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1. Einleitung

Obwohl aktuelle Zahlen fuhrender amerikanischer [1] und deutscher [2]
Fachgesellschaften zeigen, dass die Gesamtmortalitdt aufgrund von
Herzerkrankungen in den letzten Jahren trotz steigender Inzidenz abgenommen
hat, bleiben diese mit weitem Abstand die héaufigste Todesursache in
Deutschland: Im Jahr 2014 sind in Deutschland 30% aller Todesursachen auf
Herzerkrankungen zuriickzufuhren, wobei die koronare Herzerkrankung (14%)
und der akute Myokardinfarkt (6%) den gro3ten Anteil daran stellen [3].

Bei allem medizinischen Fortschritt stellt die Reperfusion eines ischamischen
Herzareals, z.B. durch perkutane kardiovaskulare Interventionen oder Herz-
Thorax chirurgische Eingriffe, den Goldstandard in der Therapie einer
koronaren Herzerkrankung beziehungsweise eines akuten Myokardinfarktes dar
[4].

Im Zuge einer erfolgreichen Interventionen kommt es zu einer Reperfusion des
zuvor ischamischen Gewebsareales, wobei nicht nur die Ischamie, sondern
auch die (notwendige) Reperfusion gravierende Schaden am Gewebe foérdern,
die einen groR3en Einfluss auf Morbiditat und Mortalitat haben kdénnen [5].

In den letzten 30 Jahren wurde in zahlreichen medizinischen Fachgebieten mit
vielfaltigen Anséatzen nach Losungen zum Schutz vor diesen Schaden gesucht.
In der Anésthesiologie zeigte sich, dass die Applikation volatiler Anésthetika
kardioprotektive Effekte gegen Ischamie- wie auch gegen Reperfusionsschaden
entfalten kénnen [6].

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten, dass die molekularen
Zusammenhange der Kardioprotektion durch volatile Anasthetika bei Ischamie-

und Reperfusionsschaden besser verstanden werden kénnen.



1.1 Myokardialer Ischamie-/ Reperfusionsschaden

Die Reperfusion eines ischamischen Herzareals durch Thrombolyse, perkutane
koronare Intervention oder koronarer Bypassoperation stellt den Goldstandard
in der Therapie eines Herzinfarktes dar [4]. Diese Interventionen sind notwendig
um das minderdurchblutete Myokard vor zum Teil irreversiblen Schaden zu
schitzen [7-9]. Die Aufhebung der Ischamie fuhrt jedoch nicht immer zur
Aufhebung weiterer Schadigung am Myokard: Durch Reperfusion wird das
Myokard im Verlauf geschadigt [10-12]. Da diese Schadigung von der
Ischamiedauer abhangig ist, wird von einem Ischamie-/ Reperfusionsschaden
(engl. ischemia/reperfusion injury, I/RI) gesprochen [5,13].

Bereits nach wenigen Minuten kann I/RIl zu kardialer Dysfunktion fiihren, die
sich wie folgt manifestiert:

Initial kommt es verstarkt zu ventrikularen Arrhythmien, waéahrend die
Pumpfunktion kaum beeinflusst wird [14]. Nach etwa funf Minuten wird die
ventrikulare Pumpfunktion messbar eingeschrankt, obwohl noch kein Gewebe
untergegangen ist. Dieses Phé&nomen wird als myocardiales stunning
bezeichnet und ist in Abhéngigkeit von Ischamie- und Reperfusionsdauer
reversibel [15,16]. Trotz vollstandiger Reperfusion kann es im Infarktgebiet zu
einer langfristigen Minderdurchblutung kommen. Dieser Vorgang wird no-reflow
Phanomen genannt [17]. Dabei wird ein Teil der kapillaren Myokardstruktur
wahrend der Ischamie und Reperfusion durch pathophysiologische Vorgange
zerstort [18,19].

Ventrikulare Arrhythmien, myocardiales stunning und das no-reflow Phdnomen
sind Ausdruck einer Schadigung des betroffenen ischamischen Myokards, der
zunéachst reversibel ist. Der betroffene Gewebeabschnitt wird als Risikobereich
(engl. area at risk, AAR) bezeichnet [20]. Bei prolongierter Ischdmie mit
anschlieBend Reperfusion kann es in diesem Areal durch verschiedene
Nekrose- und Apoptoseprozesse, auf die in den folgenden Abschnitten genau
eingegangen wird, zu irreversiblen Schaden kommen.

Um den I/RIl und seine Auswirkungen besser zu verstehen, missen daher die
grundlegenden pathophysiologischen Vorgange wahrend der Ischamie- und

Reperfusionsphase vergegenwartigt werden.



1.1.1 Myokardiale Schadigung bei Ischamie

Aufgrund von Sauerstoffmangel wird bei einer Ischamie die oxidative
Phosphorylierung in den Mitochondrien erheblich reduziert. Pro Glukosemolekiil
werden nur noch zwei Molekile Adenosintriphosphat (ATP) gebildet, wahrend
unter normalen, aeroben Bedingungen mindestens 30 Molekile ATP pro
Glukosemolekul generiert werden [21]. Ein Mangel des essentiellen
Funktionsmolekils ATP schwacht die Myozyten erheblich, Zellschwellung und
Verschiebung im lonengleichgewicht sind die Folge [8]. Zu Beginn der Ischamie
konnen diese Schaden in der Regel kompensiert werden, nach etwa 20
Minuten kommt es geh&uft zum Zelltod durch Apoptose und Nekrose [22,23].
Auf die zugrundeliegenden zellbiologischen Mechanismen wird im Folgenden
naher eingegangen:

Bei anhaltender anaerober Stoffwechsellage féllt der intrazellulare pH-Wert
durch Glykogenverbrauch ab, die Myozyten versuchen die Azidose durch
vermehrte Protonenionen (H") Ausscheidung iber einen passiven Natrium
(Na")/H" Antiporter zu kompensieren, weshalb neben den Zellen auch das
extrazellulare Gewebe azidotisch wird [24]. Durch den vermehrten Na* Einstrom
wird der sekundar-aktive Na*/Calcium (Ca®") Antiporter (NCX) aktiviert, tauscht
also Ca®" fur Na" nach intrazellular und sorgt fiir eine Akkumulation von
Calcium [25]. Unter Normalbedingungen wirden ATP-abhangige Pumpen wie
der Na*/Kalium (K*) Antiporter auf der Zellmembran oder der Ca®* Uniporter auf
der mitochondrialen Membran die Verschiebung im lonengleichgewicht wieder
ausgleichen. In einem ischamischen Myozyten ist das aufgrund des ATP
Mangels nur sehr eingeschrankt mdglich, weshalb es zu einer intrazellularen
Ca®" Akkumulation kommt [26].

Das intrazellular akkumulierte Ca?* aktiviert wiederum Phospholipasen,
Proteasen und Endonukleasen, die Apoptose und Nekrose im betroffenen
Gewebeareal verursachen [27]. Dariiber hinaus sorgt der hohe Ca?* Spiegel fiir
Hyperkontrakturen in den Myozyten und hebt die Offenheitswahrscheinlichkeit
der mitochondrialen Permeabilitdtspore (engl. mitochondrial permeability
transition pore, mPTP) an [27,28]. Auf die Funktion der mPTP wird im n&chsten

Kapitel ndher eingegangen.



Abbildung 1 fasst die unterschiedlichen Mechanismen myokardialer
Ischamieschadigung wie auch der Reperfusionsschadigung zusammen.

Das azidotische Milieu hat zu Beginn aber auch eine protektive Wirkung auf die
Myozyten: Eine Azidose hemmt sowohl den NCX als auch direkt die Aktivierung
der mPTP [25,29]. Intrazellulare Proteasen werden ebenfalls inhibiert [30].

Was passiert nun, wenn die Ischamie aufgehoben wird und es zu einer

Reperfusion des vulnerablen Myokards kommt?

1.1.2 Myokardiale Schadigung bei Reperfusion

Zahlreiche biophysiologische Vorgadnge sorgen fir eine Schadigung der
Myozyten wahrend der Reperfusion. Als fuhrend haben sich vor allem drei
Mechanismen herausgestellt: Der rasche Anstieg des pH-Wertes, die Erhdhung
der zellularen und mitochondrialen Ca** Konzentration und die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS).

Mit der einsetzenden Reperfusion wird der Protonenionidberhang aus dem
ischamischen Gewebe rausgewaschen, wodurch sich der pH-Wert rasch
normalisiert [31]. Dies fuhrt zur Aufhebung der zuvor erwahnten protektiven
azidotischen Effekte und dadurch initial zu einer Erh6hung der Zelltoxizitat, was
allgemein als pH Paradoxon bezeichnet wird [32].

Weiterhin bewirkt der extrazellulare pH-Anstieg Uber den bekannten Na'/H*
Antiporter eine vermehrte Sekretion von H® lonen nach extrazellular. Die
intrazellular erhohte Na® Konzentration wird vermehrt durch den NCX
ausgeglichen, was die intrazellulare Ca®* Konzentration weiter erhoht. Die
Myozyten versuchen die Ubersattigung durch Ca®** Aufnahme (iber den
mitochondrialen Ca®" Uniporter auszugleichen [22]. Somit wird zu Beginn der
Reperfusion der ohnehin hohe Ca?* Spiegel intrazellular nicht gesenkt, sondern
steiget weiter an [33]. Sein Maximum erreicht er 30 min nach
Reperfusionsbeginn, anschlieRend fallt er langsam ab [34].

Wie bei der Ischamie steigert der hohe Ca*" Spiegel die Hyperkontraktilitat der

Myozyten und leitet Uber die Aktivierung von Phospholipasen, Proteasen und



Endonukleasen Apoptose- und Nekrosevorgange im betroffenen Gewebegebiet
ein [27,28].

Darliber hinaus steigert der hohe Ca*" Spiegel die Offenheitswahrscheinlichkeit
der mPTP [35]. Die mPTP sitzt an der inneren Mitochondrienmembran und l&asst
Molekule bis 1500 Dalton (Da) weitgehend unselektiv in das Mitochondrium
[36]. Bei vermehrter Porendffnung dringt Wasser in das Mitochondrium ein
wodurch die Mitochondrienmatrix anschwillt, was Uber verschiedene
Signalwege zum Untergang des Mitochondriums durch Zusammenbruch der
AuRenmembran fihrt [37]. Durch den Untergang eines Mitochondriums kommt
zusatzliches Ca®" in den Intrazellularraum wodurch sich weitere mPTPs 6ffnen
[38]. Neben Ca?* Uberladung fiihren viele Faktoren zur mPTP Offnung, u.a.
rapider pH-Anstieg, oxidativer Stress und hoher ATP Verbrauch [36,39,40]. Der
zunehmende Mitochondrienverlust fiuhrt durch die Freisetzung diverser
mitochondrialer Apoptose- und Nekrosefaktoren wie auch durch das
Zusammenbrechen der oxidativen Phosphorylierung und damit des ATP
Nachschubs zum Zelltod [36].

Weiterhin sorgt die Generierung von ROS flr eine Schadigung der Myozyten
indem sie die Plasmamembranen schadigen und so die Homoostase der
einzelnen Zellkompartimente aus dem Gleichgewicht bringen [41].

Bei ROS handelt es sich um hochreaktive Molekile, die aus Sauerstoff
entstehen. lhre Bildung wird in geringen Mengen physiologisch von der
mitochondrialen Atmungskette, von der Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADPH)- Oxidase und von der Xanthin-Oxidase katalysiert [42].

Wahrend der Reperfusion erhoéht sich die Produktion von ROS deutlich: Die
Xanthin-Oxidase wird durch den rasch ansteigenden Sauerstofflevel bei
Wiederdurchblutung stark aktiviert [43]. Die Komplexe der Atmungskette
produzieren mehr Sauerstoffradikale, da die Mitochondrien in ihrer
physiologischen Struktur durch Ischdmie und Reperfusion geschwacht sind.
Diese ROS fordern wiederum die Offnung der mPTP [44,45]. Die NADPH-
Oxidase wird vor allem von inflammatorischen Zellen wie Leukozyten

verwendet, die bei Reperfusion in das vulnerable Gewebe migrieren [22,46].


http://de.wikipedia.org/wiki/Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

Weiterfihrend kénnen ROS die vulnerablen Myozyten auch auf anderen Wegen
schadigen, bei denen reaktive Nitrogen Spezies (engl. reactive nitrogen
species, RNS) eine wichtige Rolle spielen [47].

Abbildung 1 fasst die unterschiedlichen Mechanismen myokardialer Ischamie-

und Reperfusionsschadigung schematisch zusammen.
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Abbildung 1 (modifiziert nach [48] und [22]): Schematische Ubersicht der molekularbiologischen
Vorgéange bei myokardialem Ischdmie- und Reperfusionsschaden

Das anaerobe Milieu wéhrend einer Ischamie sorgt fortlaufend fiir einen Mangel an ATP und begtinstigt
eine intrazelluldre Azidose. Das saure Umfeld sorgt fur eine verstarkte Aktivierung des NCX (sekundar-
aktiver Na*/Ca®* Antiporter) und dartiber zu einer intrazellularen Ca?* Uberladung.

In ischéamisch vorgeschadigtem Gewebe verstarkt sich wahrend der Reperfusion die intrazellulare ca®
Uberladung und es werden verstarkt ROS (reactive oxygene species) und RNS (reactive nitrogen species)
gebildet. Durch diese molekularbiologischen Vorgange kommt es zu einer (un-)mittelbaren Schadigung
der Myozyten. Intrazellulare ca” Uberladung, ROS und RNS erhohen die Offenheitswahrscheinlichkeit
der mPTP (mitochondriale Permeabilitats-Transitions-Pore) und kénnen so die Mitochondrien irreversibel
schadigen. Der abrupte Anstieg des sauren pH-Wertes wahrend der Reperfusion hat paradoxerweise
ebenfalls eine toxische Wirkung auf die Myozyten und die Mitochondrien.

Dauer und Intensitét des I/RI beeinflusst maRRgeblich Tod bzw. Uberleben der Myozyten.



1.2 Kardioprotektion durch Prakonditionierung

Kardiale Prakonditionierung beschreibt einen Vorgang, bei dem bestimmte
Reize im Myozyten Prozesse auf molekularbiologischer Ebene einleiten, die
zeitlich begrenzt ihre Toleranz vor weiteren Schaden durch Ischamie und
Reperfusion erhdhen. Durch diesen endogenen Schutzmechanismus kdnnen
die Myozyten ihre zellulare Integritéat bei einer darauffolgenden Ischamie langer
bewahren, wodurch Folgeschaden wie Funktionsverlust, Arrhythmien und
HerzinfarktgroRe deutlich vermindert werden kénnen [49-52].

Zur Induktion einer Prakonditionierung kénnen sowohl kurze Ischamiephasen
als auch diverse pharmakologische Wirkstoffe verwendet werden.

Die Prékonditionierung durch Ischamie wird daher als ischamische
Prakonditionierung (engl. ischemic preconditioning, IPC) bezeichnet.

Die Prakonditionierung durch Pharmaka wird als pharmakologische
Prakonditionierung bezeichnet. Dazu gehdren neben Wirkstoffen wie Adenosin
[53], Acetylcholin [54], Katecholamine [55], Bradykinin [56], Angiotensin Il [57],
Opioiden [58] und Endothelin-1 [59] auch die Gruppe der volatilen Anasthetika
wie Halothan, Isofluran, Desfluran und Sevofluran [60]. Die Prakonditionierung
durch diese Gruppe wird als Andasthetika-induzierte Prakonditionierung (engl.
anesthetic-induced preconditioning, APC) bezeichnet.

Grundlagen und Mechanismen von IPC und APC werden im Folgenden kurz

vorgestellt.

1.2.1 Kardioprotektion durch ischamische Prakonditionierung

Murry et al. zeigten im Jahre 1986 zum ersten Mal, dass Hundeherzen durch
mehrere kurze Ischamiephasen mit anschlieRender Reperfusion (vier Zyklen,
jeweils funf Minuten) um ein Viertel weniger Folgeschaden durch einen
potentiell tddlichen I/RI erleiden als eine Kontrollgruppe ohne diese Intervention
[61]. Dieser Versuch gilt als Geburtsstunde der induzierbaren Kardioprotektion.

Wahrend sich Murry et al. bei ihren Untersuchungen stets auf IPC und I/RI im

Versorgungsgebiet eines Herzkranzgefal3es konzentrierten, konnten Przyklenk



et al. 1993 =zeigen, dass IPC an einem Herzkranzgefal? auch das
Myokardgewebe im Versorgungsgebiet eines anderen nicht-konditionierten
HerzkranzgefalRes, in welchem ein akuter I/Rl induziert wurde, vor den
Folgeschaden schitzt [62]. Somit war klar, dass IPC fir eine gefalRunabhéngige
Protektion des Herzgewebes sorgt.

Gho et al. zeigten drei Jahre spéater, dass IPC an Intestinalgefal3en signifikant
protektiv auf das Myokard bei einem konsekutiven I/Rl Schaden wirkt [63]. Der
IPC Stimulus kann somit auch entfernt vom Herzen erfolgen und hat dennoch
eine kardioprotektive Wirkung sowohl bei Durchfiilhrung vor einem kardialen
I/RI, als auch wahrend eines kardialen I/Rl [64]. Dieses Phanomen wird
ischamische Fernprakonditionierung (engl. remote ischemic preconditioning,
RIPC) genannt und funktioniert auch in zahlreichen Gewebsstrukturen und
Organen auf3erhalb des Herzens [65].

Unabhéngig vom Stimulationsort ist die kardioprotektive Wirkung bei IPC
zeitlich auf zwei Wirkungsfenster begrenzt: Das erste Wirkungsfenster 6ffnet
sich direkt nach IPC und schlie3t sich zwei Stunden spater [66]. Das zweite
Wirkungsfenster offnet sich nach 24 Stunden und schlief3t sich ungefahr 48
Stunden spater [67,68]. Im Zeitraum zwischen beiden Fenstern findet keine
signifikant messbare Kardioprotektion statt [69]. Zwar variieren die Angaben fur
die Wirkdauer des zweiten Fensters je nach Untersuchungsmodell von 12 bis
72 Stunden, der biphasische Verlauf der IPC konnte dabei aber durchgehend
reproduziert werden [70].

Der Vollstandigkeit halber soll nicht unerwahnt bleiben, dass das Myokard nicht
nur durch Prakonditionierung sondern auch durch Postkonditionierung vor I/RI
geschutzt werden kann: Zhao et al. zeigten im Jahre 2003, dass repetitive
ischamische Stimuli in der Frihphase der Reperfusion die Herzinfarktgréf3e im
Kaninchenherz deutlich reduzieren konnten [71]. Die Autoren dieser Studie
nannten den Effekt ischamische Postkonditionierung (engl. ischemic
postconditioning, IPOST). In den darauffolgenden Jahren wurde die
kardioprotektive Wirkung von IPOST in allen géngigen Versuchstierspezies
nachgewiesen [72].



IPC wirkt raumlich unabhangig vom Stimulationsort in einem friilhen und einem
spaten Zeitfenster kardioprotektiv. Zahlreiche Signalwege und
Wirkungskaskaden, die diese Effekte auf zellularer Ebene vermitteln, wurden in
den vergangenen Jahren identifiziert und werden in einer kurzen Ubersicht
unter Beriicksichtigung der biphasischen Komponente vorgestellt:

Eine Ischamie mit anschlieBender Reperfusion bewirkt eine erhdhte endogene
Ausschittung von zahlreichen Triggersubstanzen wie Adenosin, Opioiden,
Stickstoffmonoxid (engl. nitric oxide, NO), ROS und von Zytokinen wie
Interleukin-6 oder Tumor-Nekrose-Faktor a [73]. Durch Ausschittung dieser
Substanzen werden zumeist Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren (engl. G
protein-coupled receptors, GPCR) Proteinkinasen aktiviert, die als Mediatoren
fur die Kardioprotektion gesehen werden. Unter ihnen spielen Proteinkinase C
(PKC) und Tyrosinkinase eine zentrale Rolle [74,75], ebenso die Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAPK), deren regulative Funktionen noch nicht im
Detail verstanden sind [76-78]. Zuletzt spielt der Phosphatidyl Inositol 3-OH
Kinase (PI3K)-Akt Signalweg eine wichtige Rolle als Mediator der IPC und zwar
sowohl vor dem ischamischen Ereignis als auch wéahrend der Reperfusion
[79,80].

Neben diesen Mediatoren gibt es noch zahlreiche unmittelbare Effektoren, die
Uber physiologische Zellveranderungen vorrangig protektiv am Myokard nach
IPC wirken:

Ein wichtiger Effektor sind ROS, deren Produktion nach IPC kurzzeitig ansteigt,
dafir zu Beginn des I/RI deutlich niedriger ausfallt als in unbehandelten
Kontrolltieren [81]. Dies ist vereinbar mit der Beobachtung, dass grofe Mengen
ROS wahrend der Reperfusion die Zelle schadigen (s. Punkt 1.1.2), dagegen
kleine Mengen wahrend IPC protektiv auf die Zelle wirken [82,83]. Des
Weiteren senkt IPC die Offenheitswahrscheinlichkeit der mPTP [84]. Dies
kommt vor allem dadurch zu Stande, dass in IPC vorbehandelten Herzen
wéahrend I/RI die pH-Wert Schwankung geringer ausfallt [85], intrazellular
weniger Ca?*-lonen akkumulieren [86] und der ATP-Verbrauch erniedrigt ist
[87]. Weiterhin werden bei IPC ATP-regulierte Kalium Kandle (Karp) an



Sarkolemm- und Mitochondrienmembran vermehrt getffnet und dadurch
ebenfalls eine Kardioprotektion erzielt [88,89].

Die aufgefiihrten kardioprotektiven Effekte finden vor allem in der Frihphase,
dem ersten Fenster der IPC, statt. Das verzogerte, zweite Fenster entsteht
dadurch, dass die Proteinkinasen zusatzlich Transkriptionsfaktoren wie
Nucleérer Faktor-kB (NF-kB), Aktivator protein-1 (AP-1) oder Hypoxie-
induzierbarer Faktor-1a (HIF-10a) aktivieren [90-92]. Diese
Transkriptionsfaktoren fordern die Synthese von kardioprotektiven Substanzen.
Hierzu zahlen unter anderem Hitze Stress Proteine (HSP), induzierte Stickstoff-
Monoxid Synthase (engl. inducible nitric oxide synthase, INOS) und die
Cyclooxygenase 2 (COX-2) [93-95].

1.2.2 Kardioprotektion durch Anasthetika-induzierte Prakonditionierung

Im Jahre 1988, also zwei Jahre nach Entdeckung der IPC durch Murry et al.,
zeigten Warltier et al., dass durch Gabe von Halothan sowie Isofluran vor einer
Koronararterienokklusion mit einer Dauer von funf bis 15 min die
Myokardfunktion um bis 50 Prozent weniger einschrankt als bei Verzicht auf die
Anasthetika [96]. Aufgrund der definitionsgemald kardiosuppressiven Effekte
von volatilen Anésthetika, die sich unter anderem in Senkung der Herzfrequenz
und Kontraktilitdt sowie Relaxation der Koronararterien zeigen, war zunachst
unklar ob das myocardiale stunning als wirkliche Prakonditionierung anzusehen
ist [97]. Beinahe ein Jahrzehnt spater konnten Kersten et al. im Jahre 1997
zeigen, dass Isofluran Uber Karp Kandle die Infarktgrof3e im Hundeherz ahnlich
stark reduziert wie bei IPC, an APC gab es somit keinen Zweifel mehr [60,98].

In der Folgezeit konnte in unterschiedlichen Tierstudien nachgewiesen werden,
dass APC grundsatzlich von allen klinisch relevanten volatilen Andsthetika wie
Desfluran, Isofluran, Sevofluran und auch Halothan vermittelt werden
[6,99,100]. Unter den volatilen Anéasthetika gibt es allerdings Unterschiede in

der Wirksamkeit hinsichtlich Infarktgré3enreduktion:
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Redel et al. haben im Mausmodell in vivo gezeigt, dass vor allem Desfluran und
Sevofluran die Infarktgrof3e vergleichbar mit IPC reduzieren, wahrend Isofluran
nur eingeschrankt wirkt [101].

Die Dosis-Wirkungs-Beziehung von APC wurde von Kehl et al. an Hundeherzen
mit Isofluran getestet. Es zeigte sich, dass es bei einmaliger Applikaton eine
Schwellendosis zur Kardioprotektion bei 0,25 minimaler alveolarer
Konzentration (MAC) gibt. Bei dieser Applikationsmenge kam es zu einer
signifikanten Reduktion der Herzinfarktgrof3e wahrend Dosissteigerungen bis
1,25 MAC zu keiner weiteren InfarktgréRenreduktion fihrten [102].

Die Zeit-Dosis-Wirkungs-Beziehung von APC wurde von Lange et al. an
Kaninchenherzen in vivo mit Desfluran getestet: Es zeigte sich, dass es bei
einmaliger Applikation eine Schwellendosis gibt, die zwischen 0,5 und 1,0
(MAC) liegt und unabhangig von der Begasungszeit (30 und 90 min) und einer
Dosissteigerung auf 1,5 MAC ist. Bei einer repetitiven Begasung (3 Zyklen von
jeweils 10 min mit 10 min Pause) kam es bei 0,5 MAC zu einer signifikanten
InfarktgréRenreduktion, wahrend die Wiederholungen bei hdéheren alveolaren
Gaskonzentrationen im Vergleich zur Einmalgabe keine weitere Verbesserung
zeigten. Desfluran hat somit fir die APC eine Schwellendosis, die durch
wiederholte Verabreichung gesenkt werden kann [103].

Ahnlich der IPC ist die kardioprotektive Wirkung durch volatile Anasthetika bei
der APC zeitlich auf zwei Wirkungsfenster begrenzt: Smul et al. haben mit
Desfluran am Kaninchenherzen in vivo gezeigt, dass sich ein erstes
Wirkungsfenster direkt nach APC 6ffnet und fir 2 Stunden anhélt. Ein zweites
Wirkungsfenster offnet sich nach 24 Stunden und hélt 48 Stunden an. Im
Zeitraum zwischen beiden Fenstern und nach dem zweiten Fenster findet keine
signifikante Kardioprotektion statt [104]. Diese Beobachtung konnten Redel et
al. mit Desfluran am Mauseherz in vivo bestétigen [105].

Der Vollstdndigkeit halber soll nicht unerwahnt bleiben, dass volatile
Andasthetika das Myokard nicht nur durch Prékonditionierung sondern auch
durch Postkonditionierung vor I/RI schiitzen kdnnen: Schlack et al. zeigten im
Jahre 1996, dass durch Applikation von Halothan in der Frihphase der

Reperfusion die Herzinfarktgrof3e im isolierten Kaninchenherz deutlich reduziert
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[106]. Dieser Effekt wird Ané&sthetika-induzierte Postkonditionierung (engl.
anesthetic-induced postconditioning, APOST) genannt. APOST kann mit den
gangigen volatilen Anasthetika vermittelt werden [107]. In den darauffolgenden
Jahren wurde die Kkardioprotektive Wirkung von IPOST in diversen
Versuchstierspezies wie Kaninchen, Ratte und Maus in vivo bestatigt [108-110].
APC wirkt biphasisch in einem frihen und einem spaten Fenster
kardioprotektiv. In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Signalwege und
Wirkungskaskaden identifiziert, die deutliche Parallelen zu den Mechanismen
bei IPC aufweisen. Im Folgenden wird eine kurze Ubersicht tiber die wichtigsten
gegeben:

Volatile Anasthetika kdnnen sowohl frei durch die Zellmembran diffundieren als
auch transzellular tber GPRCs wirken [111]. Unter den GPRCs wurden bisher
der Adenosin A; Rezeptor, die inhibitorischen G-Proteine, der adrenerge a;
Rezeptor, der Opioid &; Rezeptor sowie der [-adrenerge Rezeptor als
Mediatoren der APC identifiziert [112-115]. Intrazellular spielen ROS eine
wichtige Rolle bei der Kardioprotektion: Volatile Anasthetika férdern die Bildung
von ROS in kleinen Mengen [116], werden ROS dagegen bei APC abgefangen
verringert dies den kardioprotektiven Effekt deutlich [117]. Die geringen Mengen
an ROS sind an der Aktivierung verschiedener Kinasen und Signalwege wie
PKC [118], Tyrosinkinase [119], MAPK [120] und (PI3K)-Akt [121] zur
Kardioprotektion beteiligt.

Zu den wichtigsten Effektoren der APC-vermittelten Kardioprotektion zahlen die
Karp Kanéle. Sie werden nicht direkt durch volatile Anasthetika, sondern durch
verschiedene Kinasen und Signalwege geo6ffnet [122,123]. Dazu zahlen neben
den oben genannten auch die Proteinkinase A (PKA) [124], COX-2 [125] und
NOS [126]. Unter den beiden Subtypen der Karp Kanéle scheint APC mehr tber
den mitochondrialen als tber den sarkolemmalen Subtyp vermittelt zu werden
[122]. Auch wenn der Mechanismus der mitochondrialen Karp Kandle nicht
vollstandig verstanden ist, sind in den letzten Jahren zahlreiche protektive
Eigenschaften beschrieben worden: So fuhrt die Offnung der Kanale unter
anderem zur Reduktion der mitochondrialen Ca?* lonenmenge, zur Drosselung

der Atmungskette, zur Einsparung von ATP und zur erhOhten
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Widerstandsfahigkeit gegen oxidativen Stress [127-130]. Daruber hinaus tragen
Karp Kanale teilweise dazu bei, dass die Offenheitswahrscheinlichkeit der
mPTP gesenkt wird [131,132].

Die aufgefuhrten Mechanismen bewirken vor allem in der Frihphase, dem
ersten Fenster der APC, kardioprotektive Effekte. Das verzOgerte, zweite
Fenster entsteht dadurch, dass die Proteinkinasen und mitochondrialen Katp
Kanale zusatzlich die Transkription wichtiger Faktoren modulieren: HIF-1a und
der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (engl. vascular endothelial growth
factor, VEGF) werden hochreguliert [133]. NF-kB wird ebenfalls stark
beeinflusst wobei bis jetzt noch nicht genau geklart ist ob es in der Summe
APC- bedingt eher hoch- oder runterreguliert wird [134,135]. Diese
Transkriptionsfaktoren fordern die Synthese von kardioprotektiven Substanzen.
Hierzu zahlen unter anderem ROS und COX-2 [136,137], ebenso werden die
mitochondrialen Katp Kanale fir weitere Offnungen sensibilisiert [111].

Eine spezielle Rolle bei der verzégerten Kardioprotektion nimmt NO ein: Redel
et al. haben 2013 am Mauseherz gezeigt, dass die verzogerte APC durch INOS
ausgelost wird und dieser Vorgang unabhangig von der frihen APC durch
endotheliale NOS ablauft [105].

Eine weitere wichtige Rolle bei der APC spielt der B-adrenerge Rezeptor ( —
AR) vermittelte Signalweg. Im Myokard dominiert der B; —AR mit 80%, wahrend
20 % auf den B, —-AR fallen [138]. Die transmembranaren f —AR sind
groRtenteils mit  stimulierenden GPCR verbunden. Uber mehrere
Zwischenschritte aktivieren diese die PKA. Nach Aktivierung phosphoryliert die
PKA unter anderem die sarkolemmalen L-Typ Calciumkandle [139],
Ryanodinrezeptoren  [140] wund das Phospholamban (PLB) am
sarkoplasmatischen Retikulum [141]. Dies flhrt zu einer gesteigerten
Aufnahme, Sensitivitat und Verarbeitung von intrazellularem Ca?* und vermittelt
SO0 positive chronotrope, inotrope und lusitrope Effekte am Herzen [142].
Weiterhin kann der B —AR auch unabhangig vom PKA-Signaltransduktionsweg
die Calcium-Calmodulinkinase Il (CaMKIl) aktivieren, die eine Schliisselposition
im intrazellularen Ca** Haushalt einnimmt [143]. Die Funktion der CaMKII wird

ausfuhrlich bei Punkt 1.3 besprochen. Lange et al. konnten 2006 zeigen, dass

13



eine selektive Blockade des 31 —AR vermittelten Signalweges mit Esmolol im
Kaninchenherzen in vivo die APC aufhebt wahrend es auf die IPC nur einen
geringen Einfluss gehabt hat [144]. Eine selektive Blockade des PKA-
Signaltransduktionsweges mit H-89 hat ebenfalls die APC aufgehoben wéahrend
es auf die IPC keinen Einfluss hat [144]. In weiteren in vivo Studien am
Kaninchenherz hat die gleiche Arbeitsgruppe gezeigt, dass eine selektive
Blockade des B, —AR vermittelten Signalweges mit ICI 118,551 den
kardioprotektiven Effekt durch APC ebenso aufgehoben hat wie eine selektive
Blockade der CAMKII mit KN-93 [103,145]. Diese Ergebnisse zeigen, dass der
B1 —AR vermittelte Signalweg eine zentrale Rolle bei der APC, nicht aber bei
der IPC einnimmt [144].

1.2.3 Klinische Studien zur Kardioprotektion durch Prakonditionierung

Kardioprotektion durch Prakonditionierung ist auch in der Klinik durchgefihrt
worden. Bei der Umsetzung des Konzeptes vom Tiermodell auf den Menschen
gibt es einige Unterschiede: Aus ethischen Gesichtspunkten verbietet es sich
akute Myokardinfarkte beim Menschen gezielt zu induzieren, ebenso sind sie in
der Regel nicht vorhersehbar. Somit kann Prakonditionierung grundsatzlich nur
bei elektiven Interventionen am vorgeschadigten Herz angewendet werden.
Zusatzlich bringen Patienten mit elektiven Herzoperationen in der Regel eine
Vielzahl an Komorbiditdten und Komedikationen mit, welche die
Prakonditionierung beeinflussen kdénnen [60]. Weiterhin kdnnen die
InfarktgréRen am Ende einer Studie in der Regel nicht direkt durch
Herzentnahme ermittelt werden, sondern missen anhand anderer Parameter
wie z.B. Veradnderungen der Biomarker (z.B. Creatinkinase, Troponin, Laktat)
oder Bildgebung (z.B. Computertomographie, Magnetresonanztomographie)
indirekt abgeleitet werden [146].

Trotz dieser erschwerten Voraussetzungen konnten zahlreiche Studien eine
kardioprotektive Wirkung von IPC, RIPC und APC am Menschen zeigen:

1990 konnten Deutsch et al. IPC in einer Studie nachweisen [147]. Dazu wurde

nach einer notwendigen Koronararterienokklusion im Rahmen einer perkutanen
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transluminalen Koronarangioplastie eine weitere Okklusion von 90 Sekunden
durch Ballondilatation herbeigefuhrt. In der zweiten ischamischen Episode
besserten sich die elektrokardiographischen (S-T-Hebung), hamodynamischen
(mittlerer pulmonaler arterieller Druck), metabolischen (Laktatproduktion) und
subjektiven (pektangidse Beschwerden) Parameter im Vergleich zur ersten
ischamischen Episode [147]. Weitere Studien konnten diese Beobachtung
stitzen [148-150].

In der koronararteriellen Bypass Chirurgie hat IPC ebenfalls eine protektive
Wirkung auf das Myokard, was zuerst Yellon et al. 1993 zeigen konnten und in
weiteren Studien bestétigt wurde [151-154]. Eine systemische Meta-Analyse zur
IPC bei Herzoperationen aus 22 Studien mit insgesamt 933 Patienten hat
ergeben, dass sich IPC das Aufkommen ventrikularer Arrhythmien reduziert,
den Bedarf an inotroper Unterstitzung senkt und mit einer kirzeren
Verweildauer auf der Intensivstation einhergeht [155].

RIPC wird durch eine mechanische, non-invasive Ischamie mit anschlie3ender
Reperfusion an Arm oder Bein durchgefihrt. Kardioprotektive Effekte wurden
mit dieser Methode bisher bei koronararteriellen Bypassen, herzchirurgischen
Eingriffen, elektiven perkutanen Koronarangioplastien und akuten perkutanen
Koronarinterventionen ermittelt [146].

Zur positiven kardiogenen Wirkung von APC beim Menschen ist im Jahre 1999
die ersten Studie veréffentlicht worden: Belhomme et al. zeigten, dass bei
koronararteriellen Bypass Operationen eine Gabe von 2,5 MAC Isofluran Uber
funf Minuten und eine anschlieBende Auswaschphase von zehn Minuten zu
einer signifikant niedrigeren Troponin | Freisetzung fuhrt als bei der
Vergleichsgruppe ohne Isofluran [156]. In den Folgejahren sind weitere Studien,
zumeist bei elektiven koronararteriellen Bypass Operationen, durchgefihrt
worden, die zu unterschiedlichen Ergebnissen gekommen sind: De Hert et al.
konnten eine kardioprotektive Wirkung (reduziertes Troponin |, kiirzere Verbleib
auf Intensivstation) von Sevofluran nur nachweisen, wenn es kontinuierlich
wahrend der Eingriffe verabreicht, nicht jedoch wenn es kurz vor dem Eingriff
gegeben wurde [157]. Dagegen kamen Bein et al. in einer ahnlichen Studie zu

dem Ergebnis, dass Sevofluran bei Applikation kurz vor Eingriff eine héhere
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kardioprotektive Wirkung (reduziertes Troponin T und Creatinkinase-MB,
erhohte Herzleistung) erzielt als bei kontinuierlicher Gabe [158]. Weitere
Studien zeigen dass APC auch mit Desfluran und Isofluran eine
kardioprotektive Wirkung haben [159-161]. Garcia et al. zeigten 2005, dass bei
einer APC mit Sevofluran kardiale Komplikationen wie Myokardinfarkte oder
Herzrhythmusstorungen auch noch ein Jahr postoperativ signifikant seltener
auftreten als bei Placebogabe [162].

In vier Metaanalysen wurde die kardioprotektive Wirkung von volatilen
Anéasthetika und totaler intravendser Anasthesie verglichen [163-166]. Nur eine
Analyse aus 22 Studien mit 1922 Patienten konnte eine signifikante Reduktion
beim Auftreten postoperativer Myokardinfarkte und Mortalitdt bei volatilen
Anasthetika im Vergleich zur totalen intravendser Anasthesie feststellen [165].
Allerdings sind eine Vielzahl dieser Studien, die ein Préakonditionierung
proklamieren, im Bezug auf APC mit Vorsicht zu genief3en: Fur eine korrekte
Anasthetika induzierte Prakonditionierung muss auf die Gabe der volatilen
Anasthetika eine Auswaschphase folgen bevor der I/RI Stimulus gesetzt wird,
was oft nicht beachtet wurde [60]. Gleichzeitig werden bei vielen Studien die
volatilen Anasthetika nicht nur vor, sondern auch wahrend der gesamten
Operation appliziert was eine Differenzierbarkeit der gemessenen Effekte stark
einschrankt und so eine Peri- statt Prakonditionierung in den Vordergrund hebt
[167]. Weiterhin wird die Anasthesie nach APC oft mit Propofol
aufrechterhalten, das zumindest bei der RIPC die kardioprotektive Wirkung
einzuschranken scheint [168,169].

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass von einer kardioprotektiven
Wirkung von APC zum gegenwartigen Zeitpunkt beim Menschen ausgegangen
werden kann, aufgrund zahlloser unkalkulierbarer Einflussfaktoren die Wirkung

allerdings nicht mit letzter Sicherheit bewiesen ist.
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1.3 Calcium-Calmodulinkinase Il

Ca**-lonen sind an zahlreichen intrazellularen Transportprozessen beteiligt und
nehmen die Schlusselfunktion bei der elektromechanischen Kopplung, also der
Ubersetzung elektrischer Aktionspotentiale in mechanische Muskelkontrationen,
ein. Dies gilt insbesondere fur das Myokard [170]. Zahlreiche Transportsysteme
und Proteine sind am zellularen Influx und Efflux sowie an der intrazellularen
Umverteilung von Ca®" lonen beteiligt und halten so den intrazellularen Ca®*
Spiegel bedarfsgerecht im Gleichgewicht [142]. Von elementarer Bedeutung fur
die intrazellulare Verteilung der Ca?*-lonen ist die Calcium-Calmodulinkinase I
(CaMKIl), von der vier homologe Genvarianten a, 3, y und & beschrieben sind
[171]. Im Myokard findet sich hauptsachlich die Genvariante CaMKll5 [172].

Im Folgenden wird die Struktur und Funktion der myokardialen CaMKIlls
erlautert und ein Einblick in die Rolle der CaMKlIl5 bei I/RI und Kardioprotektion

gegeben.

1.3.1 Struktur der CaMKIlls im Herzen

Jedes CaMKIlls Monomer besteht aus einer katalytischen, einer regulatorischen
und einer assoziierenden Doméne [173]. An der assoziierenden Doméne
binden sich sechs bis zwolf Monomere radspeichenférmig zum
multifunktionellen CaMKIlls Holoenzym zusammen [174]. Durch eine
autoinhibitorische Region auf der regulatorischen Domane ist die CaMKlIls
zunachst inaktiv [175]. Aktiviert wird sie durch ein Ca®* /Calmodulin Protein, das
ebenfalls an der regulatorischen Doméane bindet, woraufhin es dort durch
Phosphorylierung zu einer Konformationsdnderung und einer damit
einhergehenden Aufhebung der Autoinhibition kommt [176].

Calmodulin ist ein intrazellulares Protein, dass an insgesamt vier
Bindungsstellen hochaffin Ca?* lonen bindet [176]. Bei einer ausreichend hohen
intrazellularen Ca?* Konzentration kann somit die Affinitat vom Ca?* /Calmodulin
Komplex zur CaMKIls um das 700-fache steigen was zu einer effektiven
Aktivierung der CaMKlls fuhrt [177,178]. Bei Aktivierung erhalten die
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katalytischen Doméanen durch Konformationsdnderung Zugang zu ihren
Zielproteinen [178]. Weiterhin kann sich die CaMKIlls nach Aktivierung an der
Aminosédure Threonin 287 autophosphorylieren und im Anschluss Ca?*
/Calmodulin unabhéngig wirken [179]. Selbst nach Abfall der intrazellularen
Ca** Konzentration und der damit verbundenen Dissoziation von Calmodulin
kann sie ihre Aktivitat fur kurze Zeit aufrechterhalten [180]. Deaktiviert wird

CaMKIls erst durch Dephosphorylierung der Autophosphorylierungsstelle [181].

1.3.2 Funktion der CaMKllsz im Herzen

Die Funktion der CaMKIls im Myokard ist maf3geblich mit dem intrazellularen
Ca®* Haushalt beim Zustandekommen der elektromechanischen Koppelung
verbunden: Aktionspotentiale treffen auf spannungsabhéngige L-Typ
Calciumkanéle, die Ca?* lonen in geringen Mengen ins Zytosol freisetzen.
Diese lonen triggern Uber kardiale Ryanoidin Rezeptoren (RyR2) eine massive
Ca”" induzierte Ca** lonenfreisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum.
Dariiber hinaus strémt Ca** iiber den membranésen sekundar-aktiven Na*/Ca®*
Antiporter (NCX) in geringen Mengen ins Zytosol [182]. Die intrazellulare Ca?*
Konzentration steigt dadurch von 107 mol/l auf 10° mol/l woraufhin Ca®'
Troponin C vermittelt den Gleifilamentmechanismus zur Herzmuskelkontraktion
ermdglicht [170]. Zur Beendigung der Kontraktion muss die intrazellulare Ca**
Konzentration wieder auf Ausgangsniveau gesenkt werden. Dies geschieht zum
einen durch die Ca®"ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (engl.
sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase, SERCAZ2a) zurlck in das
sarkoplasmatische Retikulum und zum anderen tber den NCX zurlck in den
Extrazellularraum [183].

Die CaMKlls moduliert die elektromechanische Kopplung durch
Phosphorylierung zentraler Ca®* regulierender Proteine:

In  spannungsabhangige L-Typ Calciumkandle sorgt sie durch direkte
Phosphorylierung  dafir, dass die Kandle nach Eintreffen eines
Aktionspotentials haufiger und langer geéffnet bleiben wodurch vermehrt Ca?*

lonen nach intrazellular einstromen kénnen [184-186].
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In RyR2 sorgt sie durch Phosphorylierung an der Aminosaurestelle Serin 2814
dafir, dass die Sensitivitat und die Offnungswahrscheinlichkeit der Rezeptoren
fir Ca?* erhoht wird wodurch Ca®* lonen vermehrt aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum ins Zytoplasma ausstrémen [187,188].

In SERCAZ2a sorgt sie dafiir, dass die Aktivitat der Ca®* lonenpumpe gesteigert
wird wodurch Ca*" lonen vermehrt in das sarkoplasmatische Retikulum
zurickgepumpt werden und somit die myokardiale Relaxation beschleunigt wird
[189]. Dies geschieht allerdings nur indirekt durch die Phosphorylierung von
Phospholamban (PLB): PLB ist im unphosphorylierten Zustand ein endogener
Inhibitor der SERCA2a [190]. Die CaMKIls phosphoryliert PLB an der
Aminosaurestelle Threonin 17 und hebt somit die Inhibition der SERCAZ2a auf
[191]. Die PKA als Bestandteil des B; —AR vermittelten Signalweges
phosphoryliert PLB an der Aminoséaurestelle Serin 16 und kann damit ebenso
die Inhibition der SERCAZ2a aufheben [192]. Die Aktivierung der CaMKIls kann
neben einem raschen Anstieg der intrazellularen Ca®** Konzentration auch
indirekt Uber den B; —AR vermittelten Signalweg, der ebenfalls die intrazellulare
Ca?* Konzentration erhoht, erfolgen [193]. Somit kann die Aktivitat der
SERCAZ2a uber zwei ineinandergreifende Signalwege moduliert werden.

Neben ihrer zentralen Rolle im intrazellularen Ca** Haushalt scheint die
CaMKlls in die Regulation weiterer kardialer Proteinkanale involviert zu sein:
Sowohl fiir die Na" als auch fiir einige K™ Kanéle gibt es starke Hinweise auf
eine unmittelbare Beteiligung und Regulation durch die CaMKIls [194,195]. Eine
direkte Phosphorylierungsstelle wurde allerdings bis heute fur keine der beiden
Kanaltypen identifiziert.

Abbildung 2 zeigt die wesentlichen Effekte der CaMKIls in der Herzmuskelzelle.
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Abbildung 2 (modifiziert nach [185] und [189]): Funktions- und Phosphorylierungswege der
myokardialen CaMKIllsim Kontext zum intrazellularen Ca®"Haushalt

Aktionspotentiale (AP) verstarken die Aktivitat des Na‘/Ca®* Antiporters (NCX) und aktivieren den L-Typ
Ca”* Kanal, wodurch sich der intrazellulare Ca** Konzentration erhéht und somit vermehrt Ca* lonen tiber
kardiale Ryanoidin Rezeptoren (RyR2) aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in den Intrazellularraum
gelangen. Die vermehrt anfallenden Ca** lonen kénnen mit Calmodulin komplexieren und so die Calcium-
Calmodulinkinase lls (CaMKIlls) aktivieren (A, gestrichelte grine Pfeile). Die CaMKlIls reguliert den
intrazellularen Ca®* Haushalt und kann so zahlreiche Proteine, darunter den L-Typ ca’®" Kanal, RyR2 an
Serin 2814 (Ser2814) und die Ca’"ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (SERCA2a) zur
Wiederaufnahme der Ca®* lonen indirekt Gber Phospholamban (PLB) an Threonin 17 (Thrl?)
phosphorylieren (P, dicke rote Pfeile). PLB wird auch an der Aminosaurestelle Serin 16 (Serl6) von der
Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert. Die PKA ist ein Effektor des betal-Adrenorezeptors (81 —AR) und
wird in mehreren Zwischenschritten Uber ein G-gekoppeltes Protein (Gs=, die Adenylatcyklase (AC) und
cyklisches Adenosinmonophosphat (cCAMP) aktiviert. Die PKA kann neben PLB die Aktivitat zahlreicher
calciumregulierender Proteine direkt regulieren und nimmt damit Einfluss auf die Aktivitat der CaMKlls (P,

gestrichelte rote Pfeile). Bisher ungeklart ist, ob die CaMKlls weitere Kationenkanale direkt phosphoryliert.
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1.3.3 CaMKlls bei Ischamie/Reperfusionsschaden und Kardioprotektion

Bei myokardialen I/RI kommt es Uber verschiedene Mechanismen zu einer
intrazellularen Uberladung mit Ca®" lonen. Der hohe Ca®" Level sorgt auf
unterschiedlichen Wegen fur eine Schadigung des Myokards, unter anderem
durch Hyperkontraktur, Aktivierung der mPTP und Stimulierung der ROS (siehe
Kapitel 1.1). Als ein zentrales Steuerelement des intrazellularen Ca®* Haushalts
spielt die CaMKlIl5 eine wichtige Rolle bei der Vermittlung von I/RI.

Anhand der Phosphorylierung von Threonin 17 am PLB haben verschiedene
Arbeitsgruppen gezeigt, dass sich die Aktivitat der CaMKlls wahrend der
Ischamie und in den ersten Minuten der Reperfusion erheblich steigert [196-
198]. Diese starke Aktivierung der CaMKIlls scheint sowohl protektive als auch
destruktive Effekte auf den I/RI zu haben.

Bei kurzen, reversiblen I/RlI Uberwiegen die protektiven Effekte: Die
Phosphorylierung von Threonin 17 ist bei myocardialem stunning essentiell fur
die Wiederherstellung des intrazellularen Ca** Gleichgewichts durch verstarkte
Ca’* Wiederaufnahme in das sarkoplasmatische Retikulum. Daraus resultiert
trotz ischamiebedingter Azidose eine Normalisierung der Kontraktionsfahigkeit
des Myokards [199-201].

Bei einer langeren Ischdmie/Reperfusionsdauer (45/120 min) Uberwiegen
destruktive Effekte: Vila-Petroff et al. haben am isolierten Rattenherz in vitro
gezeigt, dass die selektive Blockade der CaMKIls mit KN-93 oder dem CaMKlls
inhibitorischen Peptid zu einer deutlichen Reduktion der Herzinfarktgrolie,
einem Absinken von Apoptose- und Nekrosefaktoren sowie einer schnelleren
Besserung der kontraktilen Funktion nach I/RI fihren [198]. Ling et al. kamen
bei einer Studie mit selektiven CaMKlls Knock-out Mausen zu einem
vergleichbaren Ergebnis [202]. Erklart werden die schadlichen Effekte mit der
CaMKlls abhangigen intrazellularen Ca?* Uberladung bei einer Ischamiedauer
von mehr als 20 Minuten [203]: Neben der gesteigerten Wiederaufnahme von
Ca’" lonen durch die CaMKlls werden vermehrt RyR2 aktiviert [188]. Durch eine
abrupte Ca** Freisetzung nach intrazellular gerat das Ca** Gleichgewicht bei
einsetzender Reperfusion aus dem Gleichgewicht und fihrt bereits in der

Frihphase zu Beeintrachtigungen wie Arrhythmien [204].
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Bei der Prakonditionierung scheint die CaMKIls eine wichtige Rolle in der
Vermittlung kardioprotektiver Effekte zu spielen:

Fur die IPC konnten zwei Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander am
Rattenherz in vitro zeigen, dass prakonditinell- bedingte Verbesserungen der
linksventrikuldaren Funktion sowohl nach einer kurzen (funf Minuten) als auch
nach einer langen (40 Minuten) Ischdmiedauer durch eine selektive Blockade
der CaMKIlls mit KN-93 aufgehoben werden [205,206].

Fur die APC konnten Lange et al. zeigen, dass die Desfluran-bedingte
Reduktion der HerzinfarktgroRen bei Kaninchen in vivo durch eine selektive
pharmakologische Blockade der CaMKIlls mit KN-93 aufgehoben wird [145].
Eine Blockade des B1 —AR vermittelten Signalweges mit Metoprolol sorgte in
dieser Studie ebenfalls dosisabhangig fur eine Aufhebung der APC-vermittelten
Kardioprotektion [145].
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2. Hypothesen

In der vorliegenden experimentellen Studie sollten Erkenntnisse Uber den
Einfluss der CaMKIlls auf die Desfluran-vermittelte Prékonditionierung bei
induziertem I/RI erlangt werden. Hierzu wurden Versuchsreihen mit aktiver
(Wildtyp), teilweise aktiver (+/-) und dauerhaft genetisch inaktiver (-/-) CaMKll5s
durchgefiihrt. Die intrazellulare Funktionsfahigkeit der CaMKIls und mdgliche
Regulationsmechanismen wurden anhand der Phosphorylierungsstellen von

Phospholamban und der Expression des (3:-AR (ADRB1) untersucht.

Die Versuche wurden an einem etablierten Mausmodell mit induzierbarem 1I/RI
in vivo durchgefuihrt. Erkenntnisse Uber die intrazellulare Wirkung der
Funktionsproteine wurden Uber die semiquantitative Western-immunoblot
Analyse gesammelt.

Folgende Hypothesen wurden getestet:

1. Die dauerhaft inaktive CaMKlIIs verhindert die Herzinfarktgrof3enreduktion

bei I/RI nach Desfluran-vermittelter Prakonditionierung.

2. Die Phosphorylierung von PLB wird bei dauerhaft inaktiver CaMKIls von
der PKA an der Aminosaurestelle Serin 16 ibernommen.

3. Die dauerhaft inaktive CaMKlls hat mit und ohne APC einen Einfluss auf

den B; adrenergen Signalweg.
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3. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

In der Studie wurden homozygote CaMKiis (-/-) Knock-Out (KO) Mause,
heterozygote CaMKiis (+/-) KO Méause und Wildtyp (WT) Mause verwendet. Bei
allen Mausen handelte es sich um Tiere aus dem Inzucht-Stamm C57BL/6. Es
wurden ausschlie3lich mannliche Mause im Alter von 8-16 Wochen und einem
Gewicht von 20-30 g untersucht.

Die WT Mause wurden aus der der Tierhaltung am Zentrum fur Experimentelle
Molekulare Medizin in Wirzburg (ZEMM) bezogen. Die initialen CaMKiis KO
Zuchtmause wurden dankenswerterweise von Prof. J. Backs aus
Heidelberg/Deutschland zur Verfiigung gestellt und wurden ebenfalls im ZEMM
gezielt miteinander verpaart. Der Genotyp der Tiere wurde im Bezug auf die
CaMKiis laufend kontrolliert (s. 2.2).

Alle Versuchstiere wurden bei einer Raumtemperatur von 22 °C, einer
Luftfeuchtigkeit von 60% und einem gleichmaligen zwdlfstindigen Tag-
/Nachtrhythmus gehalten. Wasser und ausgewogenes Zuchtfutter standen
ihnen ad libitum zur Verfugung.

Die Durchfihrung aller Studienexperimente wurde gemalf Tierschutzgesetz bei
der zustandigen Behdrde des Regierungsbezirkes Unterfranken in Wirzburg
beantragt. Zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfihrung lag die Genehmigung fur
die Experimente vor, sie ist unter dem Aktenzeichen 104/09 (ausfihrlich: 55.2-
2531.01-104/09) einsehbar.
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2.2 Genotypisierung

Nach Verpaarung der CaMKiis KO Tiere wurde der Genotyp des Nachwuchses

bestimmt.

2.2.1 DNA Aufreinigung fur Genotypisierung

Zunachst wurde DNA aus abgetrennten Mauseschwanzspitzen aufgereinigt.

Spezifische Materialien:

- DNA Aufreinigungsset, DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen N.V., Hilden,
Deutschland); Inhalt: Mini-Spin Saulen in 2 ml Sammelgefal3en, 2 mi
SammelgefalRe, Puffer ATL, Puffer AL, Pufferkonzentrat AW1,
Pufferkonzentrat AW2, Puffer AE, Proteinase K

- Ethanol absolut (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

- Thermo-Schittler, Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland)
- Ultrazentrifuge, Centrifuge 5418 r (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

Die Mauseschwanzspitzen wurden aus dem ZEMM bei — 20 °C bezogen.

Je 4 mm Méauseschwanz, 180 pl Puffer ATL und 20 pl Proteinase K wurden in
ein  Sammelgefald gegeben. Anschlielend wurde das Gewebe fir 15 s
gevortext und Uber Nacht in einem Thermo-Schittler bei 56 °C und 300
Umdrehungen*min™ lysiert.

Am nachsten Tag wurde das lysierte Gewebe fir 15 s gevortext, im Anschluss
wurden die enthaltene DNA Stiick fur Stick aufgereinigt und gewaschen:
Zunachst wurden je 200 pl Ethanol absolut sowie 200 pl Puffer AL zu den
Proben gegeben und fir 15 s gevortext. Das Gemisch wurde auf die Mini-Spin
Saulen bertragen und fir 60 s bei 8000 Umdrehungen*min™ zentrifugiert.

Dabei wurde die DNA in einer selektiven Membran der Mini-Spin Saulen
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zurtckgehalten wahrend Uberschissiges Material durch die Membran gedrickt
wurde. Der Durchfluss wurde verworfen und die Mini-Spin Séaulen mit der DNA
auf neue Sammelgefalie gestellt.

In einem ersten Waschschritt wurden durch Zugabe von 500 ul Puffer AW1
hochsalzige Verunreinigungen und Enzyme gel6st und fur 60 s bei 8000
Umdrehungen*min™ abzentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Mini-Spin Saulen mit der DNA auf neue SammelgefalRe gestellt.

In einem weiteren Waschschritt wurden durch Zugabe von 500 ul Puffer AW2
niedersalzige Verunreinigungen und Enzyme geldst und fir 180 s bei 14000
Umdrehungen*min™ abzentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Mini-Spin Saulen mit der DNA auf neue SammelgefalRe gestellt.

Nach den beiden Waschschritten wurde die aufgereinigte DNA aus der
selektiven Membran herausgewaschen. Hierzu wurde jeder Probe 100 pl Puffer
AE zugegeben, bei Raumtemperatur fir 60 s inkubiert und anschlie3end fiir 60
s bei 8000 Umdrehungen*min™ zentrifugiert. Um eine méglichst vollstandige
Auswaschung zu gewahrleisten, wurde der Schritt mit 50 pl Puffer AE bei
ansonsten gleichbleibenden Parametern wiederholt.

Insgesamt wurde aus jeder Probe 150 pl aufgereinigte DNA-Elution gewonnen.

2.2.2 PCR fur Genotypisierung

Die aufgereinigte DNA wurde fir eine Genotypisierungs-Polymerase
Kettenreaktion (engl. polymerase chain-reaction, PCR) zur Bestimmung der

murinen Genotypi hinsichtlich der CaMKIlls verwendet.

Spezifische Materialien:

- Genotypisierungsset, Tag PCR Master Mix Kit (Qiagen N.V., Hilden,
Deutschland); Inhalt: Tag PCR Master Mix aus Taq DNA-Polymerase,
Qiagen PCR-Puffer, Desoxyribonukleosidtriphosphate

-  GAPDH-Primer (Eurofins Scientific SE, Luxemburg)

- PCR-Thermozykler, Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (LIFE
technologies AG, Carlsbad, USA)

26



- Nuklease-freies Wasser (Qiagen N.V., Hilden, Deutschland)
Primer fur CaMKIlls Genotypen, bestellt bei Eurofins Genomics (Eurofins
Scientific SE, Luxemburg)

- Primer 1 (CaMKll3): gtClIdCKO-LA-sn

- Primer 2 (CaMKll5 ): gtClIdCKO-KA-as

- Primer 3 (CaMKll5 ): gtClIdCKO-SA-as

Um ein gleichbleibendes Temperaturmilieu zu gewahrleisten wurden alle im
Folgenden erlauterten Schritte und verwendeten Substanzen auf Eis gestellt
oder auf 4 °C heruntergekuhlt.

Die Primer wurden zu einer Endkonzentration von 100 pmol/ul in Nuklease-
freiem Wasser aufgeldst, somit wurde gemald der Angaben von Eurofins Primer
1in 92 pl, Primer 2 in 299 pl und Primer 3 in 260 pl aufgeldst. Danach wurden
sie gevortext und ruhten zur Vermischung fur 30 min. Im Anschluss wurden 40
pl Primer 1, 20 pl Primer 2, 20 pl Primer 3 mit Nuklease-freiem Wasser im
Verhéltnis 1:5 zu einem Gesamtvolumen von 400 pl Primer Mix verdinnt (80 pl
Primer zu 320 pl Wasser), gevortext und wieder fur 30 min vermischt. Der
Primer-Mix wurde bis zur weiteren Verwendung auf -20 °C weggefroren.

Die Ansatze fir die PCR wurden mit dem Genotypisierungsset wie folgt
zusammengestellt: 8,5 pl Nuklease-freies Wasser, 13 pyl Tag PCR Master Mix,
1,5 ul Primer Mix, 2 ul DNA. Jeder Ansatz bestand somit aus einem
Gesamtvolumen von 25 pl und reichte im weiteren Verlauf fur zwei
Gelauftragungen. Daneben wurde zusatzlich eine Negativkontrolle mit
Nuklease-freiem Wasser statt DNA und eine Positivkontrolle mit GAPDH
Primern statt Primer Mix bei ansonsten gleichen Volumina hergestellt.

Die Anséatze mit der zu analysierenden DNA wurden in einen Thermozykler

gestellt, die PCRs wurden dabei mit folgender Programmierung durchgefuhrt:
94 °C flr 120 s fur den Heil3start zur Aktivierung der Polymerasen.

35 Zyklen mit
- 96 °C fur 10 s fur die Denaturierung der Doppelstrang-DNA.
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- 60 °C fur 15 s fur die Primerhybridisierung an den spezifischen DNA-
Bindungsstellen.

- 72 °C fur 45 s fur die Elongation der Einzelstrdnge mit freien
Desoxyribonukleosidtriphosphaten.

72 °C fur 10 min am Ende der 35 Zyklen fur die finale Elongation.

Nach Abschluss des PCR-Prozesses wurden die Proben auf 4 °C

heruntergekuhlt.

2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese und Genotypbestimmung

Im nachsten Schritt der Genotypisierung wurden die amplifizierten CaMKIl;

Subtypen DNA-Strange nach ihrer Basenpaarlange in Agarosegel aufgetrennt.

Spezifische Materialien:
- Agarose (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
- DNA-Farbemittel, SYBR Safe DNA Gel Stain (LIFE technologies AG,
Carlsbad, USA)
- Ladepuffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
DNA-Marker, peqGOLD (PegLab Biotechnologie = GmbH, Erlangen,
Deutschland)

- Agarose-Gelelektrophoresekammer, EasyPhor Medi (Biozym Scientific
GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland); Inhalt:
Gelelektrophoresekammer, Kamm mit 20 Taschen je 1 mm Dicke

- Spannungsquelle, PowerPac High-Current Power Supply (BioRad
Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland)

- Personal Computer (Hewlett Packard, Palo Alto, USA)

- Auswertegerat Alpha Innotech FluorChem FC2 (Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf, Deutschland)

- Auswerteprogramm Alpha Innotech FluorChem SP (Biozym Scientific
GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland)
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Spezifische Puffer:
Tris-Acetat-EDTA (TAE) Puffer 10-fach fur 1 I
- 48,4 g Tris (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland), gelost in 500
ml H,O
- 20 ml Na;EDTA 0,5 M bei pH 8,0 (Serva Feinbiochemica GmbH & Co.,
Heidelberg, Deutschland)
- 11,4 ml Eisessig (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

- Auffillen mit aqua dest. auf 1 |

Zunachst wurde ein Agarose Gel 2 % hergestellt. Hierfir wurde 2 g Agarose in
100 ml TAE-Puffer (1-fach) aufgelost und in einer Mikrowelle fir 3 min bei 800
Watt aufgekocht. Der Kochvorgang wurde jede Minute unterbrochen und die
Losung solange geschwenkt bis sich die Bestandteile homogenisierten. Danach
wurde in die aufgekochte DNA 12 pl Farbemittel hinzugegeben und ebenfalls
durch Schwenken gut verteilt. Im Anschluss wurde das Agarosegel blasenfrei in
die Gelelektrophoresekammer samt eingestecktem Kamm gefillt und hartete
aufgrund des photosensibelen DNA-Farbemittels abgedunkelt aus.

In  der Zwischenzeit wurden die amplifizierten DNA-Proben zur
elektrochemischen Stabilisierung mit einem Ladepuffer gemischt. Hierfur
wurden zu 13 ul jeder DNA-Probe 2 pl Ladepuffer hinzugegeben. Im Anschluss
wurde diese Mischung in die Geltaschen gefillt, wobei jede Probe zur Kontrolle
doppelt aufgetragen und sowohl eine Positiv- als auch eine Negativkontrolle (s.
Punkt 2.2.2) hinzugefugt wurde. Zur Lauffrontbestimmung der DNA und zur
Ermittlung ihrer Bandenlange wurden in regelmafigen Abstanden Taschen mit
6 ul DNA-Marker befillt.

Nach Befillung wurde die Gelelektrophoresekammer mit einem Deckel
verschlossen, an die Spannungsquelle angeschlossen und lief bei 90 V fur 45
min.

Im Anschluss wurde die Lange der DNA-Fragmente in den einzelnen
Lauffronten bestimmt. Hierzu wurde das Gel in eine Entwicklungskammer
gegeben und die DNA-Banden aufgrund des fotosensiblen Farbemittels mit
ultraviolettem (UV) Licht sichtbar gemacht.
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Der CaMKIls Genotyp wurde im Anschluss anhand der DNA-Basenpaare
bestimmt, wobei homozygote CaMKiis (-/-) KO Méause ihre Bande bei 500
Basenpaaren zeigten, WT Mause ihre Bande bei 282 Basenpaaren zeigten und
heterozygote CaMKiis (+/-) KO Mause ihre Banden sowohl bei 500 als auch bei

282 Basenpaaren zeigten.
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2.3 Experimentelles Tiermodell

In der Studie wurde bei den Tieren das Herz freiprapariert, eine
Koronararterienokklusion durchgefuhrt und nach einer Reperfusionsphase die

Herzen fir weitere Untersuchungen entnommen.

2.3.1 Vorbereitung

Im ersten Schritt wurden mit den Tieren alle MalBhahmen getroffen, um im
Verlauf komplikationslose Operationen und experimentelle Interventionen

durchfiihren zu kbnnen.

Spezifische Materialien:

- Natrium-Pentobarbital (Merial, Hallbergmoos, Deutschland)

- Beheizbare Warmeplatten (Fohr Medical Instruments, Seeheim,
Deutschland)

- Arterielle Kanile, 22G (BD Insyte-W, Heidelberg, Deutschland)

- Beatmungsgerat fur Kleinnager (SAR 830/AP, CWE Inc., Ardmore, USA)

- Medizinischer Sauerstoff (Linde AG, Miunchen, Deutschland)

- Infusor PHD 2000 (Harvard Apparatus, Holliston, USA)

- PE10-Katheter (Braintree Scientific Inc., Braintree, USA)

- Vicrylfaden 6-0 (Ethicon, Norderstedt, Deutschland)

- Druck-Messwandler (Combitrans, B. Braun, Melsungen, Deutschland)

- 3-Kanal Elektrokardiogramm (FMI GmbH, Seeheim, Deutschland)

- Konverter, analog zu digital (Data Translation TM, Marlboro, USA)

- Datenanalysesoftware (Notocord hem 3.5, Croissy sur Seine,
Frankreich)

- Personal Computer (Hewlett Packard, Palo Alto, USA)
Zundchst wurden die Tiere anasthesiert. Hierfir wurde ihnen Natrium-

Pentobarbital (60 mg/kg Korpergewicht) intraperitoneal appliziert. Die

Narkosetiefe wurde wahrend des gesamten Protokolls regelmafRlig durch
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gezielte Schmerzreize an den Hinterpfoten der M&use Uberprift und im Falle
eines auslésbaren FulBwegzieh-Reflexes mit einer weiteren Natrium-
Pentobarbital Applikation (15 mg/kg Korpergewicht) angepasst.

Die Mause wurden auf beheizbare Warmeplatten gelegt und in Rickenlage an
Schwanz und Extremitaten mit Silkpflastern fixiert. Zur Aufrechterhaltung einer
konstanten Korpertemperatur wurde den Tieren ein Temperaturmessgeréat
rektal eingefuhrt. Das Messgerat wurde in einem Regelkreis mit den
Warmeplatten verschaltet und gewahrleistete so eine Korpertemperatur von
37,0+ 0,3 °C.

Die Intubation der Tiere erfolgte endotracheal mit einer arteriellen 22G Kanile
unter Sicht. AnschlieBend wurden sie mit einem Luft-Sauerstoff-Gemisch
(50%/50%) druckkontrolliert beatmet. Der maximale Beatmungsdruck betrug
dabei 30 cm*H,O bei einem positiven endexspiratorischen Druck von 1-3
cm*H,0 und einer Beatmungsfrequenz von 20-30 Zugen pro Minute.

Der zu erwartende Flussigkeitsverlust durch Blutung, renale Ausscheidung und
Verdunstung wurde durch 0,9 % NaCl-Substitution (20 pl*g**h™) tiber die
rechte Vena jugularis ausgeglichen. Der mittlere arterielle Blutdruck (engl. mean
arterial pressure, MAP) wurde uber die rechte Arteria carotis communis
gemessen. Hierzu wurde ein PE10-Katheter gefullt mit 0,9% NacCl in die Arterie
eingefuhrt, dort mit einem Vicrylfaden der Starke 6-0 fixiert und mit einem
Druck-Messwandler verbunden. Zuséatzlich wurde den Tieren ein 3-Kanal
Elektrokardiogramm angelegt um Anderungen der Herzfrequenz (Hf) und der
elektrischen Aktivitat der Herzmuskelfasern, insbesondere wahrend der
Koronarokklusion, zu tberwachen.

Die beschriebenen hamodynamischen Parameter (EKG, Hf, MAP) wurden
kontinuierlich gemessen und mit der Datenanalysesoftware Notocord auf einem

Personal-Computer aufgezeichnet.

32



2.3.2 Operation, Koronararterienokklusion und Reperfusion

Die Tierpraparation und Operation am Mauseherz erfolgte unter einem
Stereomikroskop mit 3,75-facher bis 10-facher VergréRerung und suffizienter

Ausleuchtung durch zwei unterschiedlich positionierte Lichtquellen.

Spezifische Materialien:
- Stereomikroskop (OPMI-9-FC, Zeiss, Jena, Deutschland)
- Paraffin (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
- Operationsbesteck (FST, Heidelberg, Deutschland)
- Elektrokauter (FST, Heidelberg, Deutschland)

- Rippenspreizer (Noras, Wirzburg, Deutschland)

- Parafilm M Verschlussfolie (American National Can, Chicago, USA)
- PE10-Katheter (Braintree Scientific Inc., Braintree, USA)
- Vicrylfaden 6-0 (Ethicon, Norderstedt, Deutschland)

Zunachst wurde der Brustbereich mit flissigem Paraffin eingestrichen wodurch
der Operationsbereich trotz des Tierfelles gut einsehbar war und die
Schnittfihrung erleichtert wurde. Die M&ausehaut wurde mit einem geraden
Schnitt von der linken Axillarlinie zum Processus xiphoideus ertffnet. Der
hervortretende Musculus (M.) pectoralis major wurde am medialen Ansatz vom
Sternum geldst und in den Axillarbereich verlagert, der M. pectoralis minor
wurde am scapuldren und clavicularen Ansatzpunkt abgetrennt und nach
medial verlagert. Nach der Manipulation am offenen Herzen wurde dieser
Muskel wieder Uber das Herz gelegt und mit einer Parafinfolie Gberdeckt um
den Flussigkeitsverlust durch Austrocknung zu verringern. Nach Mobilisation
der Mm. Pectorales wurden Brustkorb sowie Pleura parietalis mit Hilfe eines
Elektrokauters im vierten Interkostallraum erdffnet und die dritte Rippe vom
thorakalen Ansatzpunkt gelost. Der neu geschaffene Interkostalspalt wurde mit
einem Rippenspreizer vorsichtig aufgedehnt bis der darunterliegende
Herzbeutel gut einsehbar war. Mit einem Vertikalschnitt wurde das Perikard

behutsam er6ffnet, sodass das schlagende Herz zum Vorschein kam.
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Im nachsten Schritt wurde die hellrote linke Koronararterie im Myokard der
Tiere aufgesucht und ihr linker, vorderer absteigender Ast (engl. left anterior
descending coronary artery, LAD) identifiziert. Unmittelbar unterhalb des linken
Herzohres wurde der LAD mit einem Vicrylfaden der Starke 6-0 vorsichtig
unterstochen und der Faden soweit durchgezogen, bis die Fadenenden auf
beiden Seiten des Stiches die gleiche Lange hatte. Die Fadenenden wurden
durch ein 3 mm langes PE10-Silikonréhrchen gefadelt. Das R6hrchen wurde bis
auf einen Zentimeter vor den LAD geschoben. An beiden Fadenenden wurde
ein 1,5 ml Eppendorfgefal befestigt und jeweils soweit mit Leitungswasser
aufgefullt bis es genau 1 g schwer war. Danach wurden die Fadenenden an
beiden Seiten der Maus symmetrisch Uber zwei gleichmaldig nach vertikal
verstellbare Stangen gelegt.

Die Koronararterienokklusion konnte nun herbeigefiihrt werden, indem die
Stangen soweit in ihrer Hohe verstellt wurden bis sich die Faden spannten und
die Eppendorfgefale gleichzeitig von der Tischplatte abhoben. Durch den
beidseitigen Fadenzug wurde das Silikonréhrchen auf den LAD gedrickt und
konnte ihn konstant und Dank des weichen Silikons schonend okkludieren.

Eine erfolgreiche Koronararterienokklusion machte sich durch folgende Kriterien
bemerkbar: Im EKG zeigte sich eine Hebung der ST Strecke, der distale Anteil
des LAD farbte sich aufgrund des Sauerstoffmangels violett und das betroffene
Herzareal farbte sich aufgrund der Minderperfusion zyanotisch. Nach
Beendigung der ischamischen Koronararterienokklusion folgte die Reperfusion
des Herzareals. Fur die Reperfusion war eine weinrote Hyperamie des
betroffenen  Herzgewebes sowie eine Normalisierung des EKGs

charakteristisch.

2.3.3 Experimentelles Protokoll far gravitoplanimetrische

InfarktgroRenbestimmungen

Die Tiere wurden in vier Gruppen eingeteilt. Zwei Gruppen bestanden aus WT

Mausen, die anderen beiden aus homozygoten CaMKlls (-/-) KO Mausen.
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Innerhalb des im Bezug auf die CaMKIlls identischen Genotyps wurden die Tiere

randomisiert den Versuchsgruppen zugeordnet.

Spezifische Materialien:

- Narkosemittelverdampfer Drager Trajan 808 (Dragerwerk AG, Lubeck,
Deutschland)
- Desfluran (Baxter Deutschland GmbH, Héchstadt, Deutschland)

Das experimentelle Protokoll startete vor der Koronararterienokklusion und
nach Beendigung der chirurgischen Praparation.

Alle Tiere erhielten zu Beginn des Protokolls eine 30-minttige
Aquilibrierungsphase, auch Baseline genannt, in der Kkeine Intervention
stattfand. Die wahrend dieses Zeitraumes gemessenen systemischen
hamodynamischen Parameter (EKG, Hf, MAP) wurden als Ausgangswerte fir
die weiteren Messungen gesetzt.

Alle Gruppen erhielten eine Koronararterienokklusion von 45 Minuten Dauer mit
einer darauffolgenden Reperfusionsphase von 180 Minuten. Das Ende der
Reperfusionszeit markierte zugleich das Ende des experimentellen Protokolls
und mundete in der Herzentnahme mit Ventrikelextraktion wie in Punkt 2.4.1
beschrieben.

Jeweils eine Gruppe aus den WT Tieren und eine Gruppe aus den
homozygoten CaMKll5 (-1-) KO Tieren erhielten vor der
Koronararterienokklusion eine Anasthetika-induzierte Prakonditionierung (APC)
mit dem volatilen Anasthetikum Desfluran (1,0 MAC) Uber 15 Minuten mit einer
anschlieBenden Auswaschphase von ebenfalls 15 Minuten. Diese Gruppen
werden im Folgenden als WT-APC (n=7) und CaMKIlls (-/-) KO APC (n=9)
bezeichnet.

Die beide ubrigen Gruppen erhielten zur Kontrolle (engl control, CON) keine
zusatzlichen Interventionen und werden im Folgenden als WT CON (n=8) und
CaMKll5 (-/-) KO CON (n=8) bezeichnet.

Das experimentelle Versuchsprotokoll zur Infarktgro3enbestimmung ist in
Abbildung 3 dargestellt.

35



) I somin 15 min 15 min 45 min 1B mn
atart dos X

= ook | * ] s s
Wrape | Bassine | cPC [awP | cwsusion | Repsrfusion
WT CON Daddushon | RsparTusion

CaMKE: (+-)KOAPC | Bassine | 4PC |AWP |  Osxusion | Repsrfusion

CAMKN [4-) KO CON DARIUEHON | RsparTusion

Abbildung 3: Darstellung des experimentellen Protokolls fir gravitoplanimetrische
InfarktgroRenbestimmungen

Baseline = Aquilibrierungsphase von 30 min Dauer, Okklusion = Koronararterienokklusionsphase von 45
min Dauer, Reperfusion = Reperfusionsphase von 180 min Dauer, OE = Organentnahme der Herzen nach
Beendigung des experimentellen Protokolls.

APC = Anasthetika-induzierte Prakonditionierung mit Desfluran 1 MAC von 15 min Dauer, AWP =
Auswaschphase von 15 min Dauer, WT APC = Wildtypm&use mit APC (n =7), WT CON = Wildtypm&use
ohne Intervention durch APC (n= 8), CaMKll;5 (-/-) KO APC = Homozygote CaMKlIl5 (-/-) Knock-Out Mause
mit APC (n=9), CaMKIl5 (-/-) KO CON = Homozygote CaMKlIl5 (-/-) Knock-Out Mause ohne Intervention mit
APC (n=8).

Bei allen Versuchstieren handelt es sich um mannliche C57BL/6 Mause im Alter von 8 — 16 Wochen.

2.3.4 Experimentelles Protokoll fir molekularbiologische Untersuchungen

Das experimentelle Protokoll startete vor der Koronararterienokklusion und
nach Beendigung der chirurgischen Préparationen. Es deckte sich mit dem
Protokoll zur InfarktgréRenbestimmung, lediglich die Reperfusionszeit wurde auf
35 min verklrzt, um das Zeitfenster fir die maximale Proteinexpression
abzupassen.

Die Gruppenstarke fir die Organentnahme betrug jeweils n=4. Zu den
bekannten Genotypen WT und CaMKlIls (-/-) KO kam noch der heterozygote
CaMKlls (+/-) KO Genotyp hinzu. Alle Genotypen wurden in zwei Gruppen
aufgeteilt: Die eine Gruppe (APC-Gruppe) erhielt vor  der

Koronararterienokklusion eine APC mit dem volatilen Anasthetikum Desfluran
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(1,0 MAC) uber 15 Minuten mit einer anschlielBenden Auswaschphase von
ebenfalls 15 Minuten. Die andere Gruppe (CON-Gruppe) erhielt vor der
Koronararterienokklusion zur CON keine zusétzlichen Interventionen.

Das experimentelle Versuchsprotokoll zur Organentnahme ist in Abbildung 4

dargestellt.

Hmin 15 min 15 min 45 min 35 min

= rodododl s | - "l = rosok.olls

WTA4PC | Bassiine | ipc

s | owsusion | Repertusion

WT CON O uShon | Repertusion

CaMKE; (+-) KOAPC | Bassiine | APC | AWP |  Omsusion | Repertusion
CaMKI; [+-} KO CON O uShon | Repertusion
CEMKl; () KOAPC | Bassline | oPC |AWP|  Owsusion | mepertusion
CaMKl; [4-) KO CON O uShon | Repertusion

Abbildung 4: Darstellung des experimentellen Protokolls fir molekularbiologische
Untersuchungen

Baseline = Aquilibrierungsphase von 30 min Dauer, Okklusion = Koronararterienokklusionsphase von 45
min Dauer, Reperfusion = Reperfusionsphase von 35 min Dauer, OE = Organentnahme der Herzen nach
Beendigung des experimentellen Protokolls.

APC = Anasthetika-induzierte Prakonditionierung mit Desfluran 1 MAC von 15 min Dauer, AWP =
Auswaschphase von 15 min Dauer, WT APC = Wildtypm&use mit APC (n =4), WT CON = Wildtypmé&use
ohne Intervention durch APC (n= 4), CaMKll5 (+/-) KO APC = Heterozygote CaMKIlls (+/-) Knock-Out
Mause mit APC (n=4), CaMKlls (+/-) KO CON = Heterozygote CaMKlls (+/-) Knock-Out Mause ohne
Intervention mit APC (n=4), CaMKll5 (-/-) KO APC = Homozygote CaMKlls (-/-) Knock-Out M&ause mit APC
(n=4), CaMKll5 (-/-) KO CON = Homozygote CaMKlls (-/-) Knock-Out M&use ohne Intervention mit APC
(n=4).

Bei allen Versuchstieren handelt es sich um mannliche C57BL/6 Mause im Alter von 8 — 16 Wochen.
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2.4 Organentnahme

Nach Vorbereitung, Operation und Koronararterienokklusion wurden am Ende
der Reperfusionszeit die Tierherzen fiur weiterfuhrende Infarktgréf3en-

bestimmungen sowie flr molekularbiologische Untersuchungen entnommen.

2.4.1 Organentnahme fir gravitoplanimetrische Infarktgrof3enbestimmung

In diesem Versuchsteil wurden die Herzen entnommen und Herzinfarktgréf3e

sowie die ischamischen Anteile gravitoplanimetrisch ermittelt.

Spezifische Materialien:
- Heparin 25000 IE (Ratiopharm AG, Ulm, Deutschland); gel6st in 50 ml
NacCl, entspricht 500 IE*mI™
- Farbstoff, Evans blue (0.1 g*ml™; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
- Natrium-Pentobarbital (Merial, Hallbergmoos, Deutschland)

- Mauseherzform aus Acryl (Aster Industries, McCandles, USA)

- 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid, TTC 20 mg*ml™ (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA)

- Formaldehyd 10 % (Fischar, Saarbrticken, Deutschland)

- Digitalkamera, Finepix S3 Pro (Fujifilm, Tokio, Japan)

- Digitale Messwaage, Sartorius R 180 D (Sartorius GmbH, Géttingen,
Deutschland)

- Bildbearbeitungssoftware, AdobePhotoshop Version 8.0.1 (Adobe
System Inc., San Jose, USA)

- Personal Computer (Fujitsu Siemens, Augsburg, Deutschland)

Nach Applikation von 500 IE Heparin intravends wurde die unterstochene
Koronararterie mit einem festen Knoten final okkludiert. Im Anschluss wurde
den Tieren vorsichtig 1 ml Evans blue in die Carotisarterie injiziert. Die

Applikation des Farbstoffs sorgte dafir, dass sich alle durchbluteten Herzareale
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blau farbten, wahrend die ischamischen Herzareale distal der Okklusionsnaht
unverandert blass-rot blieben.

Nach intraperitonealer Injektion einer letalen Dosis Natrium-Pentobarbital (150
mg pro kg Koérpergewicht) wurden die Herzen durch Abtrennung der Aorta
sowie der Vena cava inferior und superior entnommen und in einem gekuhlten
Gefald mit 0,9 % NaCl abgelegt. Die Kiihlung wurde erreicht indem das Gefal3 5
min vor Organentnahme auf eine mit Eis gefillte Styroporbox gestellt wurde
und dort wahrend des Zeitraumes der Abpraparation verblieb. Von den Herzen
wurden zugig die linken Ventrikel abprapariert und bei — 20 °C fur 30 min
eingefroren. Im Anschluss wurden die Herzen von Basis zum Apex in 1 mm
dicke Scheiben geschnitten. Hierfir wurden sie in eine vorgefertigte
Mauseherzform aus Acryl gesteckt, welche in 1 mm Abstanden parallele
Offnungsschlitze fiir Rasierklingen aufweist.

Die Herzschnitte wurden bei 37 °C fur 30 min mit 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) pH 7,4 inkubiert. Bei TTC handelt es sich um
einen Redox-Farbstoff, der in seinem oxidierten, wasserlslichen Zustand
farblos ist und in seinem reduzierten, fettldslichen Zustand rot erscheint.
Folglich wird TTC in vitalem Gewebe durch oxidative Koenzyme wie z.B.
Nicotinamidadenindinukleotid =~ (NADH)  reduziert und l&sst diesen
Gewebeabschnitt rotlich erscheinen, wahrend avitales Gewebe aufgrund
fehlender Redoxpartnern farblos bleibt. Die gefarbten Gewebsschnitte wurden
uber Nacht in 10 % Formaldehyd eingelegt.

Am folgenden Tag wurden die Herzschnitte gravitoplanimetrisch ausgewertet.
Hierzu wurden sie einzeln mit einer digitalen Messwaage gewogen und mit
einer Digitalkamera von beiden Seiten fotografiert. Die Fotos wurden im
Anschluss geblindet mit AdobePhotoshop CS 8.0.1 an einem Personal
Computer ausgewertet. Dabei wurden blaue Gebiete als Normalzonen (NZ),
rote Gebiete als Area at Risk (AAR) und weil3e Zonen als Infarktzonen (engl.
infarct size, IS) markiert. Im Anschluss wurde die IS als prozentualer Anteil der
AAR gravitoplanimetrisch nach bekanntem Verfahren bestimmt [207]. Im
Kaninchen- und Rattenmodell wurde bereits gezeigt, dass die Grol3e der AAR

ein bedeutender Pradiktor fur die Gro3e des Infarkts darstellt [208]. Aus diesem
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Grund wurden in die Auswertung nur Herzen eingeschlossen, deren AAR

mindestens 20 % der Herzflache ausmachten.

2.4.2 Organentnahme fur molekularbiologische Untersuchungen

Am Ende der Reperfusionsphase wich das Vorgehen bei der Organentnahme
fur  molekularbiologische Untersuchungen vom Vorgehen bei der
Organentnahme fir Infarktgréf3enbestimmung ab:

Bei der Organentnahme fir molekularbiologische Untersuchungen wurde nach
der Reperfusionsphase weder Heparin intravends verabreicht noch eine
Evans-Blue Farbung durchgefihrt. Ebenso wurde auf die finale
Koronararterienokklusion verzichtet.

Die Entnahme der Mauseherzen sowie die Abpréparation der linken Ventrikel
erfolgte wie in Punkt 2.4.1 beschrieben. Vorhtfe sowie rechter Ventrikel wurden
verworfen. Die linken Ventrikel wurden nach Abpraparation rasch in
EppendorfgefalRe gegeben und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zu
ihrer Verwendung in molekularbiologischen Untersuchungen wurden die linken
Ventrikel bei -80 °C verwabhrt.
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2.4 Molekularbiologische Untersuchungen

Nach Entnahme der Herzen wurden die Myozyten der linken Ventrikel

aufbereitet, ihre Proteine nach Molekulargewicht aufgetrennt und Zielproteine

mit spezifischen Antikbrpern detektiert.

2.5.1 Herstellung von Zelllysaten

Im ersten Schritt wurden die Myozyten der linken Ventrikel in ihre Zellfraktionen

und dazugehdriges Zytosol lysiert.

Spezifische Materialien:

Homogenisator mit Glaskolben und Homogenisatorzylinder, IKA RW14
basic (IKA Werke, Staufen, Deutschland)

Zentrifuge, Sepatech Megafuge 1,0R (Heraeus, Hanau, Deutschland)
Glaspipette mit Peleusball (Brand GmbH, Wertheim, Deutschland)
Proteaseinhibitor, cOmplete Protease Inhibitor mini (Roche diagnostics,
Mannheim, Deutschland)

Laemmli Puffer, 4x (BioRad, Hercules, USA)

beta-Mercapto-Ethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Spezifische Puffer:

Phosphatgepufferte Salzldsung (engl. phosphate buffered saline, PBS) 5-fach
bei pH 7,4 fur 100 ml:

20 g NaCl (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
11,73 g NaH,PO4 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
41,17 g Na;HPO4 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
Auffillen mit aqua dest. auf 1 |

Titration auf pH 7,4 mit HCL 32 % (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland)

Radio-Immunoprecipitations Assay (RIPA) Puffer fur 50 ml:

0,5 ml Igepal CA-630 (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
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- 0,25 ml Sodium Desoxycholic Acid (Sigma Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland)

- 0,05 ml Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamid (Sigma Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland)

- 49,5 ml PBS (s. oben)

Zur Herstellung der Zelllysate wurden die tiefgefrorenen linken Ventrikel der
Mause zunachst schonend auf Eis aufgetaut. Um ein gleichbleibendes
Temperaturmilieu zu gewahrleisten wurden alle im Folgenden verwendeten
Substanzen und Gegenstdnde ebenfalls auf Eis gestellt oder auf 4 °C
heruntergekuhlt.

Zum Schutz der Ventrikelproteine vor Zersetzung durch Proteasen wurde eine
Tablette Proteaseinhibtor in 10 ml RIPA-Puffer aufgeldst und dieser modifizierte
RIPA-Puffer fir die weiteren Lysatherstellung verwendet.

Die Ventrikel wurden einzeln in den Homogenisatorzylinder gegeben und 750 pl
RIPA-Puffer hinzugefligt. Anschlieend wurden sie mittels Glaskolben fir 30 s
bei 800 Umdrehungen*min™ homogenisiert und in ein 1,5 ml EppendorfgefaR
Uberfuhrt. Nach jeder Homogenisierung wurde  Glaskolben und
Homogenisatorzylinder mehrmals sorgfaltig mit NaCl 0,9% Lo6sung
abgewaschen.

Die Homogenisate wurden fir 5 min bei 11600 Umdrehungen*min™
zentrifugiert, danach wurde der Uberstand mit zerlegten Zellfraktionen und
Zytosol abgenommen und das am Boden liegende Zellpellet verworfen. Jeder
Uberstand wurde wie folgt in zwei EppendorfgefaRe aufgeteilt: Fur den
Western-Immunoblot wurden je 300 pl Proteinlésung mit 99,5 ul 4x Laemmli-
Puffer und 0,5 pl beta-Mercapto-Ethanol (Verhaltnis 3:1) vermischt, die restliche
Proteinldsung wurde nativ eingefillt. Fir weiterfihrende Versuche wurden die

Proben bei -80 °C verwabhrt.
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2.5.2 BCA Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationen der homogenisierten Proben wurden mit der
Bicinchoninic Acid (BCA) Methode photometrisch bestimmt [209].

Spezifische Materialien:

- Proteinkonzentrationsbestimmungsset, Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA); Inhalt: BCA Reagenz A,
BCA Reagenz B, Albumin Standard Ampules (ASA) als Standardalbumin

- 96-Loch Mikroplatten(A. Hartenstein, Wirzburg, Deutschland)

- RIPA Puffer (s. Punkt 2.5.1)

- Mikrotiterplatten Lesegerat, Sunrise (Tecan Group Ltd., Mannedorf,
Schweiz)

- Analysesoftware, Magellan Version 5.01 (Tecan Group Ltd., Mannedorf,
Schweiz)

- Personal Computer (Fujitsu Siemens, Augsburg, Deutschland)

- Schuttler, Heidolph Duomax 1030 (Heidolph Instruments GmbH &
Co.KG, Schwabach, Deutschland)

Zunachst wurde eine Proteinkonzentrations-Verdunnungsreihe fur die BCA
Methode gemall Anleitung des Proteinkonzentrationsbestimmungssets
hergestellt. Dabei wurde je eine reine Standardalbuminprobe mit 2000 pg*ml™
Protein und eine reine RIPA Kontrollprobe mit 0 pg*m™ Protein sowie sieben
Verdinnungen aus Standardalbumin und RIPA-Puffer vorbereitet: 1500, 1000,
750, 500, 250, 125, 25 pg*ml™* Protein. Die komplette Verdiinnungsreihe
bestand somit aus neun Proben und konnte nach Gebrauch bei -80 °C verwahrt
und bei Bedarf wiederverwendet werden.

Fir die Proteinkonzentrationsbestimmungen wurden die mit Laemmli-Puffer
sowie beta-Mercapto-Ethanol versetzten Lysate auf Eis aufgetaut.
Wahrenddessen wurden auf eine 96-Loch Mikroplatte jeweils 25 pl der Proben
aus der Verdinnungsreihe doppelt nebeneinander aufgetragen. Die Ubrigen
Locher wurden mit einer Mischung aus 22,5 ul RIPA-Puffer und 2,5 pl des zu

analysierenden Lysates, ebenfalls doppelt nebeneinander aufgetragen, gefullt.
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Danach wurde in jedes belegte Loch 200 pl eine Mischung aus BCA Reagenz A
und BCA Reagenz B im Verhéaltnis 50:1 gegeben. Im Anschluss wurde die
Mikroplatte fir 3 min auf einen Schuttler gestellt und dann die Proben mit den
Reagenzien fiur 30 min bei 37 °C inkubiert.

Zur Auswertung wurde die Mikroplatte in ein spezielles Lesegerat gestellt und
die Proteinkonzentrationen mit der Analysesoftware Magellan bestimmt. Dabei
wurden die erhaltenen Werte durch 100 dividiert (Lysate wurden 10-fach
verdiinnt aufgetragen und wurden von der Software in der Konzentration pg*ml
! angegeben) um die Proteinkonzentrationen in pg*ul™* zu erhalten. Durch die
Addition von 4x Laemmli-Puffer zu den Lysaten im Verhaltnis 1:3 wurden die
Werte zusatzlich durch 1,33 dividiert um die tatsachliche Proteinkonzentration in
ug*pl™ fir die Lysate mit Laemmli-Puffer zu erhalten.

Die Lysatvolumina in pl wurden dabei aus dem Quotienten der Proteinmenge in

g und Proteinkonzentration in pg*pl™ ermittelt.

2.5.3 SDS-PAGE Gelelektrophorese

Die mit Laemmli-Puffer sowie beta-Mercapto-Ethanol versetzten Lysate wurden
mittels Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in

ihre molekularen Bestandteile aufgetrennt [210].

Spezifische Materialien:
- Elektrophorese Komplettsystem, Mini-PROTEAN 3 Multi-Casting
Chamber (BioRad Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland); Inhalt:

Gelelektrophoresekammer, 1,5 mm Spacer, Halterung, Glasplatten

- Kamm mit 15 Taschen je 1,5 mm Dicke: Mini-PROTEAN Comb (BioRad
Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland)

- Spannungsquelle, PowerPac High-Current Power Supply (BioRad
Laboratories GmbH, Mlunchen, Deutschland)

- Warmeblock, Dri-Block DB-2A (Techne, Cambridge, UK)

- Ultrazentrifuge, Centrifuge 5415C (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)
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Proteinmarker, peqGOLD Protein-Marker V (PeQLab Biotechnologie
GmbH, Erlangen, Deutschland)

Zusammensetzung der Gele:

Sammelgel (5 %) fur 1 Gel:

2,85 ml H,O

1,25 ml 0,5 mol Tris pH 6,8 (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
50 pl 10% SDS (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)

850 ul Acrylamide / Bis (30:2) (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
50 ul APS 10% (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

5 ul TEMED (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Trenngel: (12%) fur 1 Gel:

3,35 ml H20

2,5ml 1,5 M Tris pH 8,8 (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
100 pl 10% SDS 4 ml Acrylamide / Bis (30:2) (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland)

100 pl APS 10 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

10 pl TEMED (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Gelelektrophoresepuffer 10-fach fir 2 I:

60,4 g Tris (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
288 g Glycin (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
20 g SDS (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)

Auffullen mit aqua dest. auf 2 |

Zunachst wurde das Trenngel (12 %) hergestellt und dabei alle Komponenten

bis auf das TEMED hinzugefiigt und vorsichtig gemischt. Weiterhin wurden zwei

Glasplatten des Elektrophorese Komplettsystems mit einem 1,5 mm breiten

Spacer aneinander gelegt und mit einer Halteeinrichtung fixiert. Zu dem

Trenngel wurde nun TEMED hinzugefuigt wodurch die Polymerisation des Gels

startete. Unmittelbar darauf wurde das Gel in den Spalt zwischen beiden

Glasplatten bis 1,5 cm unterhalb des Oberrandes gegossen. Anschliel3end
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wurde die Gelschicht vorsichtig mit aqua dest. Ubergossen um sie luftdicht
abzudecken und eine gleichmé&Rige Polymerisation zu gewahrleisten.

Wahrend das Trenngel 20 min lang aushéartete wurde das Sammelgel (5%)
hergestellt, ebenfalls ohne die Zugabe von TEMED. Nach Aushartung des
Trenngels wurde die aqua dest.- Schicht abgegossen und das Sammelgel nach
Zugabe von TEMED auf das Trenngel geschichtet. Unmittelbar danach wurde
der Kamm mit seinen 15 Taschen gleichmaf3ig und luftblasenfrei in das
Trenngel gedrickt.

Wahrend das Trenngel mit Kamm 20 min lang aushartete, wurden die Lysate
zur Auftragung vorbereitet:

Die Lysate wurden aus -80 °C geholt und auf Eis aufgetaut. Im Anschluss
wurden die Lysatvolumina entsprechend 40 pg Proteinmenge bei berechneter
Proteinkonzentration in separate Eppendorfgefal3e pipettiert. Die Lysate in
diesen EppendorfgefalRen wurden fur 5 min in einen auf 95 °C vorgeheizten
Warmeblock gegeben und anschlie3end fur 3 min bei 10000 Umdrehungen pro
Minute bei 20 °C zentrifugiert. Wahrenddessen wurden die Probenreste wieder
bei -80 °C tiefgefroren.

Bevor die Lysate aufgetragen werden konnten, wurde das Gel geméal3 Anleitung
in der Gelelektrophoresekammer fixiert und von allen Seiten bis zu einer
vorgegebenen Markierung mit Gelelektrophoresepuffer aufgefillt. Nach
vorsichtiger Entfernung des Kammes wurden die nun hervortretenden Taschen
mit den Lysatvolumina &quivalent zu 40 pg Proteinmenge beflllt. Zur
Lauffrontbestimmung der Proteine und zu ihrer Grof3enbestimmung wurden in
regelmafigen Abstdnden Taschen mit 1 pl Proteinmarker gefullt.

Nach Befullung wurde die Gelelektrophoresekammer mit einem Deckel
verschlossen und an die Spannungsquelle angeschlossen. Zum Sammeln der
Proteine vor Eintritt in das Trenngel wurde eine Spannung von 60 V fur 20 min

angelegt, danach durchliefen die Proben bei 90 V in 100 min das Trenngel.
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2.5.4 Semidry Western-Immunoblotting

Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Hierzu wurde ein halbtrockenes

Blotverfahren (engl. semi-dry immunoblotting) angewendet [211].

Spezifische Materialien:
- Semi-dry Blotkammer, Fastblot Biometra 44 (Analytik Jena AG, Jena,
Deutschland)
- Nitrozellulosemembran, Protran (Whatman GmbH, Dassel, Deutschland)

- Blotting-Papier, 550 g*m~2 (A. Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland)
- Spannungsquelle, PowerPac High-Current Power Supply (BioRad

Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland)

Transferpuffer: 10-fach fir 4 I:

- 211 g Tris (Tris ultrapure AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
- 117 g Glycin (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- Auffillen mit aqua dest. auf 4 |

Nitrozellulosemembran und Blotting-Papier wurden im Transferpuffer
eingeweicht. Wahrenddessen wurde das Polyacrylamidgel vorsichtig von den
Glasplatten der Gelelektrophorese abgelost, die Sammelgelschicht sowie
Uberflissige Randbereich abgetrennt und verworfen. Das Trenngel mit den
Proteinen wurde fur 10 s im Transferpuffer eingeweicht und danach blasenfrei
auf eine in gleicher Gréf3e zugeschnittene Nitrozellulosemembran gelegt. Im
Anschluss wurde die Membran mit dem aufgelagerten Gel zwischen zwei
Blotting-Papiere gelegt und mittig auf der Blotkammer fixiert. Die Blotkammer
wurde mit den dazugehdrigen Deckel verschlossen und der Semi-dry Western
Immunoblot bei 15 V fur 90 min durchgefuhrt. Wahrend des Blotvorganges
wurde die Blotkammer mit einem Gewicht von 1 kg beschwert um einen an

allen Seiten gleichmafiigen Blot zu gewahrleisten.
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2.5.5 Antikorper-Inkubation

Nach Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran wurden an die zu

untersuchenden Proteinmolekiile spezifische Antikérper gebunden.

Als Ladekontrolle wurden Antikdrper gegen die Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH) zu jeder Primé&rantikorperinkubation hinzugegeben.

Bei GAPDH handelt es sich um ein essentielles Enzym der Glykolyse, das

gleichmafig stark exprimiert wird [212]. Damit wurde bei der spéateren

Auswertung sichergestellt, dass alle Banden mit einer gleichgroRen Menge an

Protein (40 pg) beladen worden sind.

Spezifische Materialien:

Milchpulver (BioRad Laboratories GmbH, Mdinchen, Deutschland);
Milchlésung: Milchpulver gelést in TBS

Bovines Serumalbumin, BSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA); BSA-
Losung: BSA geldst in TBS

Folienschweil3gerat, Vacupack plus (Krups GmbH, Solingen,
Deutschland)

Folie aus Polypropylen (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
Schittler, Heidolph Duomax 1030 (Heidolph Instruments GmbH &
Co.KG, Schwabach, Deutschland)

Spezifische Antikdrper:

Primarantikorper:

Phospholamban  (FL-52)  Antikérper  (sc-30142, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA)

p-phospholamban (Ser 16)-R Antikorper (sc-12963-R, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA)

p-phospholamban (Thr 17)-R Antikdrper (sc-17024-R, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, USA)

betal-Adrenorezeptor Antikoérper (sc-568, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, USA)

Anti-GAPDH Antikorper ( AB 2302, Merck Millipore, Billerica, USA)
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Sekundéarantikorper:
- Anti-Maus Antikdrper (NA931, GE Healthcare, Freiburg, Deutschland)
- Anti-Kaninchen  Antikérper (NA934, GE Healthcare, Freiburg,
Deutschland)

Spezifische Puffer:

Trisgepufferte Kochsalzlosung (engl. tris-buffered saline/TBS) fiir 4 |
- 84,798 g Tris (AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland)
- 63,62 g NaCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
- Auffillen mit aqua dest. auf 4 |
- Titration auf pH 7,6 mit HCL 32 % (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland)

Die Nitrozellulosemembran wurde in 5 % Milchlésung aus Milchpulver (5 g) und
TBS (100 ml) gegeben und fur 60 min auf einen Schuttler gestellt. Durch diese
Malnahme wurden unspezifische Antikérperbindungsstellen auf der Membran
geblockt.

Im Anschluss wurde jede Membran in eine Folie gelegt und diese an drei Enden
zugeschweilRt. An der verbliebenen Offnung wurden die Primarantikrper
verdinnt in 1 ml 0,5 % BSA-L6sung wie folgt hinzugefligt:

Anti-GAPDH Antikérper im Verhaltnis 1:2000, also 0,5 pl Anti-GAPDH auf 1 ml
0,5 % BSA LOsung. Die tbrigen Primarantikdrper im Verhéltnis 1:200, also 5 pl
auf 1 ml 0,5 % BSA Losung.

Die Folien wurden am offenen Ende zugeschweil3t und die Membran Uber
Nacht bei 4 °C auf einem Schiittler mit den Primarantikérpern inkubiert.

Am folgenden Tag wurde die Membran aus der Folie genommen und die
ungebundenen Priméarantikbrper abgewaschen. Hierfir wurde die Membran
dreimal hintereinander fur jeweils 8 min behutsam mit TBS gespililt.

Jetzt wurden Sekundarantikérper hinzugegeben, die an spezifische
Proteinstrukturen der Priméarantikorper binden. Der Membran wurden die
Sekundéarantikérper verdinnt in 20 ml 2,5 % BSA-L6sung/2,5 % Milchlésung

wie folgt hinzugefugt:
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Anti-Maus Antikorper und Anti-Kaninchen Antikorper im Verhaltnis 1:5000, also
je 4 ul Antikorper auf 20 ml 2,5 % BSA / 2,5 % Milchlosung.

Die Membran wurde fir 60 min bei Raumtemperatur auf einem Schuttler mit
den Sekundarantikdrpern inkubiert.

Danach wurden die ungebundenen Sekundarantikbrper von der Membran
abgewaschen. Hierfur wurde die Membran erneut dreimal hintereinander flr

jeweils 8 min behutsam mit TBS gesplilt.

2.5.6 Chemolumineszente Entwicklung und Auswertung

Die Proteinbanden auf der Nitrozellulosemembran wurden detektiert. Dieser
Vorgang lief Gber eine Luminol-vermittelte Chemolumineszenzreaktion ab, die
durch eine an den sekundaren Antikdrpern anhdngende Meerrettichperoxidase
katalysiert wurde.

Spezifische Materialien:

- Entwicklungsgerat, FluorChem FC2 (Alpha Innotech, San Leonardo,
USA)

- Personal Computer (Dell Inc., Round Rock, USA)

- Entwicklungsprogramm, AlphaView Version 1.3.0.7 (Alpha Innotech, San
Leonardo, USA)

- Auswerteprogramm, ImageJ (National Institute of Health, NIH, Bethesda,
USA)

Spezifische Losungen:

Gesteigerte Chemolumineszenz (engl. enhanced chemiluminescence, ECL)
ECL L6sung | fur 50 ml:
- 1 ml Luminol: 44,2 mg g 3-Aminophthalhydrazide (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) in 1 ml Dimethylsulfoxide (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
- 500 plI P-Coumaric-Saure (engl. p-Coumaric-Acid, PCA): 7,4 mg 4-
Hydroycinnamic Acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) in 500 pl
Dimethylsulfoxide (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
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- 5 ml Tris-Losung 1 M /pH 8,5 Tris (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland)
- Auffillen mit aqua dest. auf 50 ml
ECL-L6sung Il fur 50 ml:
- 5 ml Tris-Losung 1 M /pH 8,5 Tris (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland)
- 32 ul Wasserstoffperoxid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

- Auffillen mit aqua dest. auf 50 ml

Jede Membran wurde mit 7 ml Entwicklungslésung aus ECL | und ECL Il im
Verhéltnis 1:1 Ubergossen und durch leichtes Schitteln gut auf der Membran
verteilt. Genau 60 s nach Zugabe der Entwicklungslésung wurde die Membran
in die Entwicklungskammer gelegt. Die Proteinbanden wurden bei festen
Belichtungszeiten (30 s, 60 s, 120 s) sichtbar gemacht und im Anschluss
densitometrisch ausgewertet.

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm ImageJ, dabei wurde zur
Normierung der Quotient aus der Intensitat der zu untersuchenden
Proteinbande mit der Intensitat der dazugehorigen Ladekontrolle GAPDH
ermittelt.
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2.5 Statistische Analyse

Samtliche Daten aus den InfarktgréRen des linken Ventrikels sowie der
molekularbiologischen Untersuchungen wurden erfasst und statistisch
analysiert. Bei dem experimentellen Tiermodell betrug die Durchschnittsgrof3e
n=8 Tieren bei einem alpha-Fehlerwert von 0,05. Bei den
molekularbiologischen Untersuchungen betrug die Durchschnittsgrof3e n=4
Tiere bei einem alpha-Fehlerwert von 0,05.

Eine Power-Analyse zur Bestimmung der optimalen Gruppengréf3e zur
Detektion signifikanter Unterschiede bei erwarteten Abweichungen wurde im
Vorfeld durchgefihrt.

Alle Daten werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM)

angegeben.

Spezifische Materialien:

- Analog-digital Konvertermodul (Data Translation, Marlboro, USA)

- Datenaufzeichnung und Analysesoftware Notocord Hem 3.5 (Notocord,
Croissy, Frankreich)

- Personal Computer (Fujitsu Siemens, Augsburg, Deutschland)

- Software fur Tabellenkalkulation Excel 2007 (Microsoft, Redmond, USA)

- Software fur statistische Analyse SPSS Version 23 (IBM, Armonk, USA)

Die statistischen Auswertungen der Infarktgrof3en des linken Ventrikels und der
molekularbiologischen  Untersuchungen wurden mit einer ein-Weg
Varianzanalyse sowie einem post-hoc Duncan Test durchgefuhrt. In Bezug auf
die Infarktgrof3e des linken Ventrikels konnten mit der angestrebten Power des
Tests von 0,8 GroRRenunterschiede innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen

mit einem Median von 15 % herausgefiltert werden.
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4. Ergebnisse

3.1. Infarktgré6Renbestimmung des linken Ventrikels

Die Auswertung zur InfarktgréRenbestimmung des linken Ventrikels nach
Ischamie/Reperfusionsschaden wurde an 32 mannlichen Tieren in vier Gruppen
durchgefuhrt.

Die Herzinfarktgrof3en wurden als prozentualer Anteil der InfarktgréRe aus dem
Risikobereich (engl. area at risk, AAR) des linken Ventrikels (IS % AAR LV)
ermittelt.

In der Kontrollgruppe mit Wildtypmausen (WT CON, n=8) betrugen sie 39 + 5%.
Unter APC mit Desfluran kam es bei Wildtypméausen (WT APC, n=7) zu einer
signifikanten Reduktion der IS % AAR LV (WT APC; 23 + 2%; p< 0,05).

Die Infarktgrof3en der CaMKlIls (-/-) Mause (CAMKII -/- CON, n=8) betrugen 41 *
4% und waren mit der WT CON Gruppe vergleichbar.

Unter APC mit Desfluran kam es bei den CaMKIls (-/-) Mausen zu keiner
Reduktion der IS % AAR LV im Vergleich zur Kontrollgruppe (CAMKII -/- APC;
43 + 5%, n=9).

Abbildung 5 zeigt die Herzinfarktgrof3en der einzelnen Gruppen.
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Abbildung 5: Darstellung der HerzinfarktgréRen (I1S) als Anteil der linksventrikularen area at risk
(AARLV) in Prozent

WT CON = Wildtypmausekontrollgruppe (n = 8), WT APC = Wildtypmause mit APC durch Desfluran 1
MAC Uber 15 min (n = 7), CaMKIll (-/-) CON = Homozygote CaMKlls (-/-) Knock-Out Mausekontrollgruppe
(n = 8), CaMKIll (-/-) APC = Homozygote CaMKlls (-/-) Knock-Out Mause mit APC durch Desfluran 1 MAC
Uber 15 min (n = 9).

Alle Daten sind Mittelwerte bezogen auf die GruppengréfRe + SEM.

* = signifikant (p < 0,05) unterschiedlich zu den tbrigen Gruppen.
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3.2 Ergebnisse des experimentellen Tierprotokolls flr

molekularbiologische Untersuchungen

Die  Auswertung zur  molekularbiologischen Untersuchung nach
Ischamie/Reperfusionsschaden wurde an 24 mannlichen Tieren in sechs

gleichgroR3en Gruppen durchgefihrt.

3.2.1 Western-Immunoblot von PLB, pPLB Ser16 und pPLB Thrl7

Abbildung 6 zeigt die semiquantitative Western-Immunoblot Analysen von PLB
sowie pPLB Serl16 und pPLB Thrl7.

Die Kontrollgruppen (CON) wiesen bei allen drei Proteinen eine gleichméRige
Expression auf. Eine Prakonditionierung mit Desfluran hatte in den
Kontrollgruppen keinen signifikanten Einfluss auf den Nachweis der drei
Proteine.

In den heterozygoten CaMKlls (+/-) Gruppen mit nur noch einem
funktionsfahigem CaMKIlls Allel gab es ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied in der Expression der drei Proteine. Eine Prakonditionierung mit
Desfluran hatte auch in den heterozygoten Gruppen keinen signifikanten
Einfluss auf den Nachweis von PLB, pPBL Serl6 und pPLB Thrl7.

In den homozygoten CaMKlls (-/-) Gruppen konnte nur eine geringe, zur
Wildtypgruppe signifikant niedrigerere Proteinexpression an dem CaMKlls
abhangigen pPLB Thrl7 detektiert werden.
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Abbildung 6: Darstellung von Phosopholamban gesamt sowie die Phosphorylierung an den

- pPLB Thr17

Aminoséaurestellen Serin 16 und Threonin 17 im Verhéltnis zur Wildtyp Kontrollgruppe mit Western-
Immunoblotting

WT CON = Wildtypmausekontrollgruppe , WT APC = Wildtypmause mit APC durch Desfluran 1 MAC Uber
15 min, CaMKIl (+/-) CON = Heterozygote CaMKlls (+/-) Knock-Out Mausekontrollgruppe, CaMKIl (+/-)
APC = Heterozygote CaMKlls (+/-) Knock-Out Mause mit APC durch Desfluran 1 MAC Uber 15 min,
CaMKIl (-/-) CON = Homozygote CaMKlls (-/-) Knock-Out Mausekontroligruppe, CaMKIl (-/-) APC =
Homozygote CaMKlls (-/-) Knock-Out Mause mit APC durch Desfluran 1 MAC ber 15 min.

Der untere Teil der Abbildung zeigt repréasentative Western-Immunoblots der einzelnen Gruppen mit den
Zielproteinen Phospholamban (PLB), dessen Phosphorylierung an der Aminosdure Serin 16 (pPLB Ser-
16) sowie Threonin 17 (pPLB Thr17) und die Ladekontrolle GAPDH.

Die Anzahl der Tiere betrdgt in jeder Gruppe n=4. Alle Daten sind Mittelwerte bezogen auf die
Gruppengrofe + SEM.

* = signifikant (p < 0,05) unterschiedlich zur Kontrollgruppe, hier beide CaMKlls (-/-) Gruppen.
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Eine Prakonditionierung mit Desfluran hatte keinen Einfluss auf die
semiquantitativ nachgewiesene Proteinmenge (s. Abbildungen 6 und 7).
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Abbildung 7: Darstellung der relativen GréRenabweichung von an Threonin 17 phosphoryliertem
Phospholamban zu Phospholamban gesamt

WT CON = Wildtypmé&usekontrollgruppe , WT APC = Wildtypmé&use mit APC durch Desfluran 1 MAC Uber
15 min, CaMKII (+/-) CON = Heterozygote CaMKlIls (+/-) Knock-Out Mausekontrollgruppe, CaMKII (+/-)
APC = Heterozygote CaMKIls (+/-) Knock-Out Mause mit APC durch Desfluran 1 MAC uber 15 min,
CaMKIl (-/-) CON = Homozygote CaMKlls (-/-) Knock-Out Mausekontroligruppe, CaMKIl (-/-) APC =
Homozygote CaMKlls (-/-) Knock-Out Mause mit APC durch Desfluran 1 MAC ber 15 min.

Die Anzahl der Tiere betrdgt in jeder Gruppe n=4. Alle Daten sind Mittelwerte bezogen auf die
GruppengrofRe + SEM. RQ=Relativer Quotient.

* = signifikant (p < 0,05) unterschiedlich zur Kontrollgruppe, hier beide CaMKIl5 (-/-) Gruppen.

Das PKA abhéangige pPLB Serl6 in den CaMKIls (-/-) CON Tieren konnte
dagegen im Vergleich zu den Wildtyptieren signifikant haufiger nachgewiesen
werden (s. Abbildungen 6 und 8).

PLB, welches keinen Unterschied hinsichtlich der Phosphorylierungsstelle
macht, konnte in den CaMKIl5 (-/-) CON Tieren ebenfalls in signifikant héheren
Mengen nachgewiesen werden als in den Wildtyptieren. Die nachgewiesene
Proteinmenge war dabei vergleichbar mit den Werten von pPLB Serl6 (s.
Abbildungen 6 und 8).
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Die Prakonditionierung mit Desfluran hatte bei den CaMKIlls (-/-) Tieren keinen
Einfluss auf die semiquantitativ nachgewiesene Proteinmenge von pPLB Serl6
(s. Abbildungen 6 und 8).
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Abbildung 8: Darstellung der relativen GréRenabweichung von an Serin 16 phosphoryliertem
Phospholamban zu Phospholamban gesamt

WT CON = Wildtypm&usekontrollgruppe , WT APC = Wildtypm&use mit APC durch Desfluran 1 MAC uber
15 min, CaMKIl (+/-) CON = Heterozygote CaMKlls (+/-) Knock-Out Mausekontrollgruppe, CaMKII (+/-)
APC = Heterozygote CaMKlls (+/-) Knock-Out Mause mit APC durch Desfluran 1 MAC dber 15 min,
CaMKIl (-/-) CON = Homozygote CaMKlls (-/-) Knock-Out Mausekontroligruppe, CaMKIl (-/-) APC =
Homozygote CaMKlls (-/-) Knock-Out Mause mit APC durch Desfluran 1 MAC tber 15 min.

Die Anzahl der Tiere betragt in jeder Gruppe n=4. Alle Daten sind Mittelwerte bezogen auf die
GruppengrofRe + SEM. RQ=Relativer Quotient.

Ein signifikanter (p < 0,05) Unterschied zur Kontrollgruppe wird nicht erreicht.
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3.2.2 Western-Immunoblot von ADRB1

Die Proteinexpression des betal Adrenorezeptors (ADRB1) zeigte in den
Kontrollgruppen unabhangig von der Prakonditionierung mit Desfluran keinen
signifikanten Unterschied. In den heterozygoten CaMKIlls (+/-) Tieren kam es
sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Prékonditionierungsgruppe zu
einem signifikanten Anstieg der ADRB1 Konzentration. Dieser Anstieg konnte
auch in der homozygoten CaMKll5 (-/-) Kontrollgruppe detektiert werden. Eine
Prakonditionierung mit Desfluran hob diesen Effekt bei homozygoten CaMKll5 (-
/-) Mausen auf: Die semiquantitativ nachgewiesene Proteinmenge von ADRB1
ging hier wieder auf das Niveau der Wildtyptiere zuriick. Knock-Out Mause
ohne APC wiesen somit eine signifikant hdhere Proteinmenge an ADRB1 auf
als Tiere mit APC.

Abbildung 9 zeigt die semiquantitative Western-Immunoblot Analysen von
ADRB1.
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Abbildung 9: Relative Darstellung der kumulativen Menge an betal-Adrenorezeptor (ADRB1) mit
Western-Immunoblotting

WT CON = Wildtypm&usekontrollgruppe , WT APC = Wildtypm&use mit APC durch Desfluran 1 MAC uber
15 min, CaMKIl (+/-) CON = Heterozygote CaMKlls (+/-) Knock-Out Mausekontrollgruppe, CaMKII (+/-)
APC = Heterozygote CaMKlls (+/-) Knock-Out Mause mit APC durch Desfluran 1 MAC dber 15 min,
CaMKIl (-/-) CON = Homozygote CaMKlls (-/-) Knock-Out Mausekontroligruppe, CaMKIl (-/-) APC =
Homozygote CaMKll5 (-/-) Knock-Out M&ause mit APC durch Desfluran 1 MAC dber 15 min.

Der untere Teil der Abbildung zeigt reprasentative Western-Immunoblots der einzelnen Gruppen mit den
Zielprotein betal-Adrenorezeptor (ADRB1) und der Ladekontrolle GAPDH.

Die Anzahl der Tiere betragt in jeder Gruppe n=4. Alle Daten sind Mittelwerte bezogen auf die
Gruppengrofie + SEM. RQ=Relativer Quotient (im Verhaltnis zur Wildtyp Kontrollgruppe).

* = signifikant (p < 0,05) unterschiedlich zur Kontrollgruppe, hier beide CaMKlIls (+/-) Gruppen sowie
CaMKlls (-/-) CON.
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5. Diskussion

In Abhangigkeit von der Ischdmiedauer beeintrachtigt der myokardiale I/RI
Integritat und Funktion des Herzens. Durch Gabe volatiler Anasthetika vor
Eintritt des ischamischen Ereignisses vermittelt APC den Myozyten eine zeitlich
begrenzte Protektion gegen I/RI.

In der vorliegenden Studie wurde im murinen Herzinfarktmodell die Rolle der
CaMKIlls bei der Desfluran-induzierten Kardioprotektion untersucht. Darlber
hinaus wurde das Verhalten der CaMKIls und des [B: —AR vermittelten
Signalweges bei APC durch das Western-immunoblotting Verfahren
semiquantitativ untersucht.

Ein Ergebnis dieser Studie zeigt, dass eine Desfluran-vermittelte Reduktion der
HerzinfarktgroB3e in Wildtyptieren, nicht aber in Mausen mit homozygotem
Knock-Out der CaMKlls, stattfindet. Weiterhin wird gezeigt, dass der CaMKlls
Knock-Out die Expression von Phospholamban und die Phosphorylierung von
Phospholamban an der Aminosaurestelle Serin 16 im Vergleich zum Wildtyp
mehr als verdoppelt. Dartiber hinaus wird gezeigt, dass die Expression des B; —
adrenergen Rezeptors in Tieren mit homo- und heterozygotem CaMKIls Knock-
Out im Vergleich zum Wildtyp erhéht ist. APC mit Desfluran hebt diese erhdhte
B;—adrenerge Rezeptorkonzentration im homozygoten, aber nicht im

heterozygoten Knock-Out auf.
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4.1 Methodik

Das in vivo Herzinfarktmodell mit induziertem I/RlI an Mausen gilt heutzutage
neben den Modellen an Ratten [213,214] und Kaninchen [104,215] als
etablierte Methodik bei der Erforschung von APC: Unsere, aber auch andere,
Arbeitsgruppen haben Studien mit diesem Modell durchgefihrt [105,216,217].
In vivo Herzinfarktmodelle an Hunden, wie sie Murry et al. zuerst fur IPC und
Warltier et al. zuerst fiur APC durchgefiihrt haben, werden in der heutigen Zeit
auch aus ethischen Gesichtspunkten nicht mehr durchgefiihrt [61,96].

Die Konzeption der experimentellen Tierstudie konnte in zentralen Punkten auf
Erkenntnisse aus friheren Eigenstudien aufbauen: Das operative Prozedere
sowie die Entscheidung fir einen induzierten I/RI mit einer ischamischen
Okklusionsdauer von 45 min und einer Reperfusionsdauer von 180 min zur
Generierung aussagekraftiger Myokardinfarkte basiert mafigeblich auf einer
Studie von Redel et al. am murinen Tiermodell in vivo aus dem Jahr 2008 [207].
Um Abweichungen bei der Infarktgenerierung durch iatrogene Einflisse
moglichst gering zu halten wurden alle Tierpraparationen durch den gleichen,
erfahrenen Assistenten durchgefuhrt. Dieser hat bereits in den Vorstudien der
Arbeitsgruppe an den Tierpraperationen mitgewirkt und sorgt flr
Standardisierung und Kontinuitat bei der Arbeit am Tiermodell.

Dartber hinaus muss bei der Infarktauswertung bedacht werden, dass die
Grolle der AAR einen direkten Einfluss auf die Infarktgrof3e hat und so die
Resultate verzerren kann: Ytrehus et al. haben 1994 am Kaninchen- und
Rattenherz in vivo gezeigt, dass die GroRe der AAR einen wesentlichen
Pradiktor fur die Grof3e des Infarktes darstellt [208]. Eine Fehl- oder Teilligatur
der LAD kann eine deutlich reduzierte AAR zur Folge haben, was folglich zu
einer reduzierten Infarktgréf3e - und zwar nicht nur als absoluter Anteil sondern
auch als relativer Anteil an der AAR — fuihren kann. Um dieser unmittelbaren
Beeinflussung vorzubeugen, musste der Anteil der AAR bei unseren
Untersuchungen mindestens 15 % der linksventrikularen Masse betragen.
Zusatzlich wurden die AAR zwischen den einzelnen Gruppen verglichen, dabei
konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Bei der Wahl des volatilen Anasthetikums und der Applikationsdauer der APC
haben wir uns fur Desfluran mit einer Begasungsdauer und anschliel3ender
Auswaschphase von jeweils 15 Minuten entschieden. Diese Entscheidung
basiert maf3geblich auf einer Studie von Redel et al. am murinen Tiermodell in
vivo aus dem Jahr 2009, in der die Wirkungen unterschiedlicher
Applikationsdauern von Desfluran, Sevofluran und Isofluran im Bezug auf die

induzierbare HerzinfarktgroRe verglichen worden sind [101].
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4.2 CaMKIlls und Kardioprotektion

Ein Ergebnis der vorliegenden Studie zeigt, dass eine Desfluran-vermittelte
Reduktion der HerzinfarktgroRe im Wildtyp, nicht aber in Mausen mit
homozygotem KO der CaMKIlls, stattfindet.

Eine vorherige Studie dieser Arbeitsgruppe hat klare Hinweise fir diesen
Zusammenhang bei Kaninchenherzen in vivo gezeigt [145]. Damals ist die
CaMKIl kurzzeitig mit dem Inhibitor KN-93 geblockt worden, wodurch die
Wirkung der APC aufgehoben worden ist. Allerdings hemmt KN-93 neben der
CaMKIl auch direkt L-Typ Ca®* Kanadle und beeinflusst intrazellulare
Kaliumstrome [218]. Dariiber hinaus hemmt KN-93 kompetitiv die Aktivierung
aller CaMKIl Genvarianten und damit im ganzen Kérper, obwohl im Herzen
uberwiegend die CaMKIlls Isoform vorherrscht [172].

Durch den selektiven Knock-Out dieser CaMKIlls Isoform und den daraus
resultierenden Verzicht auf die Gabe eines selektiven, aber unspezifischen,
Inhibitors kdnnen wir zum ersten Mal zeigen, dass die CaMKlls ein zentraler

Baustein fur die Kardioprotektion durch das volatile Anasthetikum Desfluran ist.

4.2.1 CaMKllsund I/RI

Im Myokard ist die CaMKIlls mal3geblich an der Aufrechterhaltung des
intrazellularen Ca?* Gleichgewichtes beteiligt und tragt so zur Regulierung der
elektromechanischen Koppelung bei. Durch die Phosphorylierung an
spannungsabhangigen L-Typ Calciumkanalen der Zellmembran und an RyR2
des sarkoplasmatischen Retikulums hebt die CaMKlls den intrazellularen Ca**
Spiegel an [189]. Durch Phosphorylierung von PLB und der damit verbundenen
Aktivierung der SERCA am sarkoplasmatischen Retikulum senkt sie den
intrazellularen Ca?* lonen Spiegel ab [191].

Bei I/RI kommt es zu einer starken intrazelluldaren Ca®** Ansammlung, die zu
einem Zusammenbruch des Ca*" Gleichgewichtes fiihren kann [34]. Uber

vielfaltige Mechanismen filhrt diese Ca®" Akkumulation zu nachhaltiger
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Schadigung des Myokards wie kontraktiler Dysfunktion oder Zellnekrosen
(s.Kapitel 1.1 und [219]). Die intrazellulare Ca?* Konzentration ist der
entscheidende Modulator bei der Aktivierung der CaMKIls, weshalb sie vor
allem wahrend der Ischamie und in den ersten Minuten der Reperfusion stark
hochreguliert wird [178,196].

Es ist umstritten, ob diese starke CaMKIlls Aktivierung eine protektive oder
destruktive Rolle bei der Entstehung von [I/RlI zukommt: In einer
Ubersichtsarbeit haben Bell et al. die CaMKIl-abhangigen Antworten auf I/RI bei
Tierexperimenten verglichen und konnten speziestbergreifend bei in vitro und
in vivo Modellen zeigen, dass die selektive Blockade der CaMKIl
HerzinfarktgroBe und das Auftreten postischamischer Arrhythmien reduziert
[203]. Lediglich bei einer Ischamiedauer von weniger als 20 min - also der
Zeitspanne, bei der I/RI als potentiell vollstandig reversibel gelten — fihrte die
selektive Blockade der CaMKIIl zu einer rascheren Erholung der ventrikularen
Myokardfunktion [196,199]. Insgesamt sprechen also sehr viele Studien dafr,
dass die selektive Blockade der CaMKII protektive Wirkung auf das Myokard
bei I/RI hat.

4.2.2 CaMKllsund APC

Im ersten Moment kdnnte daher das Ergebnis der vorliegenden Studie, die der
CaMKIlls eine elementare Bedeutung bei der Protektion des Myokards
zukommen lasst, irritieren. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass die
Studie eine kardioprotektive Wirkung der CaMKIlls nach APC zeigt. Dieses
Ergebnis bekraftigt Daten aus anderen Studien zur CaMKIl-abhangigen
Kardioprotektion bei Prakonditionierung: Fur die IPC wurde am Rattenherz in
vitro gezeigt, dass eine Blockade der CaMKII mit dem selektiven Inhibitor KN-
93 mit einer deutlich starkeren Einschrankung der linksventrikularen Funktion
nach I/RI einhergeht als bei einer Vergleichsgruppe ohne Blockade der CaMKII
[205,206]. Fur die APC konnte in einer vorherigen Studie bei Kaninchen in vivo
gezeigt werden, dass eine Blockade der CaMKII mit dem selektiven Inhibitor
KN-93 die Desfluran-induzierte Reduktion der Herzinfarktgroé3e aufhebt [145].

65



Durch welche Mechanismen kommt es nun dazu, dass Prakonditionierung
durch volatile Anasthetika in Abh&ngigkeit von der CaMKlls kardioprotektive
Effekte vermittelt? Hauptsachlich zwei Erklarungsmodelle kommen hierflir in
Betracht:

Die CaMKlls hat eine Schliisselposition in der intrazelluliren Ca** Regulation
inne und APC wirkt giinstig auf den intrazellularen Ca** Haushalt bei I/RI ein,
was Studien von An et al. nahelegen: An isolierten Schweineherzen konnte in
vitro gezeigt werden, dass bei APC mit Sevofluran den zytosolischen Ca?*
Spiegel bei induziertem I/RIl gegeniber einer Kontrollgruppe deutlich reduziert
und die linksventrikulare kontraktile Funktion verbessert waren [220]. Fur IPC
kamen sie zu einem vergleichbaren Ergebnis [221]. An isolierten Rattenherzen
konnte die gleiche Arbeitsgruppe durch Western-Immunoblot Analysen in vitro
zeigen, dass bei APC mit Sevofluran Dichte und Phosphorylierung von RyR2
und SERCA bei induziertem I/RI gegenuber einer Kontrollgruppe signifikant
erhoht waren [222]. Beide Proteine sind von grundsétzlicher Bedeutung fir die
intrazellulare Ca?* Homdostase und werden von der CaMKlls phosphoryliert.
Basierend auf diesen Fakten gébe es zwei Vermutungen wie APC bei I/RI wirkt:
Zum einen konnte APC durch bisher unbekannte Mechanismen eine
iiberschieRende Ca** Akkumulation verhindern, wodurch wiederum die CaMKll5
auf einem physiologischen Level aktiviert und so schiitzend auf den Ca*
Haushalt wirken kénnte. Andererseits konnte APC zunéchst direkt regulatorisch
auf die CaMKIls wirken, woraufhin sie den intrazellularen Ca?* Spiegel auf ein
physiologisches Niveau heben konnte. Naturlich ist anzunehmen, dass der eine
Weg den anderen nicht ausschlief3t, da intrazellulare Ca®* lonen maRgeblich fiir
die Aktivierung der CaMKIlls verantwortlich sind und diese wiederum im Sinne
eines Feedback-Mechanismus die Konzentration der intrazellulare Ca?* lonen
reguliert [178].

Gegen beide Vermutungen spricht allerdings, dass sich bei APC die Aktivitat
der CaMKlIls, ermittelt durch Expression von an Aminosaurestelle Threonin 17
phosphoryliertem PLB, bei induziertem I/RI gegeniber der Kontrollgruppe nicht
signifikant andert, weder bei An et al. am Rattenherz in vitro [222], noch bei

Lange et al. am Kaninchenherz in vivo [145], noch bei der vorliegenden Studie
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am Mauseherz in vivo. Basierend auf diesen Ergebnissen ist es
unwahrscheinlich, dass die CaMKIlls abhéngige Kardioprotektion bei APC
unmittelbar von der zytosolischen Ca?* Konzentration abhangt. Allerdings muss
in diesem Zusammenhang auch dariber nachgedacht werden, ob die
Phosphorylierung an Threonin 17 von PLB wie aktuell dblich mit der
allgemeinen Aktivitat der CaMKIlls gleichzusetzen ist [203]. Tats&chlich steht
PLB an Threonin 17 nur flir eines von vielen Proteinen, die von der CaMKll
beeinflusst werden. Dabei ist unklar, ob die CaMKIlls bei I/RI alle Proteine gleich
stark moduliert. Osada et al. haben in einer Studie an isolierten Rattenherzen in
vitro gezeigt, dass bei IPC die Aktivitat der SERCA2a und die Aktivitat der
CaMKIl bei induziertem I/RI gegentber einer Kontrollgruppe signifikant
zugenommen haben [205]. Dabei wurde die Aktivitat der CaMKIl mit einem
speziellen Kit bestimmt, bei dem jede Phosphorylierung der CaMKII gemessen
wurde. Die Ergebnisse dieser Studie stitzen die Vermutung, dass
Prakonditionierung zu einer Hochregulation der CaMKIlls fuhrt und sie so
protektiv auf den Ca®* Haushalt wirkt.

Bei APC wurden bis heute noch keine direkten Aktivititsmessungen der CaMKII
durchgefuhrt. Ob und welche Rolle die CaMKIl bei APC-abhangiger
Kardioprotektion im Zusammenhang mit der zytosolischen Ca?* Konzentration
spielt, konnten daher zukinftige Studien mit einer direkten Aktivitatsmessung

der CaMKIl zeigen.

4.2.3 CaMKllsund ROS

Ein weitgehend Ca** unabhangiges Modell, das eine APC-vermittelte
Kardioprotektion in Abhangigkeit von der CaMKIls erklaren konnte, wirde tber
die Bildung von ROS gehen:

Am Kaninchenherz wurde in vivo gezeigt, dass APC die Bildung von ROS
fordert und dass das Abfangen von ROS die APC-vermittelte Reduktion der
HerzinfarktgroRe bei I/RI aufhebt [116]. 2008 konnten Erickson et a. zeigen,
dass die CaMKIlls an den redoxsensitiven Aminoséaurestellen Methionin 281 und

282 der regulatorischen Doméne direkt von ROS aktiviert werden kann, auch in
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Abwesenheit von Calcium und Calmodulin [223]. Eine weiterfihrende
strukturbiologische Studie legt nahe, dass die ROS-abhangige Aktivierung der
CaMKIls eine zusatzliche Aktivierung durch Calcium und Calmodulin und eine
Autophosphorylierung an Threonin 287 verhindert [224]. Diese Daten lassen die
Vermutung zu, dass es bei APC zu einer ROS-vermittelten Aktivierung der
CaMKIls kommen konnte. Der entscheidende Unterschied zu anderen
Erklarungsmodellen lage darin, dass die CaMKlls hier schon vor Eintritt des I/RI
aktiviert ware. Somit wirde sie nicht erst durch die I/RlI bedingten
lonenschwankungen aktiviert werden, sondern konnte diesen Schwankungen
bereits zu Beginn protektiv entgegenwirken. Fur diese Vermutung wirden die
oben beschriebenen Ergebnisse sprechen, nach denen noch keine APC-Studie
eine Aktivitatssteigerung der CaMKlls bei I/RI zeigen konnte. Um den
Zusammenhang von ROS und CaMKlIls bei APC zu klaren wéaren weitere
Studien notwendig, bei denen unter anderem die Aktivierung der CaMKIlls durch

ein volatiles Anasthetikum vor Induktion des I/RI untersucht werden sollte.
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4.3 CaMKIllsim molekularbiologischen Kontext

Weitere Ergebnisse dieser Studie zeigen anhand von Western-Immunoblots
semiquantitativ die Proteinexpression von PLB, p-PLB (Serl6), p-PLB (Thrl7)
und Bi- adrenerger Rezeptor nach I/RI bei Wildtyptieren, heterozygoten

CaMKlls (+/-) Mausen und homozygoten CaMKlls (-/-) Mausen.

4.3.1 CaMKIllzund Phospholamban

PLB sitzt am sarkoplasmatischen Retikulum und moduliert in Abhangikeit vom
Phosphorylierungsgrad die Aktivitait der SERCA2a, die ATP-abhangig Ca?'
lonen vom Zytoplasma ins Sarkoplasma pumpt: Im unphosphoryliertem
Zustand inhibiert PLB die Aktivitat der SERCA2a, im phosphoryliertem Zustand
wird diese Inhibition aufgehoben. Somit kommt PLB eine Schlisselrolle bei der
Modulation der sarkoplasmatischen Ca®** Aufnahme sowie bei Kontraktion und
Dilatation des Herzmuskels zu [193]. PLB wird entweder an der
Aminosaurestelle Serin 16 durch die PKA oder an Threonin 17 durch die
CaMKlIlIs phosphoryliert [192].

Diese unterschiedlichen Phosphorylierungsstellen erklaren, warum bei der
vorliegenden Studie PLB bei CaMKlIl5 (-/-) Mausen nahezu ausschlief3lich an
Serin 16 phosphoryliert wurden: Die KO-Tiere verfiigen nicht ber eine CaMKll5
weshalb fast keine Phosphorylierung an Threonin 17 stattgefunden hat.
Trotzdem ist eine geringe Menge an p-PLB (Thrl7) messbar. Dies lasst sich vor
allem dadurch erklaren, dass CaMKIlls zwar die mit Abstand h&ufigste CaMKII
Isoform im Herzen ist, aber dennoch andere Isoformen in geringen Mengen
vorhanden sind [225]. Daruber hinaus ist es durchaus moglich dass die
Priméarantikdrper von p-PLB (Thrl7) trotz hoher Spezifitat in geringem Umfang
an PLB oder p-PKB (Serl16) gebunden haben kénnten.

Die gleichbleibend hohe Expression von PLB und p-PLB (Serl6) nach APC mit
Desfluran bei homozygoten CaMKlIl5 (-/-) Tieren spricht dafiir, dass das volatile

Anasthetikum keinen direkten Einfluss auf die Phosphorylierung an PLB hat.
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Diese Beobachtung ist konsistent mit der Rolle von APC bei Wildtyptieren und
heterozygoten CaMKIlls (+/-) Mausen in der vorliegenden Studie: Auch hier
bleibt das Proteinexpressionsniveau von PLB oder p-PLB bei I/RI unter
Prakonditionierung mit Desfluran konstant.

Weiterhin zeigen Ergebnisse dieser Studie, dass bei heterozygoten CaMKIls
(+/-) Mausen PLB gleichmallig an Serin 16 und Threonin 17 phosphoryliert
wird. Auch wenn sich eine Tendenz zur starkeren Phosphorylierung an Serin 16
erkennen lasst, ist der Unterschied zu Threonin 17 nicht signifikant. Daraus
lasst sich ableiten, dass die Funktionsfahigkeit der CaMKlls in
Extremsituationen wie bei I/RI auch mit nur einem intakten Allel
aufrechterhalten werden kann.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen auch, dass die Proteinexpression von PLB
und p-PLB (Serl6) in der homozygoten CaMKlls (-/-) Gruppe mehr als doppelt
so hoch ausféllt wie in der Wildtypgruppe. Daten aus einer anderen Studie
unserer Arbeitsgruppe haben interessanterweise gezeigt, dass eine selektive
Blockade der CAMKII mit KN-93 in einem vergleichbaren Versuchsprotokoll bei
Kaninchen in vivo keine signifikante Zunahme der Proteinexpression von PLB
und p-PLB (Serl6) im Vergleich zu Wildtyptieren bewirkt hat [145]. Eine
Uberexpression von PLB und p-PLB (Serl6) scheint es also nur bei
langfristiger, nicht aber bei kurzfristiger Funktionslosigkeit der CaMKIlls nach I/RI
zu geben. Zwangslaufig kommt an dieser Stelle die Frage auf, ob diese
Uberexpression bei CaMKlls (-/-) Mausen bereits vor I/RI bestanden hat oder
erst als Antwort auf Induktion des I/RI aufgetreten ist. Da sich unsere Studie im
Kern mit der Wirkung von APC bei I/RI beschéftigt, sind keine Tiere ohne
Induktion eines I/RI untersucht worden. Allerdings hat eine andere
Arbeitsgruppe bei Western-Immunoblots von CaMKlIls (-/-) Mé&usen ohne
Intervention gezeigt, dass sich die Expression von PLB und p-PLB (Ser16) im
Vergleich zu Wildtyptieren nicht geandert hat [226]. Somit ist davon
auszugehen, dass es erst bei I/RIl zu einer signifikanten Erhéhung der PLB
Expression in CaMKlls (-/-) Tieren kommt. Ein Grund hierfir ware, dass es bei

einer dauerhaft funktionslosen CaMKlls in Extremsituationen wie I/Rl zu
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intrazellularen Kompensationsversuchen durch andere Funktionsmolekile der

Herzmuskelzelle kommen kénnte.

4.3.2 CaMKllzund PKA

Im vorliegenden Fall konnte diese Kompensation Uber die PKA stattfinden, die
PLB an der Aminosaurestelle Serin 16 phosphoryliert. Die PKA ist ein integraler
Bestandteil des stimulierenden B-adrenergen Signalweges im Herzen, bei dem
hauptsachlich uber Stimulation von (;-AR Uber mehrere Zwischenschritte
zyklisches Adenosinmonophosphat produziert wird, welches wiederum die PKA
aktiviert [227]. Uber den B-adrenergen Signalweg kommt es auch zu einer
Aktivierung der CaMKIls, die ebenfalls PLB als ein wichtiges
Phosphorylierungsziel hat. Durch selektive Blockade der PKA mit H-89 konnte
in isolierten Rattenherzen in vitro gezeigt werden, dass unter physiologischen
Bedingungen flr die Aktivierung der CaMKIls tUber den B-adrenergen Signalweg
eine vorausgehende PKA-Aktivierung notwendig ist [228]. Erklart werden kann
dies dadurch, dass die CaMKIls hauptsachlich Uber den Anstieg im
intrazellularen Ca** Konzentration aktiviert wird, wofiir die PKA durch
Phosphorylierung von RyR2 und L-Typ Calciumkanédle sorgt [193]. Unter
Normalbedingungen nimmt die PKA damit die dominante Rolle gegenlber der
CaMKlls im B-adrenergen Signalweg ein. Somit sprechen identische
Aktivierungswege und Phosphorylierungsziele beider Kinasen dafur, dass die
PKA unter physiologischen Bedingungen zentrale Aufgaben der CaMKlls
Ubernehmen kann. Dies gilt auch fur PLB: Zuerst wird PLB an Serin 16
phosphoryliert, erst danach an Threonin 17 [229].

In zellularen Stresssituationen andert sich diese Rollenverteilung: An Mausen
mit selektivem Knock-Out der Phosphorylierungsstellen von PLB wurde gezeigt,
dass Phosphorylierung an Threonin 17 vor allem zu Beginn von Ischamie und
bei Reperfusion deutlich zunimmt und dieser Effekt insbesondere durch den
intrazellularen Ca?* Anstieg getriggert wird [196]. Weitere Studien konnten

zeigen, dass diese CaMKIlls abhangige Phosphorylierung an Threonin 17 fur die
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Aufrechterhaltung der kardialen Kontraktilitat und fur die Wiederherstellung des
Ca** Gleichgewichtes essentiell ist [199,200].

Aufgrund des Knock-Outs konnte es in der vorliegenden Studie nicht zu dieser
CaMKIlls-bedingten Gegenregulation kommen. Es liegt nahe, dass in diesem
Fall Uber die PKA an p-PLB (Ser16) eine méglichst groRe Menge an Ca*"in das
SR befordert wird. Dies erklart die verstarkte Expression von PLB und p-PLB
(Serl6) bei I/RI. Gleichzeitig zeigen diese Ergebnisse, dass die Mause mit
erhohter PLB und p-PLB (Serl6) Expression keine kleinere, aber auch keine
gréRere HerzinfarktgréRe haben als die Wildtyptiere. Dies ist ein Hinweis, aber
kein Beweis, dafiir, dass ein Ausfall der CaMKlIls Uber die PKA kompensiert
werden kann. Aufschluss lUber diesen Zusammenhang kénnten weitere Studien
geben, bei denen insbesondere die Expression weiterer Zielproteine der PKA

bei CaMKlIl5 (-/-) Tieren nach I/RI untersucht werden musste.

4.3.3 CaMKllsund PKC

Neben der PKA konnte auch die PKC bei dauerhaft funktionsloser CaMKiIlz in
Extremsituationen wie I/RI intrazellulare Kompensationsmechanismen tber PLB
modulieren:

1984 konnte am Kaninchenherzen in vitro gezeigt werden, dass die PKC Uber
eine Phosphorylierung von PLB an der Aminosaurestelle Serin 10 die Aktivitat
der SERCA2a und damit den intrazellularen Ca?* Haushalt beeinflusst
[230,231]. Am intakten Schweineherzen in vivo konnte eine PKC-abhangige
Phosphorylierung von PLB an Serin 10 dagegen nicht bestétigt werden,
weshalb in den folgenden Jahren dieser Phosphorylierungsweg fir PLB
weitgehend verlassen wurde [193,232]. Dennoch scheint die PKC eine wichtige
Rolle bei der APC zu spielen, wobei die Mechanismen der Protektion noch nicht
im Einzelnen verstanden sind und von Dosis und Dauer der APC abhangen
[233-235].

Fir die IPC konnte an Langendorff Herzen gezeigt werden, dass PLB eine
wichtige Rolle in der Vermittlung von PKC-abhangigen kardioprotektiven

Effekten einnimmt [236]. Weiterhin wurde an einem I/RI Rattenmodell in vivo
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gezeigt, dass es im Rahmen einer Ischamie zu einer verstarkten Aktivierung der
PKC kommt, diese Kinase uber mehrere Zwischenschritte das aktivierte PLB
dephosphoryliert und so den zytosolischen Ca®* Uberschuss wahrend der
Reperfusion fordert [237]. Ein zentrales Protein bei diesem Signalweg ist der
Protein Inhibitor 1 [238]. Wahrend eine Hemmung des Inhibitors durch PKC fur
eine Dephosphorylierung des aktivierten PLB sorgt, kann die PKA diesen Effekt
durch Aktivierung des Protein Inhibitor 1 aufheben [239].

Die Auswirkungen von APC auf diesen Signalweg wurden bisher noch nicht
untersucht. Gerade durch das direkte Zusammenwirken von PKA und PKC
konnten hier bei dauerhaft funktionsloser CaMKIlls neue Erkenntnisse tber die

kardioprotektive Wirkung dieser Kinasen bei APC gesammelt werden.

4.3.4 CaMKIllsund B- adrenerge Signalwege

Weitere Ergebnisse dieser Studie zeigen anhand von Western-Immunoblots
semiquantitativ die Proteinexpression vom (3:1- AR (im Folgenden: ADRB1) nach
I/RI bei Wildtyptieren, heterozygoten CaMKlls (+/-) Mausen und homozygoten
CaMKll5 (-/-) Mausen.

Der beta-adrenerge Signalweg tber ADRB1 spielt eine wichtige Rolle bei der
Kardioprotektion durch APC: Lange et al. konnten in einer Studie an
Kaninchenherzen in vivo zeigen, dass eine durch APC mit Desfluran oder
Sevofluran vermittelte Herzinfarktgrof3enreduktion tber eine selektive Blockade
des ADRB1 mit Esmolol bei I/RIl aufgehoben worden ist [144].

In der vorliegenden Studie gibt es hinsichtlich der Expression von ADRB1
keinen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyptieren mit oder ohne APC bei
induziertem I/Rl. APC sorgt somit nicht fir eine verstarkte Expression des
ADRBL1. Aus den Ergebnissen dieser und der vorherigen Studie zeigt sich, dass
die Infarktgrof3enreduktion bei APC mit Desfluran von der qualitativen Aktivitat
des ADRBL1, nicht jedoch von seiner quantitativen Expression abhangt. Diese
Beobachtung wird von den Ergebnissen der Western-Immunoblots an p-PLB
(Serl6), der Phosphorylierungsstelle der PKA aus dem ADRB1 Signalweg,
bestatigt: Hinsichtlich der Expression von p-PLB (Serl6) gibt es keinen
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signifikanten Unterschied zwischen Wildtyptieren mit oder ohne APC bei
induziertem I/RI.

Zwischen heterozygoten CaMKIls (+/-) Mausen mit oder ohne APC bei
induziertem I/RI gibt es ebenfalls keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich
der Expression von ADRB1. Auch hier kommt es also nicht zu einem APC-
bedingten Expressionsunterschied von ADRB1 Diese Beobachtung wird
ebenfalls von den Ergebnissen der Western-Immunoblots an p-PLB (Serl6)
bestétigt, deren Expression bei CaMKIlls (+/-) Mausen mit oder ohne APC bei
induziertem I/RI gleich geblieben ist. Gleichwohl ist die Expression von ADRB1
in den heterozygoten CaMKlls (+/-) Mausen mit und ohne APC im Vergleich zu
den Wildtypen signifikant erhdht. Trotz dieser Expressionssteigerung kommt es
zu keiner signifikanten Aktivitatssteigerung der PKA oder CaMKIls, abgeleitet
durch p-PLB (Serl6) und p-PLB (Thrl7). Die verstarkte Aktivierung des ;-
adrenergen Signalweges koénnte so als protektive Antwort auf die partiell
inaktivierte CaMKIlls gesehen werden: Die Hochregulation des ADRB1 reicht in
diesem Fall aus um eine ausreichende Aktivitat der Proteinkinasen PKA und
CaMKIlls zu gewahrleisten.

Bei homozygoten CaMKlls (-/-) Mausen fuhrt APC mit Desfluran zu einem
signifikanten Mengenunterschied von ADRB1 bei induziertem I/RI: Tiere ohne
APC haben eine signifikant héheren Nachweis von ADRB1 als Tiere mit APC.
Somit sorgt APC lediglich bei homozygoten CaMKll5 (-/-) Mausen, nicht aber in
heterozygoten Mausen oder Wildtyptieren, fir einen signifikanten
Mengenunterschied von ADRB1. Ein Grund fur den erniedrigten Nachweis von
ADRB1 nach APC konnte sein, dass die APC-vermittelte Kardioprotektion nach
I/RI nicht nur Gber den B1, sondern auch Uber den B,- Rezeptor vermittelt wird:
Lange et al. konnten an einer Studie an Kaninchen in vivo zeigen, dass eine
APC-vermittelte HerzinfarktgroRenreduktion bei induziertem I/Rl durch eine
selektive Blockade des B,- Adrenorezeptors mit ICI 118551 aufgehoben wird
[103]. Es ware also durchaus moglich, dass APC bei dauerhafter Inaktivitat der
CaMKIlls eine starkere Verwendung des B,- Adrenorezeptorsignalweges auf
Kosten des (Bi1- Adrenorezeptorsignalweges begunstigt. Hierzu waren weitere

Studien notwendig, bei denen insbesondere die Expression des f-
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Adrenorezeptors oder seiner nachgeordneten Proteine wie zum Beispiel der
Proteinkinase B bei APC nach I/RI bestimmt werden mussten.

Trotz der deutlich erniedrigten ADRB1 Menge bei homozygoten CaMKlls (-/-)
Mausen liegt die Proteinmenge an p-PLB (Serl6) bei APC auf dem Niveau
ohne APC. Hierfir gibt es mehrere Erklarungen:

Eine Erklarung wéare, dass APC fir eine ADRB1 unabhangige PKA Aktivierung
sorgt. Dies ist allerdings sehr unwahrscheinlich, da eine selektive Blockade des
B1-AR mit Metoprolol die Expression von p-PLB (Serl6) mit APC vergleichbar
stark senkt wie ohne APC [145].

Eine andere Erklarung ware, dass Phospholamban bei dauerhafter
Abwesenheit der CaMKIlls von einer anderen Kinase an der Aminosaurestelle
Serin 16 phosphoryliert wird: Die Proteinkinase G (PKG) kann Phospholamban
ebenfalls an der Aminosaurestelle Serin 16 phosphorylieren, was zum einen zur
Modulation der Muskelkontraktion in der Aorta beitragt und zum anderen am
Mauseherz positiv inotrop und lusitrop wirkt [240,241]. In Anwesenheit von PKA
und CaMKIls féallt die PKG-abhéngige Phosphorylierung von PLB an der
Aminosaurestelle Serin 16 kaum ins Gewicht [191]. Allerdings ist es moglich,
dass bei einer dauerhaft inaktiven CaMKlIls alternative Signalwege hochreguliert
werden um das intrazellulare Gleichgewicht aufrechtzuerhalten. So kénnte PKG
die starke Expression von p-PLB (Serl6) bei CaMKlls (-/-) Mausen
beeinflussen, weshalb es auch im Falle einer schwécheren ADRB1 Expression
zu einer gleichbleibend hohen Phosphorylierung an PLB kommen wirde. Der
Verlauf einer PKG-abhangigen Expression von p-PLB (Serl6) wurde bisher
weder bei I/RI noch nach APC bestimmt, dies konnte bei dauerhaft inaktiver
CaMKlIlIs oder PKA Gegenstand zukunftiger Studien sein.

Eine weitere Erklarung wéare, dass die Expression von ADRB1 bei homozygoten
CaMKlls (-/-) Mausen nach APC bereits ausreicht um eine maximale
Proteinexpression von p-PLB (Serl6) zu erhalten, da die PKA bei dauerhafter
Abwesenheit von CaMKIls schon bei normaler Aktivierung nach I/RI eine

maximale Phosphorylierung an der Aminoséaurestelle Serin 16 von PLB
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veranlassen konnte. Dieser Zusammenhang koénnte in weiteren Studien
untersucht werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass APC nur in Anwesenheit der CaMKlIls zu einer
Reduktion der Herzinfarktgro3e bei I/RI fuhrt, wahrend APC gleichzeitig in
Anwesenheit der CaMKIlls keinen Einfluss auf die Expression des [3;-adrenergen

Signalweges hat.
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4.4 From Bench to Bedside

Im klinischen Kontext zeigt die vorliegende Studie, dass APC zwar eine
wirksame Intervention zur InfarktgroRenminimierung darstellt, diese Effekte
jedoch auf einem fragilen Konstrukt mit zahlreichen, zum Teil noch nicht
vollstdndig verstandenen molekularen Zwischenschritten ful3en: Nachdem
Lange et al. zeigen konnten, dass eine selektive B; Blockade mit Esmolol APC-
induzierten kardioprotektiven Effekt aufheben konnte [144], haben wir in der
vorliegenden Studie ein vergleichbares Ergebnis mit der dauerhaften CaMKiIls
Deaktivierung erzielen koénnen. Gleichzeitig konnten wir zeigen, dass es
hinsichtlich der Aufhebung des Kkardioprotektiven Effekts bei CaMKlls
Deaktivierung eine klare Interaktion mit der Expression des [; Rezeptors und
hochstwahrscheinlich des B; Signalweges gibt.

Hier kdnnte auch die Erklarung liegen, warum Kardioprotektion mit volatilen
Anasthetika unter experimentellen Bedingungen beeindruckende Ergebnisse
liefert, die Effekte in Patienten mit kardialem Risikoprofil allerdings weniger
stark ausgepragt sind [242]:

In der vorliegenden Studie wurden die Experimente standardisiert mit
mannlichen Mausen im Alter von 8-16 Wochen und einem Gewicht von 20-30 g
aus einem Inzuchtstamm durchgefihrt. Heutzutage ist es auch bei I/RI
Forschung noch ein Ubliches Vorgehen die Hypothesen an jungen, gesunden
und standardisierten Tiermodell zu testen [243]. In der Kklinischen Realitat
entsteht eine Myokardischamie mit daraus resultierendem I/RI regelhaft aus
einer komplexen, multifaktoriellen Genese, auf die nicht zuletzt Alter und
Geschlecht, einen grof3en Einfluss haben [1]:

Mit fortschreitendem Alter scheinen die kardioprotektiven Effekte durch
Konditionierung nachzulassen, was sowohl im Tiermodell [244,245] als auch
beim Menschen [246] gezeigt werden konnte. Auf der anderen Seite konnte
eine aktuelle Kklinische Studie keinen protektiven Effekt einer APC mit
Sevofluran bei Kindern im Rahmen einer Herzoperation zeigen [247]. Neben
dem Alter werden also auch weitere, insbesondere speziesspezifische
Faktoren, eine Rolle spielen.
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Weiterhin spielt auch das Geschlecht eine wichtige Rolle bei I/RI: Daten aus
Tierversuchen zeigen, dass das weibliche Herz insgesamt weniger anfallig fur
I/RI zu sein scheint als das mannliche [248,249]. Studien beim Menschen
zeigen, dass es insbesondere beim weiblichen Geschlecht grof3e Unterschiede
hinsichtlich Inzidenz und Mortalitdt bei I/RI gibt: Wé&hrend postmenopausale
Frauen haufiger betroffen sind als gleichaltrige pramenopausale Frauen und
eine hohere Mortalitat aufweisen als gleichaltrige Manner, scheinen
pramenopausale Frauen insgesamt weniger anfallig fir I/RI zu sein als Manner
im vergleichbaren Alter [250-252]. Es liegt nahe, dass diese Faktoren Einfluss
auf eine kardioprotektive Therapie beim Menschen haben und sollten fur
weitere Studien in Betracht gezogen werden.

Neben Alter und Geschlecht bestimmen auch Komorbiditdten mit
entsprechender Begleitmedikation sowie nutritiv bedingte
Stoffwechseleinstellungen die kardiale Integritdt und nehmen damit Einfluss auf
die Fahigkeit zur Kardioprotektion [146,243].

Entsprechend adaptierte Tiermodelle kénnten uns in Zukunft helfen die
einzelnen Interaktionen besser zu verstehen und kdnnten so den Weg fir

weitere klinische Studien bereiten.
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6. Zusammenfassung

Der myokardiale I/RI (engl. ischemia/reperfusion injury) beeintrachtigt Integritat
und Funktion des Herzens. Abhéngig von der Ischamiedauer sorgt er fur
reversible myokardiale Dysfunktionen bis hin zu irreversiblen Nekrosen und
dauerhaften Funktionseinschrankungen des Herzens.

Kardiale Prakonditionierung beschreibt einen endogenen Schutzmechanismus,
der den Myozyten eine zeitlich begrenzte Toleranz gegen I/RI vermittelt. Bei der
APC (engl. anesthetic-induced preconditioning) wird diese Wirkung durch Gabe
volatiler Anéasthetika vor Eintritt des ischamischen Ereignisses erzielt.

In der vorliegenden Studie wurde mit dem Herzinfarktmodell der C57BL/6 Maus
die Rolle der Calcium-Calmodulinkinase Ils (CaMKIls) bei der APC-vermittelten
Kardioprotektion mit dem volatilen Anasthetikum Desfluran untersucht. Dazu
wurden HerzinfarktgréRen von Wildtyptieren mit CaMKIls KO Tieren verglichen.
Dartber hinaus wurde das Verhalten der CaMKIls und des B-adrenerger
Rezeptor (B1—AR) vermittelten Signalweges bei APC via Phospholamban (PLB),
das regulatorisch auf die mitochondriale Permeabilitdtspore und damit die
Zellintegritat wirkt, untersucht. Hierzu wurden mit Western-Immunoblotting die
Proteinmengen von PLB, an den Aminosaurestellen Serin 16 (B1—AR
vermittelter Signalweg) und Threonin 17 (CaMKlls abhangiger Signalweg)
phosphoryliertem PLB sowie vom B; —AR semiquantitativ bestimmt.

Ein Ergebnis dieser Studie zeigt, dass eine Desfluran-vermittelte Reduktion der
HerzinfarktgroRe in Wildtyptieren, nicht aber in M&usen mit homozygotem KO
der CaMKlIls stattfindet. Weiterhin wird gezeigt, dass der CaMKlls; KO die
Expression von PLB wund die Phosphorylierung von PLB an der
Aminosaurestelle Serin 16 im Vergleich zum Wildtyp mehr als verdoppelt.
DarUber hinaus wird gezeigt, dass die Expression des B; —AR in Tieren mit
homo- und heterozygotem CaMKIls KO im Vergleich zum Wildtyp signifikant
erhoht ist. APC mit Desfluran hebt diese erhdhte 3; —AR Konzentrationen im
homozygoten, aber nicht im heterozygoten KO auf. Dies zeigt, dass sich die
B1 —AR Expression entsprechend der CaMKIlls Verfugbarkeit adaptiert, dieser

Effekt aber durch APC unterbunden werden kann.
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