wichtige Stellung
von PPARx als auch von PPARIn der kardioprotektiven Signaltransduktionskette.
Einschrankend muss allerdings hinzugefligt werdess dler zur Messung der PPAR-
DNA-Bindungsaktivitat eingesetzte Assay keine ddfezierte Analyse zwischen der

und y-Isoform erlaubt. Weiterhin kann bei einamvivo Versuch eine unspezifische
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Wirkung der verwendeten Antagonisten nie sichegasshlossen werden. Untersttzt
werden unsere Ergebnisse allerdings durch die teféelBlockade der PPAR-DNA-
Bindung nach Applikation der Inhibitoren sowie durdie zuvor gezeigte spezifische

Selektivitat der verwendeten Pharm&k4

4.2.2 Signaltransduktion proximal von PPAR

Die Aktivierung der PPAR erfolgt in der Hauptsachech endogene Liganden, wobei
der gesteigerten Produktion von Fettsaflremls auch des Eicosanoids 15d-PGJ
entscheidende Bedeutung zukorfirit Fiir Eicosanoide ist hierbei eine entscheidende
Rolle in der Vermittlung der Prakonditionierung tieseben: Durch eine Blockade der
COX-2 — das geschwindigkeitsbestimmende Enzym dest&landinsynthese — wird
das SWOP der APC und der IPC aufgehdb&hWaymanet al. konnten erstmals eine
InfarktgroRenreduktion durch 15d-PGJemonstrieren. Dabei wurde auch die
Aktivierung von PPAR und PPAR als méglicher Wirkmechanismus diskutfért
Allerdings zeigten Zingarelliet al, dass die durch 15d-P§&Jausgeldste
Kardioprotektion nicht durch GW9662 aufgehoben wearétonnte — im Gegensatz zur
Protektion durch Ciglitazon, dessen Protektionstatidig durch GW9662 aul3er Kraft
gesetzt wurd@. Die in der aktuellen Arbeit parallel zur gestetga PPAR-DNA-
Bindungsaktivitat erhéhten Gewebespiegel von 15d:Pégen den Schluss nahe, dass
die Aktivierung der PPAR indirekt durch eine gegéeie Produktion des endogenen
Liganden 15d-PGJerfolgte (siehe Abbildung 10). Eine Rolle fir dasosanoid in der
Signalkaskade oberhalb der PPARs wird auch durehTdisache bekréftigt dass die
nach der Gabe von Desfluran gesteigerten 15d-Bpikgel auch unter der Blockade
von PPARx oder PPAR erhéht blieben. Die Diskrepanz zu den Ergebnisaam
Zingarelli et al. lassen sich insbesondere durch die Verwendungrsashiedlicher
methodischer Ansatze erklaren: Zingarelli verweadein Rattenmodell, wobei die
Schadigung nach I/R lediglich durch eine Schadigskagla (engl.: damage score), die
Plasma-CK und die Myeloperoxidase-Aktivitat bestimmurde. Weiterhin applizierte
Zingarelli die verwendeten Pharmaka erst zu Beg@nReperfusion. Aufgrund dieser

methodischen Diskrepanzen lassen sich die Ruckssdhlauf die Signaltransduktion
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daher nur eingeschrankt vergleichen. Kritisch malesdings hinzugefiigt werden, dass
15d-PGJd durch einen charakteristischen ungesattigtgirCarbonylrest potentiell in
der Lage ist elektrophile als auch pro-oxidativerRifingen zu entfalten. Daher kdnnte
das Eicosanoid durch kovalente Bindung an Cystéioi& den zellularen Redoxstatus
beeinflusseff. Allerdings ist bekannt, dass in der Tat die Mehtzler durch 15d-PGJ
bewirkten zellularen Ereignisse durch die Aktivieguder PPAR zustande konftht

Desfluran
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4.2.3 Signaltransduktion distal von PPAR

Die Frage nach einem mdglichen Effektor in der HUPEARY und PPAR regulierten
Signaltransduktionskette bedarf einer differeneefBetrachtung. Die hier untersuchten
molekularen Anderungen sind Ausdruck eines defemsivPhanotyps der
Kardiomyozyten, wobei insbhesondere NO unbestrittsnein wichtiger Mediator der
spaten Prakonditionierung agiert? (siehe auch Absatz 1.1.2.2). Eine erhohte
Verfugbarkeit von NO zeigte sich auch in der akarelUntersuchung in Folge der
Desfluranapplikation nach direkter Messung der Niib&uprodukte. Dieses Phanomen
unterlag wiederum der Regulation durch PRA&Rs auch PPAR nachgewiesen durch
das Ausbleiben der Konzentrationserhbhung des kiroé® Mediators nach

pharmakologischer Blockade beider Rezeptoren.

Zieht man nun einerseits in Betracht, dass die PR&AR Effekte im Sinne einer
transkriptionellen Regulation vermitteln, sowie aratseits NO physiologisch durch die
Aktivierung von NO-Synthasen gebildet wird, so soheein transkriptioneller
Mechanismus als sehr wahrscheinlich. In Bezug afzéitliche Koordinierung der
Inhibitorgabe lasst sich beobachten, dass beraims &5 bzw. 30minitige PPAR-
Blockade ausreichte, um den NO-Spiegel auf Kontihadlau absinken zu lassen. Dies
ist vereinbar mit dem Konzept der Notwendigkeitegimptimalen Steuerbarkeit der
protektiven Signalkaskaden, sowohl durch die rag®bgulation der Mediatorsynthese
als auch durch rapide DegradaffdnSo konnten Veranderungen in der iNOS
Transkription bereits nach ca. 20 Minuten nachgserie werdeff. Daher ist ein
transkriptioneller Wirkmechanismus sehr gut votbtal Allerdings existieren auch
eine Reihe nicht-genomischer Effekte der PPAR wigghelsweise eine Interaktion mit

der PKC? die ebenso eine wichtige Rolle bei der Préakoaditrung spieft.

Hierbei kann die nicht-enzymatische Bildung von dN@er hypoxischen Bedingungen
(d.h. direkt aus Nitrit) als Ursache des erhthten NO-Spiegels ausgesehlasrden,
da die Versuchstiere fur die biochemischen Bestimgen zu keiner Zeit einem

hypoxischen Zustand ausgesetzt waren.
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Die Frage, ob die eNOS oder die iINOS an der erimbRt@-Synthese beteiligt ist, lasst
sich an dieser Stelle nicht beantworten. In deruelldn Literatur finden sich
widerspriichliche Hinweise: Eine Studie von Bultekal®* demonstrierte eine erhéhte
Expression der eNOS nach Gabe eines RRAgonisten, ein Befund den Gonenal.
ebenso fiir PPARAgonisten aufzeigteéf. Dariiber hinaus konnte im Mausmodell nach
der Gabe von Pioglitazon eine erhéhte Phosphouylgsrate der eNOS gefunden
werderi* — ein Effekt der &hnlich im Rahmen der APC untar Beihilfe des PI3K/Akt-
und des ERK1/2-Weges aufttit Auf der anderen Seite existieren viele Studiés die
INOS als Mediator des SWOP der APC identifizieremriten: Wakeno-Takahasét
al. zeigten einen erhdhten iINOS-Proteinspiegel soviie @rhdhte INOS-Aktivitat
wahrend des Isofluran-induzierten SWORINd Chenet al. demonstrierten einen
erhohten iNOS-Proteinspiegel 24h nach Isofluraratien®™.

4.3 Klinische Relevanz

Das logische Ziel, das sich letztendlich nicht rmws den in der aktuellen Arbeit
erzielten Ergebnissen, sondern auch aus anderatieStmit volatilen Anésthetika
ergibt, ist die Translation dieser z.T. verbluffendordkonditionierenden Effekte in die
klinische Praxis. Diese konnte bisher — mit Ausnahkteinerer klinischer Studien —
noch nicht gelingen. Allerdings zeigte sich insheieye bei kardiochirurgischen
Eingriffen ein positiver Effekt der volatilen Anastikd’° So war der postoperative
Aufenthalt auf der Intensivstation nach herzchiigelgen Eingriffen unter Narkose mit
Sevofluran oder Desfluran im direkten Vergleich Patienten, die Propofol als
Narkotikum erhielten, verklrzt. Ebenso zeigten sioh der gleichen Studie ein
erniedrigtes postoperatives Troponin |, sowie ekigzere Applikationsdauer von
positiv inotrop-wirksamen SubstanZénin einer weiteren Arbeit von Meget al. mit
dem Endpunkt der linksventrikularen Funktion vodumach ACVB-Operation ergab
sich fur Patienten, die vor Induktion der Kardiapéefir 5 Minuten 2,5 MAC Desfluran
erhielten, sowohl nach 12 als auch 72 Stunden pesttiv eine bessere diastolische

und systolische FunktiSh Auch Garcia et al. konnten 2005 ein positives
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kardiovaskulares 1-Jahres-Outcome fiir Patientegeneidie wahrend einer ACVB-
Operation mit 4 Vol% Sevofluran fir 10 Minuten poaklitioniert wurdefy.

Einschrankend muss in Bezug auf die limitiertemikkhen Ergebnisse hinzugefiigt
werden, dass die meisten Patienten, die von dé&oRd#&ionierung profitieren kdnnten,
in fortgeschrittenem Alter sind und an Vorerkranggen leiden, wobei eindeutige
Ergebnisse in Tierversuchen aufzeigen, dass déwopditionierende Effekt mit dem
Alter abnimmt®*®! und dass chronische Erkrankungen, z. B. Diabetelitus, die

Protektion negativ beeinfluss&h

34



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Der perioperative Myokardinfarkt ist eine der Hauptaichen perioperativer Morbiditéat
und Mortalital®® wobei bis zu 40% der Patienten an einem akuteeigfis
versterbet?*. Eine der Hauptaufgaben der anasthesiologischestifiong besteht daher
in der Entwicklung neuer, verbesserter Strategiewobl in der Erkennung und
Prophylaxe als auch in der Therapie perioperatiMgokardischamien. In einer
wegweisenden Studie zeigten Kerstetnal. 1997 erstmals einen kardioprotektiven
Effekt fur volatile Anasthetika: Die Verabreichungn Isofluran vor der Induktion eines
Isch&mie-Reperfusions-Schadens (I/R-Schaden) firener signifikanten Reduktion
der resultierenden InfarktgroReDiese kardioprotektiven Eigenschaften wurdenen d
Folge auch fur andere volatile Anasthetika aufggizebenso wie die Induktion eines
zweiten Fensters der Prakonditionierung (SWOP) rregid 24h post-donum.
Essentielle molekulare Mechanismen der protekti8egnalkaskade sind hierbei u.a.
eine gesteigerte Synthese von Prostaglandinen sdigieerhéhte Produktion von
Stickstoffmonoxid (NO). Vergleichbare NO-abhangid@rdioprotektive Wirkungen
zeigen sich ebenso fir Agonisten der Peroxysomelifétator-aktivierten Rezeptoren
(PPAR)a undy. Die PPAR sind Transkriptionsfaktoren, die nachanden-vermittelter
Aktivierung (u.a. 15d-Prostaglandin, J15d-PGg) ihre Wirkungen entfalten. Daher
testeten wir die Hypothese, dass das zweite Ferdg¢er Desfluran-induzierten
Préakonditionierung durch eine erhoéhte Produktionn vo 15d-PGgd  mit der
nachfolgenden Aktivierung von PPARundy vermittelt wird.

Die Experimente wurden in einem etabliertetvivo Herzinfarktmodell des Kaninchens
durchgefihrt. Mannliche weil3e Neuseeland-Kaninakierden randomisiert 6 Gruppen
zugeteilt. Alle Tiere erhielten eine 30-mindtige Kidsion der linken Koronararterie
(KAO) gefolgt von einer 3-stindigen Reperfusion.ezvruppen erhielten entweder
Desfluran (1.0 MAC, DES) oder Raumluft (Kontroll€QN) 24h vor KAO. In weiteren
Gruppen erhielten die Tiere den PRARntagonisten GW6471 oder den PPAR
Antagonisten GW9662, jeweils alleine (GW6471 bzwW@562) oder in Kombination
mit vorheriger Desfluranapplikation (DES+GW6471 bzWES+GW9662). Die

35



Zusammenfassung

InfarktgrofRe (IS/AAR) wurde nach Bestimmung deshdsuieareals (AAR) und des
Infarktareals (IS) gravimetrisch nach TTC-Farbungitelt. Sechs identische Gruppen
wurden instrumentiert zur Entnahme des Herzens am&thlieRender Analyse der
PPAR-DNA-Bindungsaktivitat sowie der Gewebekonzandnen von 15d-PGJund
NO mittels spezifischer Assays.

Als Ergebnis zeigte sich eine signifikant reduAdterzinfarktgro3e (DES 42,2+3,1%*
vs. KON 61,8£2,8%; *p<0,05) 24h nach der Applikatides volatilen Anasthetikums.
Dieser kardioprotektive Phanotyp war begleitet veimer erhdhten PPAR-DNA-
Bindungsaktivitat (DES 289,9+33RLU* vs. KON 102,88l U, *p<0,05), als auch
erhohten Gewebskonzentrationen von 15d-P®ES 224,4+10,2pg/ml* vs. KON
116,9+£14,2pg/ml) und NO (DES 14,9+0M* vs. KON 5,4+0,7:M). Unter
spezifischer pharmakologischer Blockade von P&Aer PPAR kam es zum Verlust
dieser protektiven Effekte, wobei sowohl die InfgriRenreduktion (DES+GW6471
60,0£2,8% bzw. DES+GW9662 56,5+2,9%), als auchHlevation der PPAR-DNA-
Bindungsaktivitat (DES+GW6471 128,1+20,9RLU bzw. EW9I9662 91,2+31RLU)
und der myokardialen NO Konzentrationen (DES+GW64317+0.3IM bzw.
DES+GW9662 5,9+08M) aufgehoben wurde. Unbeeinflusst von der Blockdde
PPAR blieb der durch Desfluran erhthte 15d-P&idiegel (DES+GW6471
199,5:8,1pg/ml* und DES+GW9662 17%01,7pg/ml*; p<0,05 vs. KON).

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dasszweite Fenster der Desfluran-
induzierten Préakonditionierung durch die Aktivieguder PPAR undy vermittelt wird.
Die Applikation von Desfluran scheint hierbei durdie erhdhte Produktion von 15d-
PGJ eine Signalkaskade in Gang zu setzen, welche nighin der Aktivierung von
PPARr und PPAR resultiert, sondern ebenso durch die konsekutiidohae
myokardiale Verfugbarkeit von NO die Kardioprotektivermittelt.
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