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1 Einleitung

1.1 Klinischer Hintergrund

In den letzten Jahrzehnten zeigen sich eine Veranderung der Altersverteilung sowie ein
Anstieg der Lebenserwartung in der Bevoélkerung der westlichen Welt. Es vollzieht sich
eine Verlagerung des menschlichen Lebensalters hin zu h6heren Altersklassen. Folglich
stofit man im Bereich der medizinischen Versorgung vermehrt auf ein Patientenkollek-
tiv in hoherem Lebensalter und auf die daraus resultierende Problematik der Multimor-
biditat[1]. Die Anzahl operativer Eingriffe an Personen, die kardiovaskuldre Risikofak-
toren bzw. bereits manifeste Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems aufweisen,
nimmt daher ebenfalls stetig zu.

Funf bis sieben Prozent der Bevolkerung in den westlichen Industrienationen leiden
unter einer koronaren Herzerkrankung (KHK). Des Weiteren stellen Erkrankungen des
Herz-Kreislaufsystems die fuhrende Todesursache in Europa dar[2]. Urséchlich steht
das Krankheitsbild der Arteriosklerose im Vordergrund[3]. Der akute Myokardinfarkt
als eine der Manifestationsformen der KHK ist trotz optimierter Behandlungsstrategien

weiterhin mit einer hohen Letalitat verbunden.

B Verstorbenenach Todesursachen 2008
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Abb 1. Haufigkeitsverteilung der Todesursachen in Deutschland. Statistisches
Bundesamt.



Die Therapie eines Patienten mit Myokardinfarkt schliel3t die Optimierung der Sauer-
stoffbilanz, Verhinderung weiterer Thrombenbildung mittels Antikoagulation und
Thrombozytenaggregationshemmung sowie Stabilisierung von Herzfrequenz und Herz-
rhythmus ein. Ziel der Behandlung stellt eine mdglichst frihzeitige Reperfusion des
ischdmischen Gewebes mittels Ballon-Dilatation und Stent-Implantation im Herz-
katheterlabor dar[1, 4]. Zur Verbesserung der Langzeitprognose und Reduktion des Ri-
sikoprofils wird eine Kombination zahlreicher Medikamente wie Aspirin, 3-Blocker,
ACE-Hemmer und Statine eingesetzt[5-7]. Aus den Therapiestrategien wird jedoch er-
sichtlich, dass derzeit keine Mdoglichkeiten zur medikamentdsen Intervention existieren,
die direkt am Ort des pathologischen Geschehens, dem Kardiomyozyten, angreifen.
Somit konnte ein wesentlicher Fortschritt in der Behandlung des Myokardinfarktes da-
rin bestehen die Toleranz des Kardiomyozyten gegenuber ischamischen Ereignissen zu
erhéhen. Zu diesen Ansétzen z&hlen unter anderem die ischdmische und Anasthetika-

induzierte Prakonditionierung[8-9].

1.2 Kardioprotektion mittels Prakonditionierung

Der Begriff der Prakonditionierung beschreibt die Fahigkeit einer Zelle ihre Toleranz
gegenuber ischdmischen Ereignissen zu erhohen[10]. Man unterscheidet zwei verschie-
dene Formen der Prakonditionierung: die ischamische Prakonditionierung (IPC) und die
pharmakologisch induzierte Prakonditionierung (PPC). Kurze Episoden ischamischer
Ereignisse[9, 11] sowie zahlreiche endogene und exogene Substanzen wirken somit
kardioprotektiv. Die pharmakologische Beeinflussung von zentralen[12] und periphe-
ren[13] Opioidrezeptoren, die Aktivierung von Adenosin-Al-Rezeptoren[14] und wei-
tere Mediatoren wie Acetylcholin und Bradykinin[15] kénnen das Herz gegeniber den
Auswirkungen langer andauernder ischdmischer Phasen schitzen. Auch volatile Anés-
thetika sind in der Lage prakonditionierende Effekte hervorzurufen[16-17]. Dieser Ef-

fekt wird als Anésthetika-induzierte Prakonditionierung (APC) bezeichnet.



1.2.1 Ischdmische Prakonditionierung

Murry et al. beschrieben 1986 erstmalig das Phanomen der ischdmischen Prékonditio-
nierung[18]. Bei ihrer Untersuchung am Myokard von Hunden konnte gezeigt werden,
dass eine koronare Okklusion und Reperfusion von je funf Minuten Dauer vor einer
langanhaltenden, 40-minutigen Koronararterienokklusion zu einer drastischen Reduk-
tion der HerzinfarktgréRRe fuhrte. Die ischdmische Prakonditionierung gilt als einer der
wichtigsten identifizierten endogenen Schutzmechanismen gegenlber ischdmischer
Schadigung. Der Mechanismus konnte in allen bisher untersuchten Tierarten nachge-
wiesen werden[9]. Er findet sich neben dem Herzen auch in anderen Organen wie Le-
ber, Niere oder Gehirn wieder[19]. Die Kardioprotektion bleibt bis zu drei Stunden nach
prakonditionierender Intervention bestehen. Dies weist auf die Existenz einer ,,memo-
ry*“-Phase hin[19], d.h. das Herz ,,erinnert sich* an seine Exposition gegeniiber ischdmi-
schen Stimuli und behélt seinen prakonditionierten Phénotyp bei[20].

Die ischdmische Prakonditionierung besteht aus zwei getrennten Phasen[21]. Die erste
frihe Phase (erstes Fenster der Prakonditionierung) zeigt ihre Wirkung rasch mit nur
wenigen Minuten Abstand zum gesetzten préakonditionierenden Stimulus und dauert ca.
zwei bis drei Stunden an. Eine zweite spate Phase (zweites Fenster der Prakonditio-
nierung) entwickelt sich nach zwolf bis 24 Stunden. lhre Wirkung hélt jedoch drei bis
vier Tage an[22-23]. In der Zeit zwischen dem ersten und zweiten Fenster besteht keine
Kardioprotektion. Somit folgt die ischdmische Prékonditionierung einem biphasischen
Verlaufsmuster, wobei eine Periode ohne kardioprotektive Wirkung zwischengeschaltet
'St{LL) Abb 2. Biphasisches Ver-
laufsmuster der ischami-

schen Prékonditionierung.
Modifiziert nach [22].
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1.2.2 Anasthetika-induzierte Prakonditionierung

Neben kurzen Episoden ischdmischer Stimuli kénnen auch volatile Anésthetika das
Myokard gegeniiber ischdmischen Ereignissen prakonditionieren[24-25]. Der Begriff
der Anasthetika-induzierten Prakonditionierung beschreibt das Phdnomen, dass die Ap-
plikation eines volatilen Anasthetikums vor einem langer dauernden ischamischen Er-
eignis das Herz vor den Folgen der ischamischen Schadigung schiitzen kann. Die kar-
dioprotektive Wirkung der volatilen Anasthetika wird zum Teil der negativ inotropen
Wirkung auf das Myokard und der negativ chronotropen Wirkung auf den Sinusknoten
zugeschrieben, wodurch die Sauerstoffbilanz des Herzens verbessert wird[10]. Daneben
ist jedoch nachgewiesen, dass Halothan das kardioplegische Herz gegeniber Ischamien
schutzt[17, 26], Enfluran die Laktatproduktion unabhéngig des subendokardialen Blut-
flusses drosselt[27] und volatile Anasthetika im Allgemeinen die funktionelle Erholung
isolierter Herzen nach globaler Ischdmie verbessern[16, 28]. Diese Beobachtungen fiihr-
ten zu der Hypothese, dass volatile Anéasthetika ihre kardioprotektiven Effekte nicht nur
uber ihren Einfluss auf myokardialen Sauerstoffverbrauch und Hamodynamik austiben,
sondern auch tber zusétzliche Mechanismen kardioprotektiv wirken.

Das Ausmal? sowie die Signalvermittlung der Anésthetika-induzierten Kardioprotektion
sind mit denen der ischdmischen Prakonditionierung vergleichbar[29]. In verschiedenen
Versuchsansédtzen konnte gezeigt werden, dass die prékonditionierenden Effekte der
volatilen Anasthetika bestehen bleiben, selbst wenn das Anésthetikum bereits abgeflutet
ist. Somit konnte wie bei der IPC die Existenz einer ,,memory“-Phase nachgewiesen
werden[29]. Die ,,memory“-Phase beschreibt die Zeitspanne zwischen der Applikation
des Anasthetikums und dem Eintritt der Ischamie, in der sich die Wirkungen der
Prékonditionierung entfalten, obwohl das volatile Agens bereits aus der Zirkulation
ausgewaschen ist. Folglich weist die Anésthetika-induzierte Prakonditionierung ebenso
wie die IPC einen biphasischen Verlauf auf. Sie induziert ein erstes und zweites Fenster
der Kardioprotektion[30-31].

Bisher konnten fir alle Klinisch relevanten volatilen Andasthetika, d.h. fir
Sevofluran[32-33], Isofluran[16, 32-33] und Desfluran[32-33] prakonditionierende Ef-
fekte nachgewiesen werden. Vergleichende Untersuchungen zwischen den einzelnen
volatilen Anésthetika ergaben jedoch, dass diese sich in ihrer prékonditionierenden Po-

tenz unterscheiden. Desfluran stellte sich gegeniiber Sevofluran und Isofluran als das



Andsthetikum mit der starksten prakonditionierenden Wirkung heraus[32, 34]. Zudem
zeigte sich, dass die prékonditionierende Wirkung nicht von der Dosis des volatilen
Andsthetikums abhédngt. Bereits subnarkotisierende Dosen von nur 0,25 MAC Isofluran
reichten zur Prékonditionierung des Myokards aus. Jedoch konnte Isofluran in niedrigen
Dosen das Herz bei geringem Kollateralblutfluss nicht so effektiv gegen Herzinfarkt
prakonditionieren wie hohere Dosen. Erst ab einer Konzentration von 1,0 MAC Isoflu-
ran erfolgte die Kardioprotektion unabhéngig vom Kollateralblutfluss des Herzens[35].
Dies spielt besonders bei Patienten mit koronarer Grunderkrankung eine entscheidende
Rolle.

1.3 Signaltransduktionswege der Prakonditionierung

IPC und volatile Anésthetika vermitteln ihre kardioprotektive Wirkung, indem sie be-
stimmte Signaltransduktionsketten aktivieren. Diese Signalwege laufen bei IPC und
APC in dhnlicher Weise ab[20]. Die genauen Mechanismen der Kardioprotektion sind
bislang nicht vollstandig geklart. Kurze ischdmische Stimuli bzw. die Applikation eini-
ger pharmakologischer Agenzien flihren zur Freisetzung zahlreicher intra- und extrazel-
luldrer Substanzen wie Adenosin[36], Bradykinin oder Opioiden[20]. Diese binden an
G-Protein gekoppelte Rezeptoren und bewirken die Aktivierung weiterer Signal-
transduktionskaskaden[37].

Als wahrscheinlicher Endeffektor aller Signalwege gilt derzeit die Offnung der mito-
chondrialen Permeabilitdtspore (mitochondrial permeability transition pore, mPTP)
[38]. Die mitochondriale Permeabilitatspore ist eine nicht-selektive Proteinpore mit ho-
her Leitfahigkeit, die im Bereich von Kontaktstellen der inneren und &uf3eren Mito-
chondrienmembran zu lokalisieren ist. Sie setzt sich nach gegenwartigem Wissensstand
aus zahlreichen Makromolekilen zusammen: der Adenin-Nukleotid-Translokase
(ANT), den Proteintransportern der inneren (Tim) und &uReren (Tom) Mitochondrien-
membran, dem spannungsabhangigen Anionenkanal (VDAC) und Cyclophilin D[39].
Calcium-Uberladung der Zelle, Veranderungen des pH-Wertes und Freisetzung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) unter oxidativem Stress erhéhen die Offenwahr-
scheinlichkeit der mPTP[40-41]. Ihrer Offnung folgt aufgrund von Elektrolytverschie-

bungen eine Schwellung der Mitochondrien mit Ruptur der &uBeren Mitochondrien-



membran. Cytochrom C und andere proapoptotische Mediatoren werden ins Zytosol
freigesetzt. Sie aktivieren Caspasen und leiten die apoptotische Kaskade ein. Die Zelle
geht in den programmierten Zelltod iber[42-43].

Eine zentrale Rolle im Rahmen der Signaltransduktionskaskaden nimmt die Aktivierung
der Phosphatidylinositol 3-Kinase/Akt (PI13K/Akt) ein[44-45]. Sie fihrt zur Phosphory-
lierung und damit Aktivierung der Proteinkinase C, (PKC,)[46-49]. Dies hat die Off-
nung von mitochondrialen ATP-regulierten Kalium-Kanalen (mito-Karp-Kanalen) zur
Folge[29, 50-51]. Es resultieren eine Depolarisation des Mitochondriums sowie eine
milde Schwellung der Mitochondrienmatrix. Diese leichte lonenverschiebung verhin-
dert eine Calcium-Uberladung der Zelle[52-53], welche einen bedeutenden Trigger zur
Offnung der mPTP darstellt. Ferner flihrt sie zur Freisetzung Kleiner, signalvermitteln-
der Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)[51, 54-55], die wiederum die protek-
tiven Effekte der APC triggern, indem sie die PKC, direkt aktivieren und weitere mito-
Katp-Kandle 6ffnen[56]. Neben der Aktivierung der PKC; ist die PI3BK/Akt in der Lage
weitere Zielproteine wie die Caspase 9 oder das Protein Bad aus der Familie der
proapoptotischen Bcl-2-Proteine[57] zu phosphorylieren. Die meisten dieser Signalwe-
ge minden in eine gemeinsame Endstrecke am Mitochondrium, welche die Inhibition
der mPTP nach sich zieht und somit die Einleitung von Apoptose und Nekrose verhin-
dert.

Im Rahmen des myokardialen Zelltodes gilt es den Vorgang der Apoptose vom Ge-
schehen der Nekrose zu differenzieren. Der grofRe Unterschied beider Vorgénge liegt
darin, dass die Apoptose ATP benétigt, wéhrend die Nekrose in dessen Abwesenheit
erfolgt. Die Dauer und das AusmaB der Offnung der mPTP in Kombination mit der
Anwesenheit von ATP bestimmen, ob die Zelle in den apoptotischen oder nekrotischen
Zelltod Ubergeht[58]. Im Kernbereich des Myokardinfarktes entsteht grolRer ischdmi-
scher Schaden, sodass die mPTP aufgrund der Abwesenheit von ATP permanent ge6ff-
net bleibt. Die Zellen werden nekrotisch. In der Peripherie des Myokardinfarktgewebes
ist der isch&mische Schaden geringer, sodass die mPTP nur voriibergehend bis zur Frei-
setzung von Cytochrom C offen bleibt und sich dann wieder schlieft. Dies fiihrt zu
apoptotischem Zelltod. Offnet sich die mPTP nur fiir sehr kurze Zeit, kann sich die Zel-

le sogar vollstandig regenerieren[42, 59].



1.4 Pim-1 Kinase

Sowohl die ischdmische, als auch die Anésthetika-induzierte Prakonditionierung werden
uber die Aktivierung der Phosphatidylinositol 3-Kinase/Proteinkinase B/Akt (PI3K/
PKB/Akt) vermittelt[44, 48, 60-62]. Die Serin-Threonin-Kinase Akt konnte als Media-
tor fur myokardiales Zelluberleben[63], als Inhibitor von hypertrophen Umbauvorgan-
gen des Kardiomyozyten[64] und als Vermittler der Induktion von Stammzellprolifera-
tion[65] identifiziert werden. Bereits im Rahmen von Untersuchungen der Hdmatopoese
konnte ein enger Zusammenhang zwischen der Aktivitat der Kinasen Akt und Pim-1
beschrieben werden, was zu einem besseren Verstandnis der Funktion der Pim-1 Kinase
flhrte[66-67].

Die Pim-1 Kinase ist eine protoonkogene Serin-Threonin-Kinase, die urspriinglich als
provirale Integrationsstelle des Moloney-Maus-Leukamie-Virus entdeckt wurde[68].
Sie gehort zur Gruppe der Calcium/Calmodulin-regulierten Kinasen (CaMK)[69]. Fur
die Calcium/Calmodulin regulierte Kinase Il konnte erst kiirzlich eine wichtige Rolle in
der Vermittlung der Andasthetika-induzierten Pré- und Postkonditionierung im in vivo
Herzinfarktmodell fir Kaninchen nachgewiesen werden[70-71]. Die Expression der
Pim-1 Kinase ist weit verbreitet und reicht von hdmatopoetischen Zellen tber die Pros-
tata hin zu oralen epithelialen Zellen[69]. Sie kann durch verschiedene Zytokine oder
Wachstumsfaktoren induziert werden[69, 72-73]. Somit spielt die Pim-1 Kinase eine
wichtige Rolle bei der Regulation von Zellwachstum und —proliferation[66, 68-69]. Ne-
ben der Pim-1 Kinase existieren weitere Kinasen mit Uberlappenden Funktionen, die
Pim-2 und Pim-3 Kinasen[74-75].

Die Pim-1 Kinase ist der aktivierten PKB/Akt im Kardiomyozyten nachgeschaltet[76].
Sie ist ein kardioprotektives Molekiil mit antihypertrophen Eigenschaften. Uberexpres-
sion der Pim-1 Kinase resultiert in einem Anstieg der Expression antiapoptotischer Pro-
teine sowie einer Reduktion des Ausmalies von kardialer Apoptose, Fibrose und Nekro-
se[77]. Sie reduziert die HerzinfarktgroRe[76] und antagonisiert die Folgen myokardia-
ler Hypertrophie und myokardialer kontraktiler Dysfunktion, indem durch die Induktion
der Ca?*-ATPase 2a am sarko-endoplasmatischen Retikulum (SERCAZ2a) die Ca®'-
Wiederaufnahme gesteigert wird[77]. Dieselben F&higkeiten wurden zuvor der Akt
Kinase zugeschrieben[63-65, 78-79], sodass weitere Untersuchungen Uber die genauen

Interaktionen von Akt und Pim-1 nétig sind.



Es existiert eine Reihe von Substraten, die durch die Pim-1 Kinase phosphoryliert wer-
den konnen. Diese sind vornehmlich an der Progression im Zellzyklus oder an Mecha-
nismen der Apoptose beteiligt[68, 80-82]. Die Pim-1 Kinase phosphoryliert ferner das
proapoptotische Molekil Bad spezifisch an Stelle Serin 112[83]. Diese Phosphorylie-
rung bewirkt die Inaktivierung von Bad[84]. Aktives Bad kann mit dem anti-apoptoti-
schen Molekil Bcl-2 interagieren und dieses inhibieren[85-87]. Inaktiviertes Bad ist
folglich nicht mehr in der Lage Bcl-2 zu blockieren, sodass Bcl-2 seine antiapoptotische
Wirkung entfalten und das Zelluberleben vermitteln kann[88]. Somit kann eine direkte

Beteiligung der Pim-1 Kinase an der Verhinderung des Zelltodes vermutet werden.

1.5 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der Pim-1 Kinase in der Signaltrans-
duktionskette der ischd&mischen und Andasthetika-induzierten Prakonditionierung gegen
Myokardinfarkt untersucht. Endpunkte der Untersuchung waren die Messung der Myo-
kardinfarktgroRRen sowie die Darstellung von Verdnderungen der Expression der Prote-

ine Pim-1 Kinase, Bad, phospho-Bad**™*

und Cytochrom C unter dem Einfluss von
ischdmischer und Desfluran-induzierter Préakonditionierung.

Es wurde daher die Hypothese getestet, dass IPC und Desfluran-induzierte Prékonditio-
nierung gegen Myokardinfarkt tber anti-apoptotische und kardioprotektive Effekte der

Pim-1 Kinase vermittelt werden.



2 Material und Methoden

2.1 Versuchsgenehmigung

Es wurde gemall dem Tierschutzgesetz iber Versuche an lebenden Tieren ein Antrag
bei der entsprechenden Behdrde der Regierung von Unterfranken in Wirzburg gestellt.
Dieser wurde unter dem Aktenzeichen 55.2-2531.01-43/09 genehmigt.

2.2 Durchfuhrung der Versuche

2.2.1 Versuchstiere

Ménnliche C57BL/6 Mé&use im Alter zwischen zehn und zwolf Wochen wurden von
einem kommerziellen Zichter (Harlan Horst, Niederlande) erworben. Die Versuchstiere
wurden unter kontrollierten Bedingungen bei 22°C Raumtemperatur, 55-65% Luft-
feuchtigkeit und zwolfstiindigem Tag- und Nachtrhythmus gehalten. Sie hatten freien
Zugang zu Wasser und einer standardisierten Labornahrung.

2.2.2 Instrumentierung fur Narkose und Beatmung

Die Mause wurden mit einer intraperitonealen Injektion von 60 pg/g Natrium-
Pentobarbital (Merial, Hallbergmoos, Deutschland) anésthesiert. Um die Narkose auf-
rechtzuerhalten wurde je nach Bedarf wiederholt Natrium-Pentobarbital i.p. injiziert.
Die Narkosetiefe wurde im Verlauf wiederholt Gberprift, indem der Kornealreflex und
der FuRwegzieh-Reflex durch Druckreiz auf die Hinterpfoten getestet wurden. Die Ver-
suchstiere wurden auf ein temperaturkontrolliertes Wéarmeoperationsfeld (FMI, See-
heim, Deutschland) gelegt. Die Korpertemperatur wurde rektal gemessen und Uber ein
automatisches Regelkreissystem auf 37.0 £ 0.1°C konstant gehalten. Nach trachealer
Intubation wurden die Tiere mit einem 50%/50% Luft-Sauerstoff-Gemisch beatmet. Die
Beatmung erfolgte druckkontrolliert Gber ein kleines Beatmungsgerat fir Nagetiere
(SAR-P 830, CWE Inc., Ardmore, PA) mit einer Frequenz von 130 Atemziigen pro Mi-
nute, einem maximalen Beatmungsdruck von 30 cmH,O und einem positiven endexspi-

ratorischen Druck von 1-3 cmH,0. Zudem wurde ein Drei-Kanal-EKG angeschlossen



um kontinuierlich Herzfrequenz und ST-Streckenhebungen zu Uberwachen. Ein mit
0,9%iger NaCl-Losung gefullter PE-10 Katheter, der mit einem Druck-Messwandler
verbunden ist (Combitrans, B. Braun, Melsungen, Deutschland), wurde in der rechten
A. carotis communis platziert um den mittleren arteriellen Blutdruck zu messen. Die

rechte V. jugularis wurde katheterisiert um kontinuierlich Flussigkeit zu applizieren (20
pl/g/h).

2.2.3 Praparation

Die im Folgenden angefuhrten Préparationen erfolgten unter Zuhilfenahme eines Ste-
reomikroskopes (OPMI-9-FC, Zeiss, Jena, Deutschland) mit VergrofRerungsmoglichkeit
zwischen dem 3,75- bis 10-fachen. Fur die linksseitige Thorakotomie wurde das Fell
der Mause mit flussigem Paraffin (Merck, Darmstadt, Deutschland) bestrichen und an-
schlieBend ein anterolateraler Hautschnitt von der linken Axilla bis zum Processus
xiphoideus vorgenommen. Der M. pectoralis major wurde vom Sternum getrennt und in
die Achselhohle verlagert. Der M. pectoralis minor wurde am kranialen Rand geldst und
nach kaudal geklappt. Im Verlauf wurde dieser wieder tber das Herz gelegt um es vor
Austrocknung zu schutzen. Die Muskeln des vierten Interkostalraumes und die Pleura
parietalis wurden medial der linken Lungengrenze mit einer Pinzette penetriert und die
Pinzette in Richtung Sternum vorgeschoben. Muskeln und Pleura wurden mit einem
Elektrokauter (FST, Heidelberg, Deutschland) durchtrennt. Die dritte Rippe wurde an
ihrem sternalen Ansatz geldst und ein Rippenspreizer (Noras, Wirzburg, Deutschland)
wurde eingesetzt. Der Interkostalraum wurde aufgedehnt, sodass das gesamte Herz ein-
zusehen war. Nach Erdffnung des Perikards wurde der absteigende Ast der linken Ko-
ronararterie (left anterior descending coronary artery, LAD) aufgesucht und ein 6-0 Sei-
denfaden um ihn gelegt. Die Ligatur des LAD erfolgte 1-2 mm unterhalb der Spitze des
linken Herzohres. Dies entspricht ungeféahr einem Viertel der Langenausdehnung des
linken Ventrikels.
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2.2.4 Durchfuhrung der Koronararterienokklusion

Die Koronararterienokklusion erfolgte mit Hilfe eines Systems herabhéngender Ge-
wichte. Die Faden der LAD-Ligatur wurden durch ein Plastikréhrchen gefadelt, das
weiche Rander besitzt um Verletzungen am Myokard zu vermeiden. Die beiden Enden
des Fadens wurden mit je einem standardisierten Gewicht versehen und auf beiden Sei-
ten Uber bewegliche Metallstangen gelegt. Durch Hohenverstellung der Metallstangen
konnte Zug auf den Faden gebracht werden und somit die Okklusion des LAD herbeige-
fuhrt werden. Der Erfolg der Koronararterienokklusion wurde tber die Farbanderung
des Myokards von rot zu weiBllich, die Verfarbung des roten LAD in violett sowie uber
das Auftreten von ST-Streckenhebungen im EKG sichergestellt. Durch Absenkung der
Metallstangen bzw. der Gewichte konnte die Okklusion aufgehoben werden. Durch die
Reperfusion nahm das Myokard seine urspriingliche Farbe an und das EKG normali-

sierte sich.

2.2.5 Experimentelles Protokoll

Die Versuchstiere wurden den Gruppen 1-7 randomisiert zugefiihrt um die Rolle der
Pim-1 Kinase in der Anasthetika-induzierten und ischdmischen Prékonditionierung zu
untersuchen. Die Gruppengrolie betrug n=9 in jeder Gruppe. Nach Abschluss der chi-
rurgischen Interventionen wurde den Tieren eine 30-miniitige Aquilibrierungsphase
gewéhrt. Die myokardiale Ischdmie wurde durch eine 45-minitige Koronararterien-
okklusion (CAOQ) induziert. Es folgte eine Reperfusionsphase von drei Stunden. Die
Tiere der Kontrollgruppe (CON) erhielten keine weitere Behandlung. Den Tieren der
Gruppe 2 (DMSO) wurde 35 Minuten vor der Koronararterienokklusion das Losungs-
mittel Dimethylsulfoxid (10 pl/g) i.p. injiziert. Tiere der Gruppe 3 (Pim-Inh. Il) erhiel-
ten den selektiven Pim-1 Kinase Inhibitor 2-Hydroxy-3-cyano-4-phenyl-6-(3-bromo-6-
hydroxyphenyl)pyridin (Pim-1 Kinase Inhibitor 11, 10 ug/g, gelést in DMSO; Merck,
Darmstadt, Deutschland) 35 Minuten vor CAO intraperitoneal. Die Anésthetika-
induzierte Prékonditionierung in Gruppe 4 (DES) erfolgte mit Desfluran in einer Kon-
zentration von 1,0 MAC (7,5 Vol-%)[89] uber funfzehn Minuten. Der Applikationsbe-
ginn lag dreiBig Minuten vor der CAO. Tiere der Gruppe 5 (DES+Pim-Inh. 1) erhielten

den Pim-1 Kinase Inhibitor Il in Kombination mit Desfluran. Tiere der Gruppe 6 (IPC)
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wurden ischdmisch prékonditioniert, indem drei Zyklen von je finf Minuten Ischdmie
und Reperfusion vor der CAO induziert wurden. In Gruppe 7 (IPC+Pim-Inh. I1) wurde
neben der ischamischen Prakonditionierung der Pim-1 Kinase Inhibitor Il verabreicht.

Das Versuchsprotokoll der Studie ist in Abbildung 3 dargestellt.

30' 10 15" 15 45' 180"

con | |

DMSO } CAO {
S CAO0_

PIM-Inh.Il | cAo |
LPIM-Inh.II

DES : DES |

DES+ | |
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PIM-Inh.il ' M I

T—PIM-Inh.II

" N cao |
i | - |
PIM-Inh.ll ! |

PIM-Inh.lI

A A A A A A A

A Hamodynamik

Abb 3. Schematische Darstellung des experimentellen Protokolls.

CAO = Koronararterienokklusion.

CON = Kaontrollgruppe; DMSO = Dimethylsulfoxid (10 pg/g) i.p. 35 Minuten vor
CAOQO; Pim-Inh.lIl = Pim-1 Kinase Inhibitor 11 (10 pg/g) 35 Minuten vor CAO; DES =
15-minitige Gabe von 1,0 MAC Desfluran 30 Minuten vor CAO; DES+Pim-Inh.1l =
Pim-1 Kinase Inhibitor Il (10 pg/g) i.p. 5 Minuten vor Desflurangabe (1,0 MAC uber 15
Minuten); IPC = ischdmische Prékonditionierung (3 Zyklen von je 5 Minuten Ischamie
und Reperfusion); IPC+Pim-Inh.1l = Pim-1 Kinase Inhibitor Il (10 pg/g) 5 Minuten vor
IPC.

2.2.6 Bestimmung des ischdmischen Areals und der Herzinfarktgrolie

Nach drei Stunden Reperfusionsphase wurden ischamisches Areal und Herzinfarktgrolie
bestimmt. Der LAD wurde erneut okkludiert und 1 ml Evans Blue (0,1 g/ml; Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) wurde langsam in die A. carotis injiziert, sodass
sich das gesamte Myokard bis auf das ischdmische Gebiet distal der Okklusion blau

anfarbte. Nach i.p. Injektion einer todlichen Dosis Natrium-Pentobarbital (150 pg/g)
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wurde das Herz entnommen. Der linke Ventrikel wurde rasch préapariert und fiir 20 Mi-
nuten bei -20°C eingefroren. Das Gewebe wurde mittels einer Acrylherzmatrix (Aster
Industries, McCandles, PA) in sieben bis acht Transversalschnitte von je 1 mm Dicke
zerteilt. Die Schnitte wurden in 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC, 20 mg/ml;
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) bei 37°C flr dreiRig Minuten inkubiert.
Folglich demarkierte sich infarziertes Gewebe weil3, wéhrend vitales Gewebe rot blieb.
Die Gewebsschnitte wurden Uber Nacht in 10% Formaldehyd (Fischar, Saarbriicken,
Deutschland) fixiert. Sie wurden gewogen und digital fotografiert (Finepix S3 Pro,
Fujifilm, Tokio, Japan). Die Fotos wurden mittels AdobePhotoshop CS 8.0.1 (Adobe
System Inc., San Jose, CA) ausgewertet. Normales Myokard, ischdmisches Areal und
Herzinfarktgebiet wurden durch eine geblindete Person gravitoplanimetrisch bestimmt,
wobei blaue Bereiche dem unversehrten Myokard, rote der AAR und weilRe Areale dem
Herzinfarktgebiet entsprechen. Tiere mit einer AAR von weniger als 20% wurden von

den Auswertungen ausgeschlossen.

2.2.7 Western Immunoblot

In einem zweiten Versuchsansatz wurden die Tiere erneut sechs Versuchsgruppen ran-
domisiert zugefihrt, wobei jeder Gruppe sechs Mé&use zugeteilt wurden (n=6). Die Kon-
trollgruppe (CON) erhielt Kochsalz, eine weitere Gruppe den Pim-1 Kinase Inhibitor 11
(Pim-Inh. 11). Zwei weitere Gruppen wurden entweder lediglich mit Desfluran prékondi-
tioniert (DES) oder erhielten in Verbindung mit der Desfluran-induzierten Prékonditio-
nierung den Pim-1 Kinase Inhibitor Il (DES+Pim-Inh.Il). Die Tiere einer zusatzlichen
Gruppe wurden ischamisch prékonditioniert (IPC). Einer weiteren Gruppe wurde neben
ischamischer Prakonditionierung der Pim-1 Kinase Inhibitor Il (IPC+Pim-Inh. II) verab-
reicht. Ziel dieser zweiten Versuchsanordnung war es die Effekte der Prakonditionie-
rung auf die Expression der Pim-1 Kinase und des Proteins Bad zu untersuchen sowie
die Phosphorylierung von Bad an Serin 112 zu bestimmen. Hierfir wurde die Technik
des Western Immunoblots angewandt. Fiinfzehn Minuten nach der Applikation von
Desfluran bzw. zu den entsprechenden Zeiten der anderen Versuchsgruppen wurden die
Mausherzen rasch herausprapariert. Der linke Ventrikel wurde in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C fir den weiteren Gebrauch gelagert.
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Die Myokardproben wurden in eiskaltem RIPA Puffer mit einem Homogenisator (IKA®
RW14 basic, IKA® Werke, Staufen, Deutschland) mit Glaskolben in den dazugehori-
gen Homogenisatorzylindern auf Eis fur 30 Sekunden bei zirka 1500 U/min homogeni-
siert. Die gewonnenen Homogenate wurden bei 12.000g und 4°C fir dreiBig Minuten
zentrifugiert (Sepatech Megafuge 1,0R, Heraeus, Hanau, Deutschland). Der Uberstand,
der Zytosol und in Einzelteile zerlegte Zellfraktionen enthélt, wurde ungetrennt flr wei-

tere Analysen verwendet.

Verwendete Ldsungen:

PBS (5-fach) pH 7,4:

41,17 g NapHPO,4 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

11,73 g NaH,PO, (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

20 g NaCl (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

930 ml H,O (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland)

RIPA-Puffer:

97,5 ml PBS

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

0,5% Sodium Desoxycholic Acid (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

0,1% Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamid (Sigma Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

fur phospho-Proben zusatzlich:

Proteaseinhibitor (Complete mini, Roche diagnostics, Mannheim, Deutschland)
NaFl 20 mM (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Na-Vanadat 1 mM (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

In einer dritten Versuchsserie wurde das myokardiale Gewebe nach einer zweistiindigen
Reperfusionsphase entnommen um den zytosolischen Gehalt an Cytochrom C zu mes-
sen. Dieses dient als Marker fir die Induktion der apoptotischen Kaskade. Das Gewebe
wurde in eiskaltem PBS gewaschen und in Puffer A homogenisiert. Den Homogenaten
wurde Puffer A+ (Puffer A mit Triton X-100 (Sigma Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland) versetzt) zugefligt und die Proben wurden fur flinfzehn Minuten auf Eis

inkubiert. Nach Durchmischung der Proben wurden diese fur dreiBig Minuten bei
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10.000g zentrifugiert. Der Uberstand mit dem Zytosol wurde abgenommen und das Pel-

let bei -80°C fur spateren Gebrauch eingefroren.

Verwendete Lsungen:

Puffer A:

10 mM HEPES pH 7,9 (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

10 mM KCI (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

0,1 mM EDTA (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
0,1 mM EGTA (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

Die Proteinkonzentration der homogenisierten Proben wurde photometrisch mittels
Bradford-Methode[90-91] bestimmt. Jeweils 1ul Lysat wurde in Kunststoffkiivetten
(Sarstedt, Nirmbrecht, Deutschland) mit 800ul H,O und 200ul Bradford-Reagenz (Bio-
Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland) versetzt und mittels Pipette gut
durchmischt. AnschlieRend wurde die Absorption bei 595nm spektrophotometrisch mit-
tels HP620 (Hewlett-Packard GmbH, Béblingen, Deutschland) gemessen und die Pro-

teinkonzentrationen mithilfe der Standardkurve bestimmt.

In ein frisches Reaktionsgefal wurden 60ug Protein pipettiert und mit dem jeweiligen
Losungspuffer (RIPA, Puffer A) auf 20ul aufgefillt. Hinzu wurde 20ul Laemmli Puffer
(BioRad, Hercules, CA, USA) mit 0,5% B-Mercapto-Ethanol (Sigma Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) gegeben. Dieses Gemisch wurde fur funf Minuten in einem
95°C Warmeblock (Techne, Dri-Block® DB-2A, Cambridge, UK) denaturiert und kurz
bei 10.000g (Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert. Es
schloss sich eine SDS-Page-Gelelektrophorese an. Die Proben wurden auf ein 15%iges
Polyacrylamidgel aufgetragen, elektrophoretisch getrennt (Mini-PROTEAN 3, BioRad
Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland) und schliellich auf eine Nitrozellulose-

membran (Protran, Whatman GmbH, Dassel, Deutschland) ibertragen.
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Verwendete Ldsungen:

Zusammensetzung des Trenngels (15%):

2,35 ml H,O (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland)

2,5ml 1,5 M Tris pH 8,8 (Tris ultrapure AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
100 pl 10% SDS (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

5 ml Acrylamide/ Bis (30:2) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)
50 ul APS

5 ul TEMED (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

Zusammensetzung des Sammelgels (5%):

2,85 ml H,O (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland)

1,25 ml 0,5 M Tris pH 6,8 (Tris ultrapure AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
50 pl 10% SDS (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

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

5 ul TEMED (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Elektrophorese-Puffer (5 fach) pH 8,3:

15 g Tris (Tris ultrapure AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)

72 g Glycin (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

5 g SDS (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

900 ml H,O (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland)

Transfer-Puffer

200 ml Elektrophorese-Puffer (5- fach)

200 ml Methanol (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

600 ml H,0 (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland)

Um den unspezifischen Hintergrund der Membran zu blockieren wurde diese in einer
Losung aus 2,5% nicht fettem Milchpulver (BioRad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland) und 2,5% Albuminpulver aus Rinderserum (Sigma Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland) gelost in PBS-Tween 20 fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inku-
biert. Die Membranen wurden anschliefend mit folgenden Antikdrpern beschichtet:
anti-Pim-1 Kinase 1:100 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-Bad 1:50
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-phospho-Bad>*™*? 1:1000 (Santa
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Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), anti-Cytochrom C 1:300 (Santa Cruz Biotechno-
logy, Santa Cruz, CA). Als Ladekontrolle wurden die Antikorper Maus anti-GAPDH
1:3000 (Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase; Millipore, Billerica, MA) und
Maus anti-aB-Crystallin 1:3000 (Assay Designs, Ann Arbor, MI) verwendet. Nach Be-
schichtung mit den ZweitantikOrpern anti-Maus bzw. anti-Kaninchen (beide GE
Healthcare, Freiburg, Deutschland) wurden die Proteinbanden mit Hilfe eines ECL®
Detektionsreagenz (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) detektiert und auf einem
Rontgenfilm (Fuji medical X-Ray Film, Disseldorf, Deutschland) sichtbar gemacht.
Die Entwicklung erfolgte mit einem Rontgenfilmentwickler (Kodak X-omat 2000, Ko-
dak, New York, USA). Die Filme wurden eingescannt und die optische Dichte der Pro-
teinbanden Uber das Programm ImageJ software (NIH) ermittelt. Die optische Dichte
des Zielproteins wurde auf die Expression der Ladekontrolle genormt. Das Verhaltnis

der Kontrollgruppe wurde gleich 100% gesetzt.

2.2.8 Auswertung der Daten und Statistik

Das EKG, die systemischen hdmodynamischen Parameter und die Kdrpertemperatur der
Versuchstiere wurden kontinuierlich auf einem Personalcomputer (Fujitsu Siemens,
Augsburg, Deutschland) mittels eines speziellen Programms (Notocord® hem 3.5,
Croissy sur Seine, Frankreich) aufgezeichnet und analysiert. Die Poweranalyse ergab
eine GruppengrdRe von n=8 um bei den Mittelwerten der Herzinfarktgro3e einen Unter-
schied von 15% mit einer Power von 0,8 bei einem a-Level von 0,05 zu detektieren. Die
statistische Analyse der Daten innerhalb und zwischen den Gruppen wurde mit einer
einseitigen bzw. zweiseitigen Varianzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt. Es folgte ein
Post hoc Duncan Test. Alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm SSPS
15.0 (The Apache Software Foundation, Forrest Hill, MD) durchgefuhrt. Unterschiede
bei den Mittelwerten wurden als statistisch signifikant erachtet, wenn p<0,05 war. Die
Daten sind als Mittelwert £ SEM dargestellt.
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3 Ergebnisse

Insgesamt wurden 141 Mause in die Studie eingeschlossen. 69 Ma&use wurden dem
Isch&mie-Reperfusionsmodell zugefiihrt um 63 erfolgreiche Experimente durchzufih-
ren. Sechs Tiere wurden ausgeschlossen, da sie eine Pumpschwéche wéhrend der Koro-
nararterienokklusion erlitten (ein Tier in der Kontrollgruppe, zwei in der DMSO Grup-
pe, eins in der Pim-Inh. 11 Gruppe und eins in der IPC+Pim-Inh. 1l Gruppe) oder da die
AAR unter 20% lag (ein Tier in der Pim-Inh. 11 Gruppe). 72 Mduse wurden zur Mes-

sung der Proteinexpressionen mittels Western Immunoblot verwendet.

3.1 Hamodynamische Parameter, ischAmisches Areal (AAR)

Die systemischen, hdmodynamischen Parameter (Tabelle 1) am Ende der Baseline, nach
der jeweiligen Intervention, nach der Memory-Phase und nach der Koronararterien-
okklusion sowie 60, 120 und 180 Minuten nach der Reperfusion unterschieden sich
zwischen den verschiedenen Gruppen nicht. Der mittlere arterielle Blutdruck war wéah-
rend der Koronararterienokklusion in vier Gruppen (Pim-Inh. Il, DES, DES+Pim-Inh. Il
und IPC+Pim-Inh. Il) und nach 180 Minuten Reperfusion in einer Gruppe (DES) signi-
fikant gegentiber der Baseline erniedrigt.

Das Korpergewicht, das Gewicht des linken Ventrikels sowie des ischamischen Areals
(AAR) unterschieden sich zwischen den Gruppen nicht (Tabelle 2).
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Tabelle 1: Systemische hamodynamische Parameter

Reperfusion

Baseline Intervention MEM CAO 60 Min 120 Min 180 Min
HF (Min™)
CON 458 + 14 457 +13 445 + 11 459 + 16 446 + 16 450 + 14 456 + 11
DMSO 489 + 16 489 + 16 488 + 14 462 +9 461 + 10 472 +13 474 + 14
Pim-Inh.II 493 + 17 485 + 11 489 + 14 475+ 16 481 + 15 490 + 13 480 + 14
DES 474 + 13 421 + 14 440 + 34 438 +18 447 + 14 453 + 14 460 + 14
DES+Pim-Inh.Il 484 +9 481 + 8 487 +5 491 +11 472 £ 11 479 + 13 488 + 9
IPC 459 + 12 438 +13 458 + 20 439 + 18 440 * 20 437 +19 443 + 17
IPC+Pim-Inh.1l 491 + 17 485 + 17 488 + 12 460 + 11 481 +8 495 + 12 498 + 14
MAP (mmHg)
CON 70+3 67 £4 66 + 2 55+ 3 64 +3 60 + 4 61+2
DMSO 71+3 68 +5 64 + 2 55 + 4 57 + 4 58 + 4 62 + 6
Pim-Inh.II 71+2 61+4 64 + 4 53+4° 59 + 4 61+5 62 +3
DES 7142 68 + 4 71+3 57 +3 63 +2 61+3 60 +2"
DES+Pim-Inh.Il 73 +3 69 + 2 68 +3 55+ 3 63+3 58 + 4 62 +4
IPC 71+4 66 + 3 68 + 3 52 +4 59 + 4 58 + 4 58 +3
IPC+Pim-Inh.Il 74+ 4 60 + 4 59 +5 51+3 59 + 2 59 + 2 59 +3



Tab 1. Alle Daten sind Mittelwerte £ SEM. n =9 in jeder Gruppe.

* signifikant (p<0,05) verschieden zur Baseline.

HF = Herzfrequenz, MAP = mittlerer arterieller Druck.

CON = Kontrolle, DMSO = Dimethylsulfoxid, PIM-Inh.Il = Pim-1 Kinase Inhibitor 11,
DES = Desfluran, IPC = ischdmische Prékonditionierung.

Die Daten wurden am Ende der Baseline-Phase, nach Ablauf einer Intervention (nach
Gabe von Desfluran, nach IPC oder zu korrespondierenden Zeitpunkten), wahrend der
Memory-Phase (= MEM), am Ende der Koronararterienokklusion (= CAO) sowie 60,
120 und 180 Minuten nach Beginn der Reperfusionsphase gemessen. Die Zeitpunkte
sind in Abb. 3 als Dreiecke markiert.
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Tabelle 2: Kérpergewicht und Planimetrie

n KG LV LV/KG AAR IS IS/LV AAR/LV
[a] [mg] [%] [mg] [mg] [%] [%]

CON 9 234+04 66.7 1.0 0.29+0.01 22.8+4.2 109+2.2 16.3+3.2 341+6.3
DMSO 9 25.6+0.9 72.8+2.6 0.28 £0.01 265+25 124+21 16.7+2.2 36.1+2.4
Pim-Inh.11 9 24.8+0.8 66.6 + 3.6 0.27 £0.01 251+3.1 108+11 16.2+ 1.6 37.8+45
DES 9 253+1.1 70.9+3.9 0.28 £0.01 224+18 3.8+£0.9 55+1.5 320+£2.8
DES+Pim-Inh.II 9 254+0.8 726 +£3.0 0.29+0.01 23.8+2.5 11.0+1.9 148+21 324+25
IPC 9 23.1+0.5 66.4 + 1.6 0.29+0.01 222+23 43+06 6.5+1.0" 334+35
IPC+Pim-Inh.1I 9 253+0.4 73.0+2.8 029+ .01 26.9+1.6 9.9=+0.7 13.5+0.7 36.9+2.0

Tab 2. Alle Daten sind Mittelwerte + SEM.

* signifikant (p<0,05) verschieden zu CON.

KG = Korpergewicht, LV = linker Ventrikel, AAR = area at risk (Risikoareal), IS = InfarktgroRe.

CON = Kontrolle, DMSO = Dimethylsulfoxid, DES = Desfluran, PIM-Inh.1l = Pim-1 Kinase Inhibitor Il, IPC = ischdmische Prakonditio-
nierung.



3.2 HerzinfarktgroRen

Die GroRe des Herzinfarktes (IS/AAR) betrug 47 + 2% in der Kontrollgruppe (Abbil-
dung 4). Pim-1 Kinase Inhibitor Il (Pim-1 Inh. 1I; 43 £ 2%) alleine und sein L&sungs-
mittel Dimethylsulfoxid (DMSO; 46 + 4%) alleine reduzierten die HerzinfarktgroRe
nicht. Die Gabe von 1,0 MAC Desfluran (DES; 16 *+ 3%; p<0,05) verkleinerte die Herz-
infarktgroRe signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Blockade der Pim-1
Kinase mit dem Pim-1 Kinase Inhibitor Il hob den Effekt der Desfluran-induzierten
Prékonditionierung vollstandig auf (DES+Pim-1 Inh. Il; 44 + 4%). Drei Zyklen von je
funf Minuten Ischdmie bzw. Reperfusion reduzierten die HerzinfarktgroRe in &hnlichem
Ausmall wie die Anasthetika-induzierte Prakonditionierung (IPC; 19 £ 2%; p<0.05).
Die ischamische Prékonditionierung wurde durch Applikation des Pim-1 Kinase Inhi-
bitors 1l (IPC+Pim-1 Inh. II; 37 + 2%; p<0,05 vs. CON und IPC) teilweise aufgehoben.
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Abb 4. Darstellung der HerzinfarktgroRen (IS) in Prozent des linksventrikuléren ischa-
mischen Areals (AAR).
Alle Daten sind Mittelwerte + SEM. n =9 in jeder Gruppe.
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“ signifikant (p<0.05) verschieden zur Kontrollgruppe. * signifikant (p<0,05) verschie-
den zu DES+Pim-Inh.1l. ® signifikant (p<0,05) verschieden zu IPC. t signifikant
(p<0,05) verschieden zu Pim-Inh. II.

Die Maéuse erhielten entweder keine Intervention (CON) oder Dimethylsulfoxid
(DMSO), Desfluran (DES) und ischdmische Prékonditionierung (IPC). Der Pim-1 Kina-
se Inhibitor 1l wurde alleine (Pim-1 Inh.Il) oder in Kombination mit Desfluran
(DES+Pim-1 Inh.Il) bzw. ischdamischer Prékonditionierung (IPC+Pim-1 Inh.Il) gege-
ben.

3.3 Western Immunoblot

3.3.1 Pim-1 Kinase, Bad, phospho-Bad®***?

Die Expression der Pim-1 Kinase (Abbildung 5) wurde durch keine der in den Untersu-

chungen eingesetzten Interventionen und Pharmaka beeinflusst.
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Abb 5. Western Blot Analyse der myokardialen Expression der Pim-1 Kinase.
Es werden original représentative Immunoblots sowie die durchschnittlichen densito-
metrischen Ergebnisse als Prozentwert zur Kontrolle gezeigt (n = 6 pro Gruppe).
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Die Expression des Proteins Bad wurde ebenfalls durch keine der durchgefihrten Inter-
ventionen beeinflusst (Abbildung 6A). Die Gabe des Pim-1 Kinase Inhibitors Il veran-
derte den Phosphorylierungsgrad von Bad an Serin 112 nicht. Desfluran und ischami-
sche Prakonditionierung fiihrten zu einer tendenziell, jedoch nicht signifikant vermehr-
ten Phosphorylierung von Bad an Serin 112. Die Desfluran-induzierte Phosphorylierung
von Bad an Serin 112 wurde durch Gabe des Pim-1 Kinase Inhibitors Il signifikant re-
duziert, wéahrend dagegen die IPC-induzierte Phosphorylierung nicht beeinflusst wurde
(Abbildung 6B).
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Abb 6. Western Blot Analyse der myokardialen Expression von Bad (A) und an Serin
112 phosphoryliertem Bad (B).
Es werden original reprasentative Immunoblots sowie die durchschnittlichen densito-
metrlschen Ergebnisse als Prozentwert der Kontrolle gezeigt (n = 6 pro Gruppe).

8 signifikant (p<0,05) verschieden zu DES.

3.3.2 Cytochrom C

Die alleinige Gabe des Pim-1 Kinase Inhibitors Il hatte keinen Einfluss auf den zytoso-
lischen Gehalt an Cytochrom C (Abbildung 7). Desfluran flihrte zu einer tendenziellen,
jedoch nicht signifikanten Reduktion des zytosolischen Gehalts an Cytochrom C. Diese
tendenzielle Reduktion wurde durch den Pim-1 Kinase Inhibitor Il aufgehoben. IPC
fihrte im Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls zu einer tendenziellen, jedoch nicht
signifikanten Verringerung des Gehalts an Cytochrom C im Zytosol. Diese IPC-indu-
zierte tendenzielle Reduktion an zytosolischem Cytochrom C wurde durch die pharma-

kologische Blockade der Pim-1 Kinase nicht beeintrachtigt.
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Abb 7. Western Blot Analyse des zytosolischen Gehalts an Cytochrom C.

Es werden original représentative Immunoblots sowie die durchschnittlichen densito-
metrischen Ergebnisse als Prozentwert der Kontrolle gezeigt (n = 6 pro Gruppe).

" signifikant (p<0,05) verschieden zur Kontrollgruppe. ® signifikant (p<0,05) verschie-
den zu DES.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese getestet, dass die Desfluran-induzierte
und ischamische Prékonditionierung gegen Myokardinfarkt sowie ihre anti-apoptoti-
schen und kardioprotektiven Effekte durch die Pim-1 Kinase vermittelt werden. Hierfur
wurde ein akutes in vivo Herzinfarktmodell der Maus verwendet. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen, dass sowohl Desfluran als auch drei Zyklen von je funf Minuten Isché-
mie bzw. Reperfusion eine Préakonditionierung im akuten in vivo Herzinfarktmodell der
Maus induzieren konnen. Dies wird anhand der dargelegten Reduktion der Herzinfarkt-
grole sichtbar. Diese Ergebnisse stehen mit den Erkenntnissen zahlreicher anderer Stu-
dien in Einklang, die sich entweder mit ischdmischer oder Anésthetika-induzierter
Prékonditionierung beschéaftigt haben[10-11, 16-18, 92-93].

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit besteht in der Tatsache, dass die pharmakologi-
sche Blockade der Pim-1 Kinase die Desfluran-induzierte Prakonditionierung gegen
Myokardinfarkt vollstdndig aufhebt, wéhrend die Effekte der ischdamischen Prakon-
ditionierung nur teilweise blockiert werden. Somit zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit,
dass die Serin-Threonin-Kinase Pim-1 in die Signaltransduktionskette sowohl der
ischamischen als auch der Anasthetika-induzierten Prékonditionierung involviert ist.
Die Pim-1 Kinase wird als ein entscheidender Mediator beim Zelliiberleben des Kardio-
myozyten beschrieben. Die Uberexpression der Pim-1 Kinase in transgenen Mausen
fuhrt nach pathologischer Druck- und Volumenbelastung des Mauseherzens zu einer
Verringerung kardialer Hypertrophie[77]. Verantwortlich hierflr sind eine Verbesse-
rung der hdmodynamischen Funktion, die Reduktion fibrotischer Umbauvorginge so-
wie das verringerte Auftreten des apoptotischen Zelltodes[77]. Die Pim-1 Kinase ist der
Kinase Akt nachgeschaltet[76]. Es konnte gezeigt werden, dass die Blockierung von
PI3K/Akt durch Wortmannin oder LY294002 die ischamische Prakonditionierung ge-
gen Myokardinfarkt in isolierten Rattenherzen teilweise aufhebt[94]. Dagegen wird die
Anésthetika-induzierte Prékonditionierung mittels 30-minutiger Applikation von 1
MAC Isofluran durch die Inhibition von PI3K/Akt mit Wortmannin in isolierten Rat-
tenherzen vollstdndig blockiert[44]. In Kombination mit den Ergebnissen der vorliegen-

den Arbeit lassen diese Erkenntnisse darauf schlieBen, dass der PI3K/Akt/Pim-1-
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Signaltransduktionsweg eine unterschiedliche Rolle bei der Vermittlung der ischami-
schen und Anasthetika-induzierten Prakonditionierung gegen Myokardinfarkt spielt.

Die Pim-1 Kinase gehért zur Gruppe der Calcium/Calmodulin regulierten Kinasen
(CaMK)[69]. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die Calcium/Calmodulin regulierte
Kinase Il bei der Vermittlung der Anésthetika-induzierten Prakonditionierung und Post-
konditionierung im in vivo Herzinfarktmodell des Kaninchens eine wichtige Rolle
spielt[70-71]. Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen in Einklang mit jenen vorherigen.
Dies deutet auf eine Schlisselrolle der CaMK-Proteinfamilie beziiglich der Signaltrans-
duktion der Andsthetika-induzierten Kardioprotektion hin.

Die Pim-1 Kinase phosphoryliert Bad spezifisch an Serin 112[83]. Bad ist ein
proapoptotisches Protein aus der Gruppe der Bcl-2-Proteine[85]. Die Phosphorylierung
fuhrt zu dessen Inaktivierung und folglich zur Prévention von apoptotischem Zell-
tod[83]. Ferner verlangert die Pim-1 Kinase das Uberleben der Zelle und reduziert die
durch Apoptose hervorgerufene mitochondriale Dysfunktion in hamatopoetischen Zel-
len der Maus[69]. Diese Wirkung ist zumindest teilweise von der Aktivitat des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 abhédngig[88]. Phosphoryliertes, inaktives Bad fuhrt zu
gesteigerter Aktivitat von Bcl-2, sodass dieses seine antiapoptotischen Fahigkeiten ent-
falten kann[83]. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen als Antwort auf ischamische und
Desfluran-induzierte Prakonditionierung einen tendenziellen Anstieg der Phosphorylie-
rung von Bad an Serin 112. Dies deutet auf eine Aktivierung der Pim-1 Kinase hin. Die
einzelnen Tierversuchsgruppen dieser Arbeit unterschieden sich jedoch nicht in der ba-
salen Expression der Pim-1 Kinase, sodass die beobachteten Ergebnisse hiervon weit-
gehend unbeeinflusst bleiben. Der Desfluran-induzierte Anstieg der Phosphorylierung
von Bad an Serin 112 wurde durch die pharmakologische Blockade der Pim-1 Kinase
signifikant reduziert. Die IPC-induzierte Phosphorylierung von Bad wurde durch den
Pim-1 Kinase Inhibitor 11 dagegen nicht beeinflusst. Diese Ergebnisse lassen eine unter-
schiedliche Rolle der Pim-1 Kinase bei der Vermittlung der ischdmischen und Desflu-
ran-induzierten Prakonditionierung vermuten. Einhergehend mit den vorliegenden Da-
ten wurde ebenfalls ein Anstieg der Phosphorylierung von Bad an Serin 112 nach

Isofluran-induzierter Prakonditionierung beschrieben[60]. Es ist bekannt, dass Akt Bad
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vorzugsweise an Serin 136 phosphoryliert[95]. Basierend auf diesen Ergebnissen und
den Daten dieser Arbeit ist zu vermuten, dass die beobachtete Phosphorylierung von
Bad an Serin 112 wahrscheinlich eher ein Effekt der Pim-1 Kinase als ein direkter Ef-
fekt von Akt ist.

Wie bereits gezeigt werden konnte, spielt neben dem nekrotischen Zelltod auch die
Apoptose kardialer Myozyten eine entscheidende Rolle bei der Entstehung des Isché-
mie-Reperfusionsschadens. Es wurde dargelegt, dass die Blockierung der Apoptose bei
Mausen zu einer Reduktion der HerzinfarktgroRe um 60% fihrt[96]. Die Aktivierung
von Akt konnte die HerzinfarktgroRe und die Apoptose kardialer Myozyten nach dem
Einfluss von Ischamie und Reperfusion reduzieren. Kardiale Dysfunktion und Hypoxie,
die durch Pathologien in der Calcium-Homdostase hervorgerufen werden, konnten ver-
hindert werden[97]. Transgene Mause mit spezifischer kardialer Uberexpression von
Bcl-2 zeigten eine 50%-ige Reduktion der Herzinfarktgrofie und geringere apoptotische
Veranderungen, die dem Ischdmie-Reperfusionsschaden regelhaft folgen[98]. In einer
weiteren Studie reduzierte die Uberexpression von Bcl-2 in kardialen Myozyten die
Ischamie-induzierte Nekrose ebenso wie die Apoptose. Uberexpression von Bcl-2 re-
sultierte in einem 20%-igen Abfall des TTC-gemessenen (nekrotischen) und einem 3%-
igen Abfall des TUNEL-gemessenen (apoptotischen) Zelltodes[99]. Somit kann die
Reduktion des infarzierten Gewebes nicht allein der Reduktion des apoptotischen Zell-
todes zugemessen werden. Diese Ergebnisse deuten an, dass Bcl-2 neben seinen anti-
apoptotischen Fahigkeiten ebenso reduzierende Einflusse auf den nekrotischen Zelltod
ausubt. Die mitochondriale Permeabilitatspore (mPTP) als vermutlicher Endeffektor der
Kardioprotektion gegen den Ischdmie-Reperfusionsschaden ist in die Entstehung so-
wohl des apoptotischen, als auch nekrotischen Zelltodes involviert[39, 100-102]. Zu-
dem gibt es eine steigende Anzahl an Hinweisen durch andere Untersuchungen, dass
eine Kommunikation zwischen den Signalwegen der Apoptose[59, 103-105], der Nek-
rose[106-107] bzw. Autophagie[108] besteht. Der exakte Anteil jeder einzelnen Form

des Zelltodes konnte sich jedoch im in vivo und in vitro Modell unterscheiden.

Cytochrom C ist im intermembrandsen Zwischenraum des Mitochondriums lokalisiert

und wird durch apoptotische Stimuli (z.B. Zytokine, oxidativer Stress, Viren) ins Zyto-
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sol freigesetzt[109-110]. Die Aktivierung von Bcl-2 verhindert die Freisetzung von Cy-
tochrom C aus dem mitochondrialen, intermembrandsen Zwischenraum in das Zyto-
sol[111-114]. Es wurde gezeigt, dass die Freisetzung von Cytochrom C ein frihes Er-
eignis bei der Induktion der apoptotischen Kaskade darstellt. Es schliel3en sich die Akti-
vierung von Caspasen sowie die mitochondriale Depolarisierung an[115-117]. Der ge-
naue Mechanismus der Freisetzung von Cytochrom C ist jedoch bislang unbekannt und
bedarf weiterer Untersuchungen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine
tendenzielle Reduktion der Freisetzung von Cytochrom C nach ischamischer und Des-
fluran-induzierter Prakonditionierung. Die Desfluran-induzierte Reduktion von frei-
gesetztem Cytochrom C wurde durch die Applikation des Pim-1 Kinase Inhibitors 11
vollstandig aufgehoben. Dagegen konnte kein Einfluss der Pim-1 Blockade auf die IPC-
induzierte Reduktion des zytosolischen Gehaltes an Cytochrom C festgestellt werden.
Die vorliegenden Ergebnisse deuten demnach auf eine unterschiedliche Rolle des Pim-
1-Kinase-Signalweges in der Vermittlung der antiapoptotischen Fahigkeiten der ischa-
mischen und Desfluran-induzierten Préakonditionierung hin. In anderen Untersuchungen
wurde gezeigt, dass Isofluran und Sevofluran Apoptose in humanen T-Lymphozyten
induzieren, wahrend dagegen Desfluran in diesen Studien keine apoptotischen Auswir-
kungen zeigte[118]. Bezuglich der ischdmischen Prékonditionierung bestatigen die Er-
gebnisse dieser Untersuchung vorherige Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen, dass IPC
durch sechs Zyklen je vierminutiger Ischamie und Reperfusion bei Méusen zu einer

reduzierten Freisetzung von Cytochrom C ins Zytosol flihrte[119].

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten unter der Bedingung betrachtet werden, dass meh-
rere mogliche limitierende Faktoren bestehen, die die Aussagekraft der Ergebnisse ein-
schréanken konnen. Die Grolie des ischamischen Areals (AAR) und der Betrag des koro-
naren Kollateralblutflusses stellten sich als entscheidende Determinanten der Herzin-
farktgrofie heraus. Die AAR unterschied sich jedoch zwischen den Gruppen nicht, so-
dass ihr Einfluss vernachléssigt werden kann. Der koronare Kollateralblutfluss wurde in
dieser Studie nicht gemessen. Es ist aber bekannt, dass kleine Nagetiere nur wenig bis
gar keinen Kollateralblutfluss am Herzen aufweisen[120]. Somit ist es sehr unwahr-
scheinlich, dass die AAR oder der koronare Kollateralkreislauf ursachlich fiir die Unter-

schiede in der HerzinfarktgroRe waren. Der myokardiale Sauerstoffverbrauch wurde in
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dieser Studie nicht direkt quantifiziert. Daher kann nicht vollstdndig ausgeschlossen
werden, dass Verénderungen im Verhéltnis des myokardialen Sauerstoffverbrauches
zum -angebot mitverantwortlich fir das Zustandekommen der Ergebnisse sein kdnnten.
Der Pim-1 Kinase Inhibitor Il wurde in anderen Untersuchungen als selektiv fir die
Pim-1 Kinase[121] mit einer grol3en Selektivitat gegenuber der Pim-2 und Pim-3 Kinase
beschrieben. Trotzdem kénnen mogliche Einflisse des Pim-1 Kinase Inhibitors 11 auf
die Pim-2 oder Pim-3 Kinase und andere Kinasen, die in die Signaltransduktionswege
der ischdmischen und Desfluran-induzierten Prakonditionierung eingebettet sind, nicht
vollends ausgeschlossen werden. Es wurde gezeigt, dass die Pim-1 Kinase Bad spezi-
fisch an Serin 112 phosphoryliert[83]. Es kann dennoch nicht ausgeschlossen werden,
dass andere Kinasen, die an der Signalkaskade der Prékonditionierung beteiligt sind,
insbesondere Akt, Bad an derselben Stelle phosphorylieren kénnten[122]. Es konnte
jedoch demonstriert werden, dass Akt Bad vornehmlich an Serin 136 phospho-
ryliert[95].

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass ischamische und
Desfluran-induzierte Prakonditionierung gegen Myokardinfarkt zumindest teilweise
durch die Aktivierung der Pim-1 Kinase vermittelt werden. Die antiapoptotischen Wir-
kungen der Desfluran-induzierten Prakonditionierung werden zu einem Teil Uber die
Aktivierung der Pim-1 Kinase vermittelt. Die kardioprotektive Signalvermittlung tber
die Pim-1 Kinase scheint bei der ischdmischen und Desfluran-induzierten Prakonditio-

nierung in M&usen in vivo eine unterschiedliche Rolle zu spielen.
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5. Zusammenfassung

Das Phanomen der kardialen Prakonditionierung beschreibt die Mdéglichkeit durch be-
stimmte Stimuli die Toleranz des Myokardgewebes gegenlber lang andauernden Isché-
mien zu erhéhen. Es existieren zwei Formen der Prakonditionierung: die ischdmische
(IPC) und die pharmakologisch induzierte Prakonditionierung (PPC). Eine wichtige
Form der PPC stellt die Andsthetika-induzierte Prakonditionierung (APC) dar.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit erfolgten anhand eines in vivo Myokardin-
farktmodells der Maus. Die IPC wurde durch mehrere kurze Episoden ischdmischer
Ereignisse hervorgerufen und fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Herzinfarkt-
grolRe um bis zu 70 Prozent. Bei der APC wurde das Myokard mittels Applikation des
volatilen Ané&sthetikums Desfluran prékonditioniert. Das Ausmal} der Herzinfarktgro-
Renreduktion war mit dem der IPC vergleichbar. Neben dem Nachweis der prakonditio-
nierenden Effekte von IPC und Desfluran war es Ziel dieser Arbeit die Rolle der Serin-
Threonin-Kinase Pim-1 und ihrer antiapoptotischen Fahigkeiten zu ermitteln.

Die Bedeutung der Pim-1 Kinase in der Signalvermittlung der ischdmischen und Des-
fluran-induzierten Prakonditionierung wurde Uber deren Blockade mit dem selektiven
Pim-1 Kinase Inhibitor Il untersucht. Der prakonditionierende Effekt von Desfluran
konnte durch die Blockade der Pim-1 Kinase vollstandig aufgehoben werden, wahrend
die Wirkung der IPC nur teilweise aufgehoben wurde. Somit ist die Pim-1 Kinase in die
Signalvermittlung der IPC und Desfluran-induzierten Prékonditionierung involviert. Sie
scheint jedoch eine unterschiedliche Rolle bei IPC und APC zu spielen.

Mittels Western Immunoblot erfolgte die Bestimmung der Proteinexpression von Pim-1
Kinase, Bad und phospho-Bad>*™'2. Die Bestimmung des Phosphorylierungsausmafes
von Bad an Serin 112 diente als Surrogatparameter der Pim-1-Aktivitat. Nach ischami-
scher und Desfluran-induzierter Préakonditionierung zeigte sich eine tendenzielle Zu-
nahme der Phosphorylierung von Bad. Im Falle der Desfluran-induzierten Préakonditio-
nierung konnte dieser Effekt durch Applikation des Pim-1 Kinase Inhibitors Il signifi-
kant reduziert werden, wéhrend dagegen bei der IPC kein Einfluss des Pim-1 Kinase
Inhibitors Il beobachtet werden konnte.

Als intrazelluldrer Marker der Apoptoseinduktion wurde der zytosolische Gehalt an
Cytochrom C bestimmt. Nach IPC und APC zeigte sich eine tendenzielle Reduktion des
zytosolischen Gehaltes an Cytochrom C. Durch Applikation des Pim-1 Kinase Inhi-
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bitors Il konnte diese Reduktion bei der Desfluran-induzierten Prakonditionierung auf-
gehoben werden, wéhrend die Effekte der IPC unveréndert blieben. Die Pim-1 Kinase
wirkt somit antiapoptotisch und kardioprotektiv, wobei eine unterschiedliche Funktion
bei der IPC und APC zu vermuten ist.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnten am in vivo Myokardinfarktmodell
der Maus nachweisen, dass die Pim-1 Kinase an der Vermittlung der ischdmischen und
Desfluran-induzierten Prakonditionierung gegen Myokardinfarkt beteiligt ist. Sie

scheint jedoch bei IPC und APC eine unterschiedliche Bedeutung zu haben.

32



6. Literaturverzeichnis

10.

11.

12.

Kromhout, D., Epidemiology of cardiovascular diseases in Europe. Public
Health Nutr, 2001. 4(2B): p. 441-57.

Yellon, D.M. and D.J. Hausenloy, Myocardial reperfusion injury. N Engl J Med,
2007. 357(11): p. 1121-35.

Boersma, E., et al., Acute myocardial infarction. Lancet, 2003. 361(9360): p.
847-58.

Keeley, E.C., J.A. Boura, and C.L. Grines, Primary angioplasty versus
intravenous thrombolytic therapy for acute myocardial infarction: a quantitative
review of 23 randomised trials. Lancet, 2003. 361(9351): p. 13-20.

Kuch, M., et al., Major adverse cardiac event predictors in survivors of
myocardial infarction with asymptomatic left ventricular dysfunction or chronic
heart failure. Med Sci Monit, 2009. 15(6): p. PH40-8.

Schwartz, G.G., et al., Effects of atorvastatin on early recurrent ischemic events
in acute coronary syndromes: the MIRACL study: a randomized controlled trial.
JAMA, 2001. 285(13): p. 1711-8.

Misra, M.K., et al., Oxidative stress and ischemic myocardial syndromes. Med
Sci Monit, 2009. 15(10): p. RA209-219.

Garcia, C., et al., Preconditioning with sevoflurane decreases PECAM-1
expression and improves one-year cardiovascular outcome in coronary artery
bypass graft surgery. Br J Anaesth, 2005. 94(2): p. 159-65.

Kloner, R.A. and R.B. Jennings, Consequences of brief ischemia: stunning,
preconditioning, and their clinical implications: part 1. Circulation, 2001.
104(24): p. 2981-9.

Smul, T.M., et al., Time course of desflurane-induced preconditioning in
rabbits. J Cardiothorac Vasc Anesth, 2010. 24(1): p. 91-8.

Kuzuya, T., et al., Delayed effects of sublethal ischemia on the acquisition of
tolerance to ischemia. Circ Res, 1993. 72(6): p. 1293-9.

Wong, G.T., J. Ling Ling, and M.G. Irwin, Activation of Central Opioid
Receptors Induces Cardioprotection Against Ischemia-Reperfusion Injury.
Anesth Analg, 2009.

33



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Schultz, J.E., A.K. Hsu, and G.J. Gross, Morphine mimics the cardioprotective
effect of ischemic preconditioning via a glibenclamide-sensitive mechanism in
the rat heart. Circ Res, 1996. 78(6): p. 1100-4.

Liu, G.S., et al., Protection against infarction afforded by preconditioning is
mediated by Al adenosine receptors in rabbit heart. Circulation, 1991. 84(1): p.
350-6.

Krieg, T., et al., Acetylcholine and bradykinin trigger preconditioning in the
heart through a pathway that includes Akt and NOS. Am J Physiol Heart Circ
Physiol, 2004. 287(6): p. H2606-11.

Cope, D.K,, et al., Volatile anesthetics protect the ischemic rabbit myocardium
from infarction. Anesthesiology, 1997. 86(3): p. 699-7009.

Coetzee, A., et al., Halothane does have protective properties in the isolated
ischemic rat heart. Anesth Analg, 1991. 73(6): p. 711-9.

Murry, C.E., R.B. Jennings, and K.A. Reimer, Preconditioning with ischemia: a
delay of lethal cell injury in ischemic myocardium. Circulation, 1986. 74(5): p.
1124-36.

Yellon, D.M. and J.M. Downey, Preconditioning the myocardium: from cellular
physiology to clinical cardiology. Physiol Rev, 2003. 83(4): p. 1113-51.
Huffmyer, J. and J. Raphael, Physiology and pharmacology of myocardial
preconditioning and postconditioning. Semin Cardiothorac Vasc Anesth, 2009.
13(1): p. 5-18.

Schulz, R., et al., Signal transduction of ischemic preconditioning. Cardiovasc
Res, 2001. 52(2): p. 181-98.

Baxter, G.F., F.M. Goma, and D.M. Yellon, Characterisation of the infarct-
limiting effect of delayed preconditioning: timecourse and dose-dependency
studies in rabbit myocardium. Basic Res Cardiol, 1997. 92(3): p. 159-67.
Marber, M.S., et al., Cardiac stress protein elevation 24 hours after brief
ischemia or heat stress is associated with resistance to myocardial infarction.
Circulation, 1993. 88(3): p. 1264-72.

Cason, B.A., et al., Anesthetic-induced preconditioning: previous administration
of isoflurane decreases myocardial infarct size in rabbits. Anesthesiology, 1997.
87(5): p. 1182-90.

34



25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Toller, W.G., et al., Sevoflurane reduces myocardial infarct size and decreases
the time threshold for ischemic preconditioning in dogs. Anesthesiology, 1999.
91(5): p. 1437-46.

Lochner, A., et al., Halothane protects the isolated rat myocardium against
excessive total intracellular calcium and structural damage during ischemia and
reperfusion. Anesth Analg, 1994. 79(2): p. 226-33.

van Ackern, K., et al., Effects of enflurane on myocardial ischaemia in the dog.
Br J Anaesth, 1985. 57(5): p. 497-504.

Coetzee, A, et al., Enflurane and isoflurane reduce reperfusion dysfunction in
the isolated rat heart. Anesth Analg, 1993. 76(3): p. 602-8.

Kersten, J.R., et al., Isoflurane mimics ischemic preconditioning via activation
of K(ATP) channels: reduction of myocardial infarct size with an acute memory
phase. Anesthesiology, 1997. 87(2): p. 361-70.

de Klaver, M.J., M.G. Buckingham, and G.F. Rich, Isoflurane pretreatment has
immediate and delayed protective effects against cytokine-induced injury in
endothelial and vascular smooth muscle cells. Anesthesiology, 2003. 99(4): p.
896-903.

Tanaka, K., et al., Isoflurane produces delayed preconditioning against
myocardial ischemia and reperfusion injury: role of cyclooxygenase-2.
Anesthesiology, 2004. 100(3): p. 525-31.

Piriou, V., et al., Pharmacological preconditioning: comparison of desflurane,
sevoflurane, isoflurane and halothane in rabbit myocardium. Br J Anaesth,
2002. 89(3): p. 486-91.

Preckel, B., et al., Effects of enflurane, isoflurane, sevoflurane and desflurane on
reperfusion injury after regional myocardial ischaemia in the rabbit heart in
vivo. Br J Anaesth, 1998. 81(6): p. 905-12.

Redel, A., et al.,, Comparison of isoflurane-, sevoflurane-, and desflurane-
induced pre- and postconditioning against myocardial infarction in mice in vivo.
Exp Biol Med (Maywood), 2009. 234(10): p. 1186-91.

Kehl, F., et al., Is isoflurane-induced preconditioning dose related?
Anesthesiology, 2002. 96(3): p. 675-80.

35



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Kersten, J.R., et al., Role of adenosine in isoflurane-induced cardioprotection.
Anesthesiology, 1997. 86(5): p. 1128-309.

Toller, W.G., et al., Isoflurane preconditions myocardium against infarction via
activation of inhibitory guanine nucleotide binding proteins. Anesthesiology,
2000. 92(5): p. 1400-7.

Hausenloy, D.J. and D.M. Yellon, The mitochondrial permeability transition
pore: its fundamental role in mediating cell death during ischaemia and
reperfusion. J Mol Cell Cardiol, 2003. 35(4): p. 339-41.

Crompton, M., The mitochondrial permeability transition pore and its role in
cell death. Biochem J, 1999. 341 ( Pt 2): p. 233-49.

Sedlic, F., et al., Mitochondrial depolarization underlies delay in permeability
transition by preconditioning with isoflurane: roles of ROS and Ca2+. Am J
Physiol Cell Physiol, 2010. 299(2): p. C506-15.

Kim, J.S., Y. Jin, and J.J. Lemasters, Reactive oxygen species, but not Ca2+
overloading, trigger pH- and mitochondrial permeability transition-dependent
death of adult rat myocytes after ischemia-reperfusion. Am J Physiol Heart Circ
Physiol, 2006. 290(5): p. H2024-34.

Zimmermann, K.C. and D.R. Green, How cells die: apoptosis pathways. J
Allergy Clin Immunol, 2001. 108(4 Suppl): p. S99-103.

Fliss, H. and D. Gattinger, Apoptosis in ischemic and reperfused rat
myocardium. Circ Res, 1996. 79(5): p. 949-56.

Raphael, J.,, J. Rivo, and Y. Gozal, Isoflurane-induced myocardial
preconditioning is dependent on phosphatidylinositol-3-kinase/Akt signalling. Br
J Anaesth, 2005. 95(6): p. 756-63.

Uchiyama, T., et al., Role of Akt signaling in mitochondrial survival pathway
triggered by hypoxic preconditioning. Circulation, 2004. 109(24): p. 3042-9.

Liu, H., B.C. McPherson, and Z. Yao, Preconditioning attenuates apoptosis and
necrosis: role of protein kinase C epsilon and -delta isoforms. Am J Physiol
Heart Circ Physiol, 2001. 281(1): p. H404-10.

Toma, O., et al., Desflurane preconditioning induces time-dependent activation
of protein kinase C epsilon and extracellular signal-regulated kinase 1 and 2 in
the rat heart in vivo. Anesthesiology, 2004. 101(6): p. 1372-80.

36



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Tong, H., et al., Ischemic preconditioning activates phosphatidylinositol-3-
kinase upstream of protein kinase C. Circ Res, 2000. 87(4): p. 309-15.

Fryer, R.M., et al., Importance of PKC and tyrosine kinase in single or multiple
cycles of preconditioning in rat hearts. Am J Physiol, 1999. 276(4 Pt 2): p.
H1229-35.

Zaugg, M., et al., Volatile anesthetics mimic cardiac preconditioning by priming
the activation of mitochondrial K(ATP) channels via multiple signaling
pathways. Anesthesiology, 2002. 97(1): p. 4-14.

Tanaka, K., et al., Mitochondrial adenosine triphosphate-regulated potassium
channel opening acts as a trigger for isoflurane-induced preconditioning by
generating reactive oxygen species. Anesthesiology, 2003. 98(4): p. 935-43.
Holmuhamedov, E.L., L. Wang, and A. Terzic, ATP-sensitive K+ channel
openers prevent Ca2+ overload in rat cardiac mitochondria. J Physiol, 1999.
519 Pt 2: p. 347-60.

Varadarajan, S.G., et al., Sevoflurane before or after ischemia improves
contractile and metabolic function while reducing myoplasmic Ca(2+) loading
in intact hearts. Anesthesiology, 2002. 96(1): p. 125-33.

Mullenheim, J., et al., Isoflurane preconditions myocardium against infarction
via release of free radicals. Anesthesiology, 2002. 96(4): p. 934-40.

Tanaka, K., et al., Mechanism of preconditioning by isoflurane in rabbits: a
direct role for reactive oxygen species. Anesthesiology, 2002. 97(6): p. 1485-90.
Zorov, D.B., et al., Reactive oxygen species (ROS)-induced ROS release: a new
phenomenon accompanying induction of the mitochondrial permeability
transition in cardiac myocytes. J Exp Med, 2000. 192(7): p. 1001-14.

Fayard, E., et al., Protein kinase B/Akt at a glance. J Cell Sci, 2005. 118(Pt 24):
p. 5675-8.

Honda, H.M. and P. Ping, Mitochondrial permeability transition in cardiac cell
injury and death. Cardiovasc Drugs Ther, 2006. 20(6): p. 425-32.

Anversa, P., et al., Apoptosis and myocardial infarction. Basic Res Cardiol,
1998. 93 Suppl 3: p. 8-12.

Raphael, J., et al., Volatile anesthetic preconditioning attenuates myocardial

apoptosis in rabbits after regional ischemia and reperfusion via Akt signaling

37



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

and modulation of Bcl-2 family proteins. J Pharmacol Exp Ther, 2006. 318(1): p.
186-94.

Jamnicki-Abegg, M., et al., Isoflurane inhibits cardiac myocyte apoptosis during
oxidative and inflammatory stress by activating Akt and enhancing Bcl-2
expression. Anesthesiology, 2005. 103(5): p. 1006-14.

Suleman, N., et al., Dual activation of STAT-3 and Akt is required during the
trigger phase of ischaemic preconditioning. Cardiovasc Res, 2008. 79(1): p.
127-33.

Shiraishi, 1., et al., Nuclear targeting of Akt enhances kinase activity and
survival of cardiomyocytes. Circ Res, 2004. 94(7): p. 884-91.

Tsujita, Y., et al., Nuclear targeting of Akt antagonizes aspects of cardiomyocyte
hypertrophy. Proc Natl Acad Sci U S A, 2006. 103(32): p. 11946-51.

Gude, N., et al., Akt promotes increased cardiomyocyte cycling and expansion of
the cardiac progenitor cell population. Circ Res, 2006. 99(4): p. 381-8.
Hammerman, P.S., et al., Pim and Akt oncogenes are independent regulators of
hematopoietic cell growth and survival. Blood, 2005. 105(11): p. 4477-83.

Fox, C.J., et al.,, The serine/threonine kinase Pim-2 is a transcriptionally
regulated apoptotic inhibitor. Genes Dev, 2003. 17(15): p. 1841-54.

Wang, Z., et al., Pim-1: a serine/threonine kinase with a role in cell survival,
proliferation, differentiation and tumorigenesis. J Vet Sci, 2001. 2(3): p. 167-79.
Bachmann, M. and T. Moroy, The serine/threonine kinase Pim-1. Int J Biochem
Cell Biol, 2005. 37(4): p. 726-30.

Lange, M., et al., Differential role of calcium/calmodulin-dependent protein
kinase 1l in desflurane-induced preconditioning and cardioprotection by
metoprolol:  metoprolol  blocks  desflurane-induced  preconditioning.
Anesthesiology, 2008. 109(1): p. 72-80.

Lange, M., et al., Desflurane-induced postconditioning is mediated by beta-
adrenergic signaling: role of beta 1- and beta 2-adrenergic receptors, protein
kinase A, and calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il. Anesthesiology,
2009. 110(3): p. 516-28.

38



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

Dautry, F., et al., Regulation of pim and myb mRNA accumulation by interleukin
2 and interleukin 3 in murine hematopoietic cell lines. J Biol Chem, 1988.
263(33): p. 17615-20.

Lilly, M., et al., Sustained expression of the pim-1 kinase is specifically induced
in myeloid cells by cytokines whose receptors are structurally related.
Oncogene, 1992. 7(4): p. 727-32.

Mikkers, H., et al., Mice deficient for all PIM kinases display reduced body size
and impaired responses to hematopoietic growth factors. Mol Cell Biol, 2004.
24(13): p. 6104-15.

White, E., The pims and outs of survival signaling: role for the Pim-2 protein
kinase in the suppression of apoptosis by cytokines. Genes Dev, 2003. 17(15): p.
1813-6.

Muraski, J.A., et al., Pim-1 regulates cardiomyocyte survival downstream of Akt.
Nat Med, 2007. 13(12): p. 1467-75.

Muraski, J.A., et al., Pim-1 Kkinase antagonizes aspects of myocardial
hypertrophy and compensation to pathological pressure overload. Proc Natl
Acad Sci U S A, 2008. 105(37): p. 13889-94.

Kim, Y.K., et al., Mechanism of enhanced cardiac function in mice with
hypertrophy induced by overexpressed Akt. J Biol Chem, 2003. 278(48): p.
47622-8.

Rota, M., et al., Nuclear targeting of Akt enhances ventricular function and
myocyte contractility. Circ Res, 2005. 97(12): p. 1332-41.

Bachmann, M., et al., The oncogenic serine/threonine kinase Pim-1
phosphorylates and inhibits the activity of Cdc25C-associated kinase 1 (C-
TAK1): a novel role for Pim-1 at the G2/M cell cycle checkpoint. J Biol Chem,
2004. 279(46): p. 48319-28.

Bhattacharya, N., et al., Pim-1 associates with protein complexes necessary for
mitosis. Chromosoma, 2002. 111(2): p. 80-95.

Wang, Z., et al., Phosphorylation of the cell cycle inhibitor p21Cipl/WAF1 by
Pim-1 kinase. Biochim Biophys Acta, 2002. 1593(1): p. 45-55.

39



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Aho, T.L., et al., Pim-1 kinase promotes inactivation of the pro-apoptotic Bad
protein by phosphorylating it on the Ser112 gatekeeper site. FEBS Lett, 2004.
571(1-3): p. 43-9.

Borillo, G.A., et al.,, Pim-1 kinase protects mitochondrial integrity in
cardiomyocytes. Circ Res, 2010. 106(7): p. 1265-74.

Korsmeyer, S.J., BCL-2 gene family and the regulation of programmed cell
death. Cancer Res, 1999. 59(7 Suppl): p. 1693s-1700s.

Zha, J., et al., Serine phosphorylation of death agonist BAD in response to
survival factor results in binding to 14-3-3 not BCL-X(L). Cell, 1996. 87(4): p.
619-28.

Harada, H., et al., Phosphorylation and inactivation of BAD by mitochondria-
anchored protein kinase A. Mol Cell, 1999. 3(4): p. 413-22.

Lilly, M., et al., The PIM-1 serine kinase prolongs survival and inhibits
apoptosis-related mitochondrial dysfunction in part through a bcl-2-dependent
pathway. Oncogene, 1999. 18(27): p. 4022-31.

Sonner, J.M., D. Gong, and E.l. Eger, 2nd, Naturally occurring variability in
anesthetic potency among inbred mouse strains. Anesth Analg, 2000. 91(3): p.
720-6.

Bradford, M.M., A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal
Biochem, 1976. 72: p. 248-54.

Noble, J.E. and M.J. Bailey, Quantitation of protein. Methods Enzymol, 2009.
463: p. 73-95.

Tsutsumi, Y.M., et al., Cardiac-specific overexpression of caveolin-3 induces
endogenous cardiac protection by mimicking ischemic preconditioning.
Circulation, 2008. 118(19): p. 1979-88.

Eckle, T., et al., Hypoxia-inducible factor-1 is central to cardioprotection: a
new paradigm for ischemic preconditioning. Circulation, 2008. 118(2): p. 166-
75.

Mocanu, M.M., R.M. Bell, and D.M. Yellon, PI3 kinase and not p42/p44
appears to be implicated in the protection conferred by ischemic
preconditioning. J Mol Cell Cardiol, 2002. 34(6): p. 661-8.

40



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

Datta, S.R., et al., Akt phosphorylation of BAD couples survival signals to the
cell-intrinsic death machinery. Cell, 1997. 91(2): p. 231-41.

Lee, P., et al., Fas pathway is a critical mediator of cardiac myocyte death and
MI during ischemia-reperfusion in vivo. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 2003.
284(2): p. H456-63.

Matsui, T., et al., Akt activation preserves cardiac function and prevents injury
after transient cardiac ischemia in vivo. Circulation, 2001. 104(3): p. 330-5.
Chen, Z., et al., Overexpression of Bcl-2 attenuates apoptosis and protects
against myocardial I/R injury in transgenic mice. Am J Physiol Heart Circ
Physiol, 2001. 280(5): p. H2313-20.

Imahashi, K., et al.,, Transgenic expression of Bcl-2 modulates energy
metabolism, prevents cytosolic acidification during ischemia, and reduces
ischemia/reperfusion injury. Circ Res, 2004. 95(7): p. 734-41.

Murphy, E. and C. Steenbergen, Mechanisms underlying acute protection from
cardiac ischemia-reperfusion injury. Physiol Rev, 2008. 88(2): p. 581-6009.

Kim, J.S., L. He, and J.J. Lemasters, Mitochondrial permeability transition: a
common pathway to necrosis and apoptosis. Biochem Biophys Res Commun,
2003. 304(3): p. 463-70.

Lemasters, J.J., et al., The mitochondrial permeability transition in toxic,
hypoxic and reperfusion injury. Mol Cell Biochem, 1997. 174(1-2): p. 159-65.
Olivetti, G., et al., Acute myocardial infarction in humans is associated with
activation of programmed myocyte cell death in the surviving portion of the
heart. J Mol Cell Cardiol, 1996. 28(9): p. 2005-16.

Saraste, A., et al., Apoptosis in human acute myocardial infarction. Circulation,
1997. 95(2): p. 320-3.

Gustafsson, A.B. and R.A. Gottlieb, Mechanisms of apoptosis in the heart. J
Clin Immunol, 2003. 23(6): p. 447-59.

Chen, M., et al., Bid is cleaved by calpain to an active fragment in vitro and
during myocardial ischemia/reperfusion. J Biol Chem, 2001. 276(33): p. 30724-
8.

Kajstura, J., et al., Apoptotic and necrotic myocyte cell deaths are independent

contributing variables of infarct size in rats. Lab Invest, 1996. 74(1): p. 86-107.

41



108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

Shimizu, S., et al., Role of Bcl-2 family proteins in a non-apoptotic programmed
cell death dependent on autophagy genes. Nat Cell Biol, 2004. 6(12): p. 1221-8.
Bernardi, P. and G.F. Azzone, Cytochrome ¢ as an electron shuttle between the
outer and inner mitochondrial membranes. J Biol Chem, 1981. 256(14): p.
7187-92.

Goldstein, J.C., et al., The coordinate release of cytochrome c during apoptosis
is rapid, complete and kinetically invariant. Nat Cell Biol, 2000. 2(3): p. 156-62.
Kluck, R.M., et al., The release of cytochrome ¢ from mitochondria: a primary
site for Bcl-2 regulation of apoptosis. Science, 1997. 275(5303): p. 1132-6.
Adams, J.M. and S. Cory, The Bcl-2 protein family: arbiters of cell survival.
Science, 1998. 281(5381): p. 1322-6.

Gustafsson, A.B. and R.A. Gottlieb, Bcl-2 family members and apoptosis, taken
to heart. Am J Physiol Cell Physiol, 2007. 292(1): p. C45-51.

Yang, J., et al., Prevention of apoptosis by Bcl-2: release of cytochrome ¢ from
mitochondria blocked. Science, 1997. 275(5303): p. 1129-32.

Liu, X., et al., Induction of apoptotic program in cell-free extracts: requirement
for dATP and cytochrome c. Cell, 1996. 86(1): p. 147-57.

Bossy-Wetzel, E., D.D. Newmeyer, and D.R. Green, Mitochondrial cytochrome
c release in apoptosis occurs upstream of DEVD-specific caspase activation and
independently of mitochondrial transmembrane depolarization. EMBO J, 1998.
17(1): p. 37-49.

Zou, H., et al., An APAF-1.cytochrome ¢ multimeric complex is a functional
apoptosome that activates procaspase-9. J Biol Chem, 1999. 274(17): p. 11549-
56.

Loop, T., et al., Volatile anesthetics induce caspase-dependent, mitochondria-
mediated apoptosis in human T lymphocytes in vitro. Anesthesiology, 2005.
102(6): p. 1147-57.

West, M.B., et al., Cardiac myocyte-specific expression of inducible nitric oxide
synthase protects against ischemia/reperfusion injury by preventing
mitochondrial permeability transition. Circulation, 2008. 118(19): p. 1970-8.
Maxwell, M.P., D.J. Hearse, and D.M. Yellon, Species variation in the coronary

collateral circulation during regional myocardial ischaemia: a critical

42



determinant of the rate of evolution and extent of myocardial infarction.
Cardiovasc Res, 1987. 21(10): p. 737-46.

121. Cheney, LW., et al., Identification and structure-activity relationships of
substituted pyridones as inhibitors of Pim-1 kinase. Bioorg Med Chem Lett,
2007. 17(6): p. 1679-83.

122.  Miyawaki, T., et al., Ischemic preconditioning blocks BAD translocation, Bcl-xL
cleavage, and large channel activity in mitochondria of postischemic
hippocampal neurons. Proc Natl Acad Sci U S A, 2008. 105(12): p. 4892-7.

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:

Statistisches Bundesamt, Todesursachenstatistik 2008.

URL: http://www.sozialpolitik-aktuell.de/tl_files/sozialpolitik-aktuell/_Politikfelder/
Gesundheitswesen/Datensammlung/Vorschau-Dateien/abbV13.gif

Abbildung 2:

Stumpner J., Desfluran induziert ein erstes und ein zweites Fenster der Prakonditionie-

rung gegen Myokardinfarkt in vivo (2008).

URL: http://opus.bibliothek.uni-wuerzburg.de/volltexte/2008/2726/pdf/
DissStumpnerOPUS.pdf

43



Danksagung

Ich mdchte mich bei meinem Doktorvater Herrn Privatdozent Dr. med. Markus Lange
fur die angenehme und erfolgreiche Mitarbeit in seiner Arbeitsgruppe ,,Organprotek-

tion“ sowie die gute Unterstiitzung bei der Erstellung meiner Arbeit bedanken.

Mein aulerordentlicher und herzlichster Dank gilt meinem Betreuer Dr. med. Jan
Stumpner. Er stand mir bei Fragen und Schwierigkeiten wéhrend meiner Arbeit stets
mit hilfreichen Anregungen und konstruktiver Kritik zur Seite und fiihrte mich an das

wissenschaftliche Arbeiten und Denken mit grof3er Sorgfalt und Verlésslichkeit heran.

Ferner gilt mein besonderer Dank den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des gesamten
Labors der Anésthesiologie, die immer ein offenes Ohr fur meine Fragen hatten und mir

stets mit Ratschlégen zur Seite standen.

Die vorliegende Dissertationsarbeit widme ich meinen Eltern als herzliches Danke-
schon, dass sie mich wéahrend meiner gesamten Ausbildung unterstiitzt und mir das Stu-

dium erst ermdglicht haben.



Curriculum vitae — Anna Kellermann

Allgemeine Angaben:

Name:
Anschrift:
Geburtstag, -ort:
Familienstand:

Staatsangehorigkeit:

Schulische Ausbildung:
1991-1995

1995-2004

Mai 2004

Universitare Ausbildung:

2004-2006

September 2006

2006-2011

April 2011

Mai 2011

Beruflicher Werdegang:
seit Oktober 2011

Anna Monika Kellermann

Ratzeburger Allee 100a, 23562 Liibeck
17.01.1985, Wirzburg

ledig

deutsch

Pestalozzi-Volksschule, Aschaffenburg
Maria-Ward-Gymnasium, Aschaffenburg
Erhalt der Allgemeinen Hochschulreife,
Durchschnittsnote 1,2

Julius-Maximilians-Universitét, Wirzburg
Vorklinischer Abschnitt des Humanmedizinstudiums
Erster Abschnitt der arztlichen Prifung,
Durchschnittsnote 1,5
Julius-Maximilians-Universitat, Wirzburg
Klinischer Abschnitt des Humanmedizinstudiums
Zweiter Abschnitt der &rztlichen Priifung,
Durchschnittsnote 1,5

Erhalt der Approbation als Arztin

Assistenzarztin, Medizinische Klinik |
Sana Kliniken Liibeck



