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1. Einleitung 
	

1.1 Klinischer Hintergrund	

Der Myokardinfarkt zählt weltweit zu den Hauptursachen für Tod und 

Erwerbsunfähigkeit. Schätzungen gehen von weltweit mehr als 7 Millionen 

Menschen mit Myokardinfarkt pro Jahr aus.1 Fortschritte in Management und 

Therapie des akuten Myokardinfarktes, insbesondere durch zeitnahe 

Reperfusion beziehungsweise Revaskularisierung, konnten Morbidität und 

Mortalität reduzieren,2 jedoch sind in Europa  Erkrankungen des Herz-Kreislauf-

Systems wie die koronare Herzkrankheit (KHK) und die Herzinsuffizienz 

weiterhin führende Todesursachen.3 

 

Im Zuge des Fortschritts der Medizin und des demographischen Wandels 

werden immer umfangreichere chirurgische Eingriffe an zunehmend älteren 

Patienten mit steigenden perioperativen Risikofaktoren durchgeführt.4 Neben 

den medizinischen Herausforderungen kardiovaskulärer Ereignisse, geht mit 

dieser Entwicklung auch ein ökonomischer Aspekt einher.5 Nicht zu 

vernachlässigen ist auch das Risiko von Patienten mit KHK, die sich einem nicht-

kardiochirurgischen Eingriff unterziehen, unmittelbar perioperativ einen 

Myokardinfarkt zu erleiden.6 Diesbezüglich ist vor allem das gefäßchirurgische 

Patientenkollektiv hervorzuheben.7 Der Myokardinfarkt ist definiert als 

myokardialer Zelltod aufgrund länger andauernder Ischämie.8 Da perioperative 

Ischämien bezüglich Dauer und Intensität am gefährlichsten sind,6 kommt der 

Untersuchung perioperativer kardioprotektiver Mechanismen und der 

Etablierung perioperativer kardioprotektiver Strategien große Bedeutung zu. Zu 

diesen kardioprotektiven Strategien zählt auch die Präkonditionierung.  
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1.2 Präkonditionierung	

Die Präkonditionierung beschreibt einen Schutzmechanismus, bei dem 

bestimmte Reize die Toleranz einer Zelle gegenüber länger anhaltenden 

Ischämien erhöhen.9  Diese Reize können kurzzeitige Ischämien, Pharmaka, 

aber auch endogene Botenstoffe wie Adenosin10, Bradykinin11 oder 

Katecholamine12 sein.  Außer im Herzen13 findet sich dieses Phänomen auch in 

anderen Geweben mit hohem Energieumsatz, wie dem Gehirn14, den Nieren15, 

der Lunge16,  der Leber17 und dem Skelettmuskel18.  Der Zeitraum zwischen 

präkonditionierendem Stimulus und Ischämie wird als Memoryphase 

bezeichnet.19 

 

Grundsätzlich lässt sich zwischen der Ischämischen Präkonditionierung (IPC) 

und der Pharmakologischen Präkonditionierung (PPC) unterscheiden. Neben 

den volatilen Anästhetika20  können z.B. auch Opioide21 präkonditionierend auf 

die Herzmuskelzellen wirken. Bei Anästhetika spricht man von der Anästhetika-

induzierter Präkonditionierung (APC).  

 

1.2.1 Ischämische Präkonditionierung 
Erstmalig beschrieben wurde die ischämische Präkonditionierung im Jahre 1986 

von Murry et al. in Hunden.13 Damals konnte gezeigt werden, dass sich die 

Infarktgröße nach 40-minütiger Koronararterienokklusion um 75% verkleinern 

lässt, wenn man vier Zyklen einer je fünfminütigen Koronararterienokklusion und 

Reperfusion vorschaltet. Bis heute gilt die aus diesem wegweisenden 

Experiment heraus definierte IPC als wirksamster kardioprotektiver 

Mechanismus, der sich auch in allen bisher untersuchten Spezies beobachten 

lässt.22 

Die ischämische Präkonditionierung hat einen biphasischen Verlauf und lässt 

sich in eine frühe und eine späte Phase aufteilen. Die frühe Phase, auch Erstes 

Fenster der Präkonditionierung genannt, hält je nach Spezies bis zu drei 

Stunden an.13 Nach 24 Stunden beginnt die späte Phase bzw. das Zweite 

Fenster der Präkonditionierung und hält für weitere 48-72 Stunden an.23-25 Nur 

in diesen Phasen lässt sich ein kardioprotektiver Effekt nachweisen. Im Ersten 
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Fenster wird dieser durch Aktivierung bereits vorhandener Proteine verursacht, 

während im Zweiten Fenster vorwiegend eine Neusynthese kardioprotektiver 

Proteine zu Grunde liegt.26,27 

 

 

 

 
 

Abbildung 1:  Biphasisches Verlaufsmuster der ischämischen 
Präkonditionierung. In Abhängigkeit vom Zeitintervall zwischen IPC 
und Ischämie ist die relative Reduktion der Herzinfarktgröße (in %) 
gegenüber unbehandelten Tieren dargestellt.28 

	

1.2.2 Anästhetika-induzierte  Präkonditionierung 

Zwei Jahre nach der Erstbeschreibung der Ischämischen Präkonditionierung 

konnten Warltier et al. zeigen, dass sich die Myokardfunktion nach einer 

15minütigen Koronararterienokklusion bessert, wenn zuvor Halothan bzw. 

Isofluran appliziert wurde. Damit wurde der positive Einfluss von volatilen 

Anästhetika auf das myokardiale Stunning belegt.29 In den darauffolgenden 

Jahren konnte gezeigt werden, dass Halothan30 und Isofluran31 den ATP-

abhängigen K+-Kanal aktivieren können. Dies geht neben einer koronaren 
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1.2.1 Ischämische Präkonditionierung 

Murry et al. beschrieben 1986 erstmalig das Phänomen der ischämischen Präkonditio-

nierung[18]. Bei ihrer Untersuchung am Myokard von Hunden konnte gezeigt werden, 

dass eine koronare Okklusion und Reperfusion von je fünf Minuten Dauer vor einer 

langanhaltenden, 40-minütigen Koronararterienokklusion zu einer drastischen Reduk-

tion der Herzinfarktgröße führte. Die ischämische Präkonditionierung gilt als einer der 

wichtigsten identifizierten endogenen Schutzmechanismen gegenüber ischämischer 

Schädigung. Der Mechanismus konnte in allen bisher untersuchten Tierarten nachge-

wiesen werden[9]. Er findet sich neben dem Herzen auch in anderen Organen wie Le-

ber, Niere oder Gehirn wieder[19]. Die Kardioprotektion bleibt bis zu drei Stunden nach 

präkonditionierender Intervention bestehen. Dies weist auf die Existenz einer „memo-

ry“-Phase hin[19], d.h. das Herz „erinnert sich“ an seine Exposition gegenüber ischämi-

schen Stimuli und behält seinen präkonditionierten Phänotyp bei[20]. 

Die ischämische Präkonditionierung besteht aus zwei getrennten Phasen[21]. Die erste 

frühe Phase (erstes Fenster der Präkonditionierung) zeigt ihre Wirkung rasch mit nur 

wenigen Minuten Abstand zum gesetzten präkonditionierenden Stimulus und dauert ca. 

zwei bis drei Stunden an. Eine zweite späte Phase (zweites Fenster der Präkonditio-

nierung) entwickelt sich nach zwölf bis 24 Stunden. Ihre Wirkung hält jedoch drei bis 

vier Tage an[22-23]. In der Zeit zwischen dem ersten und zweiten Fenster besteht keine 

Kardioprotektion. Somit folgt die ischämische Präkonditionierung einem biphasischen 

Verlaufsmuster, wobei eine Periode ohne kardioprotektive Wirkung zwischengeschaltet 

ist[11]. 

 

Abb 2. Biphasisches Ver- 
laufsmuster der ischämi- 
schen Präkonditionierung. 
Modifiziert nach [22]. 
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Vasodilatation auch mit einer Infarktgrößenreduktion nach Ischämie einher. 

Weiterhin ließ sich mit dem nichtselektiven ATP-abhängigen-K+-Kanal-

Antagonisten Glibenclamid die positive Wirkung von Isofluran auf das 

myokardiale Stunning aufheben.32,33  

 

Im Jahre 1997 konnten Kersten et al. erstmalig zeigen, dass auch Isofluran das 

Myokard präkonditionieren kann, wobei die erzielte Infarktgrößenreduktion mit 

derjenigen der Ischämischen Präkonditionierung vergleichbar war.20 Die 

Beobachtung, dass der nichtselektive ATP-abhängigen-K+-Kanal-Antagonist 

Glibenclamid die Präkonditionierung durch Isofluran aufheben kann, deutet auf 

eine fundamentale Rolle der ATP-abhängigen-K+-Kanäle auch bei der 

Anästhetika-induzierten Präkonditionierung  (APC) hin.20  

 

Bislang konnte für alle volatilen Anästhetika wie Halothan11,34, Enfluran11, 

Isofluran11,34, Sevofluran34 und Desfluran34 eine präkonditionierende Wirkung im 

Tiermodell nachgewiesen werden. Lange et al. konnten an Kaninchen zeigen, 

dass für Desfluran eine Schwellendosis besteht, die sich aber durch wiederholte 

Gabe senken lässt. In ihrem Versuchsprotokoll lag die Schwelle für Desfluran 

zur Präkonditionierung am Kaninchenherzen zwischen 0,5 und 1,0 minimaler 

alveolärer Konzentration (MAC). Die Schwellendosis ließ sich durch repetitive 

Gabe mit dazwischengeschalteten Memoryphasen soweit senken, dass auch 

subanästhetische Dosen Desfluran eine kardioprotektive Wirkung entfalten 

konnten. Allerdings ließ sich der protektive Effekt weder durch Dosissteigerung 

über die Schwelle hinaus noch durch verlängerte Applikationsdauer  

verbessern.35  Auch Kehl et al. konnten an Kaninchen nachweisen, dass sich ein 

kardioprotektiver Effekt bereits ab 0,25 MAC Isofluran beobachten lässt und 

höhere Dosen zu keiner weiteren Reduktion des Infarktareals führen. Allerdings 

zeigte sich bei höherer Konzentration des Anästhetikums die 

Infarktgrößenreduktion unabhängig vom koronaren Kollateralblutfluss.36 

2004 konnten Tanaka et al. am Kaninchenmodell erstmals zeigen, dass auch 

die APC mit Isofluran, ähnlich der IPC, einen biphasichen Verlauf aufweist.37 

Durch weitere Experimente mit Kaninchen zum Zweiten Fenster der APC ist 
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bekannt, dass sich 24, 48 und 72 Stunden nach Applikation von Desfluran eine 

Infarktgrößen-reduzierende Wirkung erreichen lässt, während sie nach 96 

Stunden nicht mehr nachweisbar ist.9 Redel et al. demonstrierten 2013 im in-

vivo Modell, dass sich auch bei Mäusen nach Gabe von Desfluran ein 

biphasicher Verlauf der APC mit einem Zweiten Fenster nach 48h nachweisen 

lässt.38 

 

1.3 Mechanismen der Präkonditionierung	

Mechanistisch erklärt man sich die Präkonditionierung auf zellulärer Ebene 

durch die kaskadenartige Aktivierung verschiedener Signalwege, deren 

Einzelheiten bis dato nicht vollständig verstanden sind. Diese Signalwege sind 

bei IPC und APC ähnlich.39 Inhibitorische G-Proteine19,40, die Bildung freier 

Sauerstoffradikale (ROS)41 und die Proteinkinase C42 mit ihrer α43, δ44 und ε45 

Untereinheit spielen genauso eine Rolle wie sarkolemmale46 und 

mitochondriale47,48 ATP-aktivierte K+-Kanäle (KATP) oder Calcium-abhängige 

Kaliumkanäle mit hoher Leitfähigkeit (BKCa).49,50  Ein weiterer Faktor, der die 

Infarktgröße beeinflusst, ist die Calciumhomöostase,51 eine zentrale Rolle spielt 

hierbei die Calcium/Calmodulin Kinase.52 

 

Nach heutigem Kenntnisstand gilt die mitochondriale Permeabilitätspore 

(mitochondrial permeability transition pore, mPTP) als wahrscheinlicher 

gemeinsamer Endeffektor der verschiedenen Signalwege.53 Sie befindet sich an 

der Kontaktstelle von innerer und äußerer Mitochondrienmembran.54 Ihre 

Öffnung führt zur Ruptur der äußeren Mitochondrienmembran, sodass 

Cytochrom C und weitere proapoptotische Moleküle ins Zytosol freigesetzt 

werden und die Apoptose der Zelle einleiten.55 Zur Öffnung der mPTP führen 

u.a. die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) oder auch die 

Calciumüberladung der Zelle.56 Eine verzögerte Öffnung der mPTP während der 

Reperfusion ist nach Präkonditionierung zu beobachten57 und wird 

wahrscheinlich über KATP-Kanäle vermittelt.58 Nach Gabe von Ciclosporin A 
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wurde ebenfalls eine verzögerte Öffnung der mPTP beobachtet, was auch in 

einer Reduktion der Infarktgröße resultierte.59 

 

Die Mechanismen, die für die Kardioprotektion im Zweiten Fenster verantwortlich 

sind, vermitteln diese ebenfalls über die mPTP60,61 und den KATP- Kanal.62,63 Es 

wird von einer Signalkaskade ausgegangen, die durch „early mediators“ wie 

Akt,64 Tyrsosinkinasen65 oder Proteinkinase C66 eine Aktivitätssteigerung von 

Transkriptionsfaktoren wie STAT 1 und 3 (Signal Transducers and Activators of 

Transcription)67,68 oder NFκB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of 

activated B-cells)69 erreicht. Dies resultiert in einer Expressionssteigerung der 

„late mediators“ durch de-novo Proteinsynthese wie z.B. der induzierbaren 

Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS)65,70 oder der Cyclooxygenase-2 (COX-

2),37,71 welche dann in einer gemeinsamen Endstrecke münden.   

 

 

1.4 Die Pim-1 Kinase 

Pim-1 ist ein Proto-Onkogen, das für eine gleichnamige Seronin/Threonin-

Kinase kodiert, welche eine wichtige Rolle bei der Regulation von Zellwachstum 

und Proliferation spielt.72,73 Das Pim-1 Onkogen wurde ursprünglich im 

Zusammenhang mit murinen T-Zell-Lymphomen beschrieben, da es die 

Insertionsstelle für das Moloney Murine Leukämie Virus darstellt.74 Weiterhin 

bekannt sind die Pim-2 und die Pim-3 Kinase, die hohe Frequenz- und 

Strukturähnlichkeiten zu Pim-1 aufweisen.75 Sie sind der Familie der 

Calcium/Calmodulin-abhängigen Kinasen zuzuordnen und ihre Expression wird 

durch verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren getriggert.76 In hoher Zahl 

findet sich die Pim-1 Kinase in der Leber und der Milz und während der 

Fetalzeit77 in hämatopoetischen Geweben, aber auch im Herzmuskel.78 Im 

neonatalen Myokard wird Pim-1 am stärksten exprimiert. Die Expression nimmt 

im Laufe des Lebens kontinuierlich ab.79 Im Myozyt der jungen Maus wird die 

Pim-1 Kinase überwiegend nukleär exprimiert, während sie sich mit 

zunehmendem Alter vorrangig im Zytosol findet.79 Allerdings steigt die zelluläre 
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Pim-1 Konzentration nach Myokardinfarkt und in hypertensiv geschädigtem 

Myokard sowohl beim Menschen, als auch im Mausmodell wieder an.79-81 

 

 

 
Abbildung 2: Pim-1 Kinase Signalweg 
Die Pim-1 Kinase führt durch die Phosphorylierung von Bad am Serinrest 112 

(Phospho-BadSer112) zur Abspaltung von Bcl-2 und dessen Aktivitätssteigerung. 

Bcl-2 bewirkt nun über die mitochondriale Permeabilitätspore (mPTP) eine 

Stabilisierung des Membranpotentials und verhindert eine Freisetzung von 

Cytochrom C (Cyt C) aus dem Mitochondrium und damit die Einleitung der 

Apoptose. 

 

 

Im Kardiomyozyt ist die Pim-1 Kinase der Proteinkinase B/Akt nachgeschaltet.79 

Diese gehört ebenfalls zu den Serin/Threonin-Kinasen, die nach Aktivierung 

durch Zytokine oder Wachstumsfaktoren eine Konformationsänderung 

vollziehen und sich von der Zellmembran lösen.72 Ein wichtiger Mediator für 

diesen Signalweg ist STAT3.82,83 Im Mausmodell führt die Aktivierung von 

Pim-1 Kinase

Bad

Bcl-2

Phosphorylierung

Phospho-Bad
Ser112

Bcl-2
Aktivität

mPTP

Stabilisierung

Membranpotential
Cyt C
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STAT3 durch IPC zur Translation und Transkription kardioprotektiver Proteine 

wie Cyclooxygenase 2 (COX-2)84 und induzierbarer NO-Synthase (iNOS)85. 

Außerdem konnte gezeigt werden, dass STAT3 auch an der Vermittlung der 

Kardioprotektion im Zweiten Fenster der Anästhetika-induzierten 

Präkonditionierung beteiligt ist.86 Es konnte gezeigt werden, dass die Pim-1 

Kinase sowohl reduzierend auf die Apoptose der Kardiomyozyten und somit die 

Größe eines Myokardinfarktes wirkt, als auch anti-hypertrophe Eigenschaften 

aufweist.79,80 Die gleichen Attribute wurden zuvor Akt zugeschrieben.49,72 

 

Die Pim-1 Kinase phosphoryliert verschiedene nachgeschaltete Proteine, 

darunter auch das pro-apoptotische Molekül Bad (Bcl-2-Antagonist of Cell 

Death). Die Phosphorylierung erfolgt spezifisch am Serinrest 112, was eine 

Inaktivierung von Bad zur Folge hat.87 Phosphorylierung von Bad durch Akt 

erfolgt wiederum spezifisch am Serinrest 136, welches ebenfalls zur 

Inaktivierung von Bad führt.88 Dies lässt vermuten, dass die Pim-1 Kinase eine 

zentrale Stellung bei der Verhinderung des Zelltods einnimmt, da die 

Inaktivierung von Bad zu einer Steigerung der Aktivität des anti-apoptotischen 

Proteins Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) führt und somit das Überleben der Zelle 

sichert.87,88 

 

Im Jahr 2009 konnte im Mausmodell zudem gezeigt werden, dass die  Desfluran-

induzierte Präkonditionierung und die IPC gegen Myokardinfarkt via Pim-1 

Kinase vermittelt werden.89 Die Inaktivierung von Bad durch Phosphorylierung 

mittels Pim-1 Kinase steigert die Bcl-2 Aktivität.87 Durch die Aktivierung von Bcl-

2 wird die Freisetzung von Cytochrom C aus dem Intermembranraum der 

Mitochondrien in das Zytosol verhindert.90 Diese Freisetzung induziert eine 

apoptotische Kaskade, welche Caspase-391 aktiviert und mit mitochondrialer 

Depolarisation einhergeht.37,90,92 Desfluran-induzierte Präkonditionierung und 

IPC führen zu einer verminderten Freisetzung von Cytochrom C und 

ermöglichen das Überleben der Zelle.89 
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1.5 Das proapoptotische Protein Bad	

Bad gehört zur Proteinfamilie Bcl-2, die aus anti-apoptotischen Mitgliedern (Bcl-

2, Bcl-Xl, MCL-1, A1) und pro-apoptotischen Mitgliedern (Bad, BAX, BAK, BCL-

XS, BID) besteht und deren Aufgabe in der Regulation von Apoptose und 

Überleben der Zelle liegt.93  

 

Bad wird durch reversible Phosphorylierung reguliert.4,91 Unphosphoryliert liegt 

es an Bcl-Xl und Bcl-2 gebunden vor und inhibiert dadurch deren anti-

apoptotische Aktivität bzw. fördert die Apoptose der Zelle.94 Phosphorylierung 

von Bad an Serin112, Serin136 und/oder Serin155 durch verschiedene Kinasen wie 

Akt95, Proteinkinase A96, Rsk167, Pim-187 oder Pim-297 löst die Bindung von Bcl-

Xl  und Bcl-2 und führt zur Abspaltung von Bad von der Mitochondrienoberfläche 

und der Diffusion ins Zytosol68. Im Zytosol liegt Bad inaktiviert an 14-3-3 

gebunden vor,7 ein hochkonserviertes, ubiquitär in verschiedenen Isoformen bei 

Säugetieren vorkommendes Protein, das u.a. die Aktivität von Proteinkinasen 

steigern kann. Diese Kaskade, die zum Überleben der Zelle führt, kann z. B. 

durch Interleukin-3 angestoßen werden.98 In Abwesenheit von 

Überlebenssignalen kann Bad durch das Protein Phosphatase 2 

dephosphoryliert bzw. aktiviert werden und die Apoptose der Zelle einleiten. 

 

 

1.6 Fragestellung	

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der Pim-1 Kinase im Zweiten 

Fenster der Desfluran-induzierten Präkonditionierung gegen Myokardinfarkt  

untersucht. Als Endpunkte der Untersuchung wurden das Ausmaß der 

Myokardinfarkte sowie die Veränderungen in der Expression von Pim-1 Kinase, 

Bad und phosphoryliertem BadSer112 (phospho-BadSer112) im Zweiten Fenster der 

Präkonditionierung mit Desfluran gewählt. 

Es wurde die Hypothese getestet, dass das Zweite Fenster der Desfluran-

induzierten Präkonditionierung zur Protektion vor Myokardinfarkt über anti-

apoptotische und kardioprotektive Effekte der Pim-1 Kinase vermittelt wird.  
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2. Material und Methoden 
	

2.1 Versuchsgenehmigung 

Gemäß des Tierschutzgesetzes über Versuche an lebenden Tieren wurde ein 

Antrag bei der entsprechenden Behörde bei der Regierung von Unterfranken 

eingereicht und eine Genehmigung lag unter der Nummer 43/09 vor.  

 

 

2.2 Durchführung der Untersuchung 

2.2.1 Versuchstiere 
Alle Untersuchungen wurden an männlichen C57BL/6 Mäusen (Harlan Horst, 

Niederlande) durchgeführt. Die Tiere waren zwischen 8 und 12 Wochen alt und 

ihr Gewicht lag zwischen 20 und 25 g. Sie wurden in einer Kleintierhaltung bei 

zwölfstündigem Tag- und Nachtrhythmus gehalten und hatten freien Zugang zu 

Trinkwasser und Nahrung bis zum Vorabend des Experiments.  

 

 

2.2.2 Präkonditionierung  
Zur Präkonditionierung wurden die Tiere für 15 Minuten in einem Käfig 

gehalten, der zuvor mit einem Gemisch aus 50% Raumluft, 50% Sauerstoff 

und 1,0 MAC Desfluran geflutet worden war. Während der Desfluran-

Konditionierung wurde zur Überwachung ein 3-Kanal EKG abgeleitet.  

 

	
2.2.3 Narkose 
Die Narkose der Mäuse wurde durch intraperitoneale Injektion von 60 μg/gKG 

Natrium-Pentobarbital (Merial, Hallbergmoos, Deutschland) herbeigeführt. Zur 

Aufrechterhaltung erhielten die Mäuse nach Bedarf weitere intraperitoneale 

Injektionen von 15 μg/gKG. Zur Überprüfung der Narkosetiefe wurden in 

regelmäßigen Abständen der Korneal-Reflex sowie der Fußwegzieh-Reflex der 
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Hinterpfote nach Druckreiz der Zehe getestet. Für die Dauer des Experiments 

wurden die Mäuse in Rückenlage auf einer temperaturkontrollierten Heizplatte 

(FMI, Seeheim, Deutschland) platziert, welche die rektale Temperatur konstant 

bei 37°C hielt.  

 

 

2.2.4 Intubation und Beatmung 
Um die Intubation zu erleichtern wurde nach Narkoseinduktion der Oberkiefer 

mithilfe eines Gummibandes auf der Platte fixiert. Die Zunge wurde 

zurückgezogen um die Trachea mit einer 22-Gauge Venenverweilkanüle 

(B.Braun, Melsungen, Deutschland) unter Sicht zu intubieren. Die Mäuse 

wurden mit einem 1:1 Sauerstoff-Luftgemisch mittels eines Kleintier-

Beatmungsgeräts (SAR-P 830, CWE Inc., Ardmore, PA) druckkontrolliert 

beatmet. Es wurden eine Frequenz von 130 Atemzügen pro Minute, ein positiver 

endexspiratorischer Druck (PEEP) von 1-3 cmH2O und ein maximaler 

Beatmungsdruck von 30 cmH2O gewählt.  

 

 

2.2.5 Präparation 
Zur Überwachung von Herzfrequenz und ST-Strecke wurde ein 3-Kanal-

Elektrokardiogramm (EKG) abgeleitet. Des Weiteren wurde ein mit 0,9%iger 

NaCl-Lösung gefüllter PE-10 Katheter, der mit einem Druck-Messwandler 

(Combitrans, B. Braun, Melsungen, Deutschland) verbunden wurde, nach 

medianer Inzision des Halses in der rechten  Arteria carotis communis zur 

arteriellen Blutdruckmessung platziert. Es schloss sich die Kanülierung der 

rechten Vena jugularis zum Flüssigkeitsmanagement (20μl/g/h) an. Im fünften 

Interkostalraum linksseitig erfolgte die Thorakotomie. Nach Präparation der 

Musculi pectorales und der Pleura mithilfe eines Elektrokauters (FST, 

Heidelberg, Deutschland) wurde ein Rippenspreizer (Noras, Würzburg, 

Deutschland) eingesetzt um das Herz darzustellen.  Der absteigende Ast der 

linken Koronararterie (left anterior descending coronary artery, LAD) wurde nach 
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Eröffnung des Perikards aufgesucht und mit einem 6-0 Seidenfaden umlegt. Die 

beschriebenen Schritte erfolgten unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskops 

(OPMI-9-FC, Zeiss, Jena, Deutschland).  
 

 

2.2.6 Myokardiale Ischämie und Reperfusion 
Die Enden des Fadens wurden durch ein Silikonröhrchen geführt, mit 

standardisierten Gewichten versehen und über einer höhenverstellbaren 

Konstruktion - bestehend aus zwei parallelen Metallstangen - platziert. Zur 

Induktion der Ischämie wurden die Stangen nach oben gefahren, sodass die 

Gewichte auf beiden Seiten herunterhingen und sich die 1-2mm unterhalb des 

linken Herzohrs  vorgelegte Schlinge schloss.95 Die erfolgreiche Okklusion der 

LAD konnte durch ST-Strecken-Hebung im EKG und Erblassen des betroffenen 

Myokardareals verifiziert werden. Die Reperfusion wurde durch Entfernung der 

Gewichte bzw. durch Absenken der Metallstangen erreicht. Die Normalisierung 

des EKGs und die reflektorische Hyperämie des Myokards zeigten den Erfolg 

der Reperfusion an.  

 

 

2.2.7 Abschluss des Experiments 
Zur Beendigung des Versuchs wurde die LAD nach dreistündiger 

Reperfusionsphase erneut mithilfe der Schlinge okkludiert. Über den Katheter in 

der A. carotis wurde langsam 1ml Evans Blau (0,1 g/ml; Sigma-Aldrich, 

Taufkirchen, Deutschland) verabreicht, das durch die erneute Okklusion der LAD 

nur im nicht-ischämischen Gewebe anfluten konnte und so das Risikoareal (area 

at risk, AAR) demaskierte. Den Mäusen wurde intraperitoneal eine letale Dosis 

Natrium-Pentobarbital (150μg/g) verabreicht und das Herz wurde rasch entfernt. 

Nach Abspülen der überschüssigen Farbe wurden die Vorhöfe und der rechte 

Ventrikel abpräpariert und der linke Ventrikel wurde für 20min bei -20°C gekühlt. 

Unter Zuhilfenahme einer Acrylmatrix (Aster Industries, McCandles, PA) wurde 

der linke Ventrikel in 1mm dünne Transversalschnitte zerteilt. Danach wurden 
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diese bei 37°C mit  2%iger  2,3,5-Triphenyltetrazolium-chlorid-Lösung (TTC, 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland), die mit NaOH auf einen 

pH von 7,4 gepuffert wurde,  für weitere 30min inkubiert. 

Anschließend wurden die Schnitte in 10%iger Formaldehydlösung (Otto Fischar 

GmbH und Co. KG, Saarbrücken Deutschland) über Nacht fixiert. Die in 

lebenden Zellen vorhandenen Enzymsysteme reduzieren TTC zu einem roten 

Farbstoff, welcher die vitalen Gewebeabschnitte rot erscheinen lässt, während 

sich die ischämischen Gewebeanteile ungefärbt präsentieren.99 

 

 

2.2.8 Auswertung  
Die Auswertung der Gewebeschnitte fand am Folgetag des Experiments statt. 

Die einzelnen Schnitte wurden gewogen und zusammen mit 0,9%iger NaCl-

Lösung zwischen zwei Deckgläsern platziert. Alle Schnitte wurden von beiden 

Seiten mit einer hochauflösenden Digitalkamera (Finepix S3 Pro, Fujifilm, Tokyo, 

Japan) fotografiert und die digitalen Bilder wurden anschließend mit Hilfe eines 

Bildbearbeitungsprogramms (Adobe Photoshop CS 8.0.1; Adobe Systems Inc., 

San Jose, CA) auf einem Personal Computer (Fujitsu Siemens, Augsburg, 

Deutschland) ausgewertet. Die einzelnen Zonen, ischämisches Areal  (rot), 

infarziertes Areal (ungefärbt) und nicht-ischämisches Areal (blau) wurden 

entsprechend ihres Farbverlaufs markiert und mittels 

Bildbearbeitungsprogramm planimetrisch vermessen. Der errechnete Anteil der 

einzelnen Zonen wurde daraufhin mit dem Gewicht der jeweiligen Schnitte 

multipliziert und die Infarktgröße als Prozentwert der AAR angegeben. Wiesen 

die Tiere eine gravitoplanimetrisch bestimmte AAR von weniger als 20% des 

linken Ventrikels auf, wurden sie aus der Versuchsreihe ausgeschlossen. 
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Abbildung 3: Hochauflösende Fotografie eines Gewebeschnitts des linken 
Ventrikels 
Gemäß des Farbverlaufes wurden ischämisches Areal (rot), infarziertes Areal 

(ungefärbt) und nicht-ischämisches Areal (blau) unterschieden. 

 

 

2.3 Experimentelles Protokoll 

2.3.1 Protokoll zur Infarktgrößenbestimmung 
Die Mäuse wurden randomisiert in die Versuchsgruppen 1-5 aufgeteilt. Zwei 

Gruppen (DES+48h, DES+48h+PIMPre) wurde 48h vor dem Experiment für 15 

Minuten  1 MAC (minimale alveoläre Konzentration) Desfluran (7,5Vol%)100 zur 

Präkonditionierung verabreicht, die anderen Gruppen atmeten weiter Raumluft. 
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Bis zum Vorabend des Versuchstag verblieben die Tiere in ihrer gewohnten 

Umgebung im Tierstall und hatten freien Zugang zu Futter und Wasser. 

 

Am Versuchstag erhielten alle Tiere eine Narkose mit Natrium-Pentobarbital, die 

für die gesamte Versuchsdauer aufrechterhalten wurde. Das Versuchsprotokoll 

begann nach der Präparation und Instrumentierung der Tiere und erstreckte sich 

über insgesamt 240 Minuten.  

 

In der ersten Phase des Protokolls wurde den Tieren eine 30minütige 

Äquilibrierungsphase gewährt. Die in dieser Phase aufgezeichneten 

hämodynamischen Parameter dienten als Ausgangswerte (Baseline). Daran 

schloss sich die 45minütige Interventionsphase in Form der 

Koronararterienokklusion (coronary artery occlusion, CAO) an.  

Alle Gruppen erhielten für die gesamte Dauer des Protokolls eine kontinuierliche 

NaCl-Infusion (0,9%) über den Katheter in der Vena jugularis. Bei den Tieren der 

Kontrollgruppe (CON) sowie bei einer der präkonditionierten Gruppen 

(DES+48h) erfolgte keine weitere Intervention. 15 Minuten vor der 

Koronararterienokklusion wurde der hochselektive101 PIM-Inhibitor (2-hydroxy-3-

cyano-4-phenyl-6-(3-bromo-6-hydroxyphenyl) Pyridin, Pim-1 Kinase-Inhibitor II, 

10μg/g) in der Trägersubstanz  DMSO (Dimethylsulfoxid, Merck, Darmstadt, 

Germany) gelöst und sowohl einer präkonditionierten als auch einer 

unbehandelten (DES+48h+PIM-Pre bzw. PIM-Pre) Gruppe intraperitoneal 

verabreicht. Eine weitere Gruppe erhielt zum gleichen Zeitpunkt nur die 

Trägersubstanz DMSO. Nach Wiedereröffnung des 

Koronararterienverschlusses begann die 180minütige Reperfusionsphase bei 

der bis zur Terminierung des Experiments keine weiteren Interventionen 

erfolgten. Das Versuchsprotokoll der Studie ist in Abbildung 4 dargestellt.  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Versuchsprotokolls 
CAO (schwarzer Balken) = Koronararterienokklusion; CON = Kontrollgruppe; 
DMSO = Gabe von DMSO 15 Minuten vor CAO; DES+48h = 15minütige Gabe 
von 1 MAC Desfluran 48h vor der CAO; PIM-Pre = Gabe des Pim-1 Kinase 
Inhibitor II (10μg/g) 15 Minuten vor CAO; DES+48h+PIM-Pre = 15minütige Gabe 
von 1 MAC Desfluran 48h vor der CAO + Gabe des Pim-1 Kinase Inhibitor II 
(10μg/g) 15 Minuten vor CAO 
 

 

2.3.2 Protokoll zur Organentnahme 
In einer weiteren Versuchsreihe wurden Mäuse mittels Pentobarbital 

euthanasiert und die Herzen zur anschließenden molekularbiologischen 

Untersuchung entnommen. Es erfolgte eine Randomisierung in vier Gruppen. 

Zwei Gruppen (DES+48h, DES+48h+PIM-Pre) erhielten 48h vor der Entnahme 

1 MAC Desfluran für 15 Minuten. Am Tag der Entnahme wurde einer 

präkonditionierten und einer unbehandelten Gruppe der PIM-Inhibitor 

verabreicht (DES+48h+PIM-Pre bzw. PIM-Pre). Eine Gruppe, bei der keine 

weitere Intervention erfolgte, diente als Kontrolle (CON). Die Entnahme von 

Myokardgewebe fand zum Zeitpunkt der fiktiven CAO statt. Ziel der 

Gewebeuntersuchung war es die Expression von Pim-1 Kinase und Bad sowie 

die Phosphorylierung von Bad an Serin112 zum Zeitpunkt des Zweiten Fensters 
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der Präkonditionierung zu bestimmen. Das experimentelle Protokoll ist in 

Abbildung 5 dargestellt.  

 

 

 

 
 

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung des experimentellen Protokolls 
CON = Kontrollgruppe; DES+48h = 15minütige Gabe von 1 MAC Desfluran 48h 
vor Entnahme des Myokardgewebes; PIM-Pre = Gabe des Pim-1 Kinase 
Inhibitors II am Tag der Entnahme des Myokardgewebes; DES+48h+PIM-Pre = 
15minütige Gabe von 1 MAC Desfluran 48h vor Entnahme des Myokardgewebes 
+ Gabe des Pim-1 Kinase Inhibitors II am Tag der Entnahme des 
Myokardgewebes. 
 
 

2.4 Western Blotting 

Die Herzen wurden zum Zeitpunkt der fiktiven CAO rasch exzidiert, der linke 

Ventrikel wurde vom Vorhof und dem rechten Herzen getrennt und in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Bearbeitung wurden die Ventrikel bei 
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-80°C aufbewahrt. Zur Testung wurden die Herzen in eiskaltem 

Radioimmunopräzipitations-Assay-Puffer (RIPA-Puffer) mit einem 

Homogenisator (IKA®RW14 basic, IKA® Werke, Staufen, Deutschland) auf Eis 

bei 1500 U/min für 30 Sekunden homogenisiert und bei 4°C mit 12 000 x g 

zentrifugiert (Sepatech Megafuge 1,0R, Heraeus, Hanau, Deutschland). 

Zytosolische und korpuskuläre Zellfragmente, die sich im Überstand befanden  

wurden nicht getrennt und für weitere Testungen aufbewahrt. 

 

 Verwendete Lösungen: 

 

PBS (5-fach) pH 7,4: 

41,17 g Na2HPO4 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 

11,73 g NaH2PO4 (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 

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

930 ml H2O (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland) 

 

RIPA-Puffer: 

97,5 ml PBS 

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

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

Deutschland) 

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

Deutschland) 

 

Für phospho-Proben zusätzlich: 

Proteaseinhibitor (Complete mini, Roche diagnostics, Mannheim, Deutschland) 

NaFl 20 mM (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) 

Na-Vanadat 1 mM (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) 

 

60μg Protein wurden in ein Reaktionsgefäß pipettiert und mit RIPA-Puffer auf 

20μl aufgefüllt. Es wurden 20μl Laemmli Puffer (BioRad, Hercules, CA, USA) mit 

0,5% β-Mercapto-Ethanol (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) 
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hinzugefügt und für 5 Minuten bei 95°C in einem Wärmeblock (Techne, Dri-

Block® DB-2A, Cambridge, UK) denaturiert. Es folgte die Zentrifugierung mit 10 

000 x g (Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg, Deutschland).  

 

Um Veränderungen im Proteinexpressionsmuster mittels Western Blotting 

feststellen zu können, wurden die Proteinproben zunächst mithilfe der 

Gelelektrophorese ihrer Größe nach aufgetrennt. Dafür wurden die Proteine auf 

ein 15%iges Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel geladen, elektrophoretisch 

getrennt (Mini-PROTEAN 3, BioRad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland) und anschließend auf eine Nitrozellulosemembran (Protran, 

Whatman GmbH, Dassel, Deutschland) übertragen.  

 

Verwendete Lösungen: 

Zusammensetzung des Trenngels (15%): 

2,35 ml H2O (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland) 

2,5 ml 1,5 M Tris pH 8,8 (Tris ultrapure AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Deutschland) 

100 μl 10% SDS (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) 

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

50 μl APS 

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

 

Zusammensetzung des Sammelgels (5%): 

2,85 ml H2O (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland) 

1,25 ml 0,5 M Tris pH 6,8 (Tris ultrapure AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Deutschland) 

50 μl 10% SDS (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) 

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

Deutschland) 

25 μl 10% APS 

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

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

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

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

900 ml H2O (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland) 

 

Transfer-Puffer 

200 ml Elektrophorese-Puffer (5-fach) 

200 ml Methanol (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 

600 ml H20 (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland) 

 

Die Membranen wurden mit 2,5%igem nicht-fetthaltigem Milchpulver (BioRad 

Laboratories GmbH, München, Deutschland) und 2,5%igem Albuminpulver aus 

Rinderserum (Sigma Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) in PBS-Tween 20 

versetzt (1 Stunde bei Raumtemperatur) um den unspezifischen Hintergrund zu 

blockieren.  Die Membranen wurden daraufhin mit folgenden Antikörpern 

inkubiert:  

• anti-Pim-1 Kinase 1:100 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) 

• anti-Bad 1:50 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) 

• anti-phospho-BadSer112 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA) 

Zur Kontrolle dienten die Antikörper Maus anti-GAPDH 1:3000 (Glycerinaldehyd-

3-phosphat Dehydrogenase; Millipore, Billerica, MA) und Maus anti-αB-Crystallin 

1:3000 (Assay Designs, Ann Arbor, MI). 

Die Zweitantikörper anti-Maus und anti-Kaninchen (beide GE Healthcare, 

Freiburg, Deutschland) wurden aufgetragen, sodass die Proteinbanden mittels  

ECL® Detektionsreagenz (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) dargestellt  

werden konnten. Anschließend wurden sie auf einem Röntgenfilm (Fuji medical 

X-Ray Film, Düsseldorf, Deutschland) aufgenommen und unter Zuhilfenahme 

eines Röntgenfilmentwicklers (Kodak X-omat 2000, Kodak, New York, USA) 

sichtbar gemacht. Nach einscannen der Filme konnte die optische Dichte der 

Proteinbanden mittels ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda, 
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Maryland, USA) ermittelt werden und auf die Expression der Ladekontrollen 

genormt werden. Die Proteinexpression in der Kontrollgruppe wurde mit 100% 

definiert.  

 

 

2.5 Auswertung und Statistik 

Während des gesamten Versuchsprotokolls wurden das EKG, systemische 

hämodynamische Parameter (Herzfrequenz und mittlerer arterieller Blutdruck 

(MAD)) und die Körpertemperatur kontinuierlich mit einer speziellen Software 

(Notocord® hem 3.5,Croissy sur Seine, Frankreich) protokolliert und analysiert. 

Aufgrund unserer Daten aus vorhergehenden Studien mit diesem Modell49,102 

erwarteten wir eine Myokardinfarktgröße (infarct size, IS) von 50%  im Verhältnis 

zur AAR. Die Poweranalyse hatte gezeigt, dass eine Gruppengröße von n=7 

notwendig ist um eine Reduktion des Infarkts um 20% mit einer Power von 0,8 

und einem Fehler 1. Art von 0,05 („p“) zu detektieren.  

Alle erhobenen Daten wurden mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf 

Normalverteilung überprüft. Zur statistischen Analyse innerhalb und zwischen 

den Gruppen wurde eine einseitige bzw. zweiseitige Varianzanalyse (ANOVA) 

durchgeführt. Es schloss sich ein Post hoc Duncan Test an. Alle oben genannten 

statistischen Analysen wurden mittels SPSS 15.0 (The Apache Software 

Foundation, Forrest Hill, MD) ausgeführt. Als statistisch signifikant erachtet 

wurden Unterschiede bei den Mittelwerten, wenn p<0,05 war. In der Tabelle sind 

die Daten als Mittelwert  ± SEM angegeben.  
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3. Ergebnisse 
Insgesamt wurden 66 Mäuse untersucht,  bei 42 Tieren wurde das Ischämie-

Reperfusions-Protokoll durchgeführt. 38 Mäuse konnten ausgewertet werden, 

da 4 Tiere aus der Studie ausgeschlossen werden mussten. Der Grund des 

Ausschlusses lag in einer AAR unter 20% (ein Tier in der PIM-Pre Gruppe, eines 

in der DES+PIM-Pre) oder es kam zu Kammerflimmern während der 

Reperfusionsphase (zwei Tiere in der DES+48h Gruppe). 24 Mäuse wurden zur 

Messung der Proteinexpression mittels Western Blotting eingesetzt. 

 

 

3.1 Hämodynamische Parameter und ischämisches Areal 

Es gab keine Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich des 

Körpergewichts, des linksventrikulären Gewichts und des Gewichts der AAR. Die 

relative Größe der AAR im Verhältnis zum linken Ventrikel (AAR/LV) zeigte 

ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (siehe Tabelle 1). Die Herzfrequenz 

sowie der mittlere arterielle Druck (MAD) während des Versuchsprotokolls sind 

in Tabelle 2 dargestellt und zeigten ebenfalls keine signifikantenUnterschiede.  
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Tabelle 1: Körpergewicht und Planimetrie 
	
	
 n KG 

 (g) 
LV (mg) LV/KG 

(%) 
AAR 
(mg) 

IS 
(mg) 

IS/LV 
(%) 

AAR/LV 
(%) 

CON 8 26,4±0,6 72,9±2,8 0,28±0,01 27,0±2,9 12,8±1,6 17,4±1,8 36,6±3,0 

DMSO  8 26,6±1,0 74,8±3,3 0,28±0,01 29,5±3,1 12,9±2,3 16,8±2,6 39,0±2,8 

DES+48h 8 26,3±0,7 76,2±3,7 0,29±0,01 27,9±1,7 6,7±1,4 8,9±1,8 37,2±2,9 

PIM-Pre 7 25,3±0,9 70,8±4,0 0,28±0,01 23,8±2,3 9,7±0,9 13,9±1,4 33,7±3,0 

DES+48h+PIM-Pre 7 26,0±0,8 72,6±3,9 0,28±0,01 22,7±1,6 7,8±1,1 10,7±1,4 31,4±1,6 

	
Alle Daten sind Mittelwerte ± SEM. KG = Körpergewicht; LV = linker Ventrikel; AAR = area at risk (Risikoareal); IS = infarct size 
(Myokardinfarktgröße); CON = Kontrollgruppe; DMSO = Dimethylsulfoxid; DES+48h = Desflurangabe 48h vor 
Koronararterienokklusion; PIM-Pre = Gabe des Pim-1 Kinase Inhibitors vor der Koronararterienokklusion 
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Tabelle 2: Hämodynamische Parameter 
 

 

 
 
Alle Daten sind Mittelwerte ± SEM, n= 7-8 pro Gruppe. 
* signifikant (p<0.05) verschieden zu Baseline; # signifikant verschieden zur 
Kontrollgruppe. HF = Herzfrequenz; MAD = mittlerer arterieller Druck; CON = 
Kontrollgruppe; DMSO = Dimethylsulfoxid; DES = Desfluran; PIM-Pre = Pim-1 Kinase 
Inhibitor vor Koronararterienokklusion verabreicht; Die Daten wurden am Ende der 
Äquibrilierungsphase (Baseline), vor der Koronararterienokklusion (PräCAO), 
während der Koronararterienokklusion (CAO), während der frühen Reperfusionsphase 
(PostCAO) und nach 60, 120 und 180 Minuten Reperfusionszeit  (Reperfusion 60min, 
120min, 180min) registriert.  

 
 

3.2 Herzinfarktgröße 	

Die Herzinfarktgröße der Kontrollgruppe betrug 47,3% (CON: 47,3±2,1%, n=8) des 

Risikoareals. Die Applikation der Trägersubstanz beeinflusste die Infarktgröße nicht  

signifikant (DMSO: 38,4±4,7% n=8) gegenüber der Kontrollgruppe (s. Abbildung 6). 

Die Applikation des volatilen Anästhetikums Desfluran 48h vor der 

Koronararterienokklusion führte zu einer signifikanten Infarktgrößenreduktion 

(DES+48h: 23,4±3,8%, n=8). Wurde den präkonditionierten Mäusen vor der 

 

 Baseline PräCAO CAO PostCAO Reperfusion 

HF (min-1) 
 

 
 

   60min 120min 180min 

CON 495±16 494±18 477±14 475±9 467±15 444±9* 440±14* 

DMSO  498±12 488±13 465±14* 460±15* 462±12* 457±10* 460±8* 

DES+48h 477±13 484±17 448±15 448±19 443±9 452±12 468±15 

PIM-Pre 518±15 499±16 487±15 487±17 483±12 488±17 469±24 

DES+48h      
+PIM-Pre 

493±15 505±15 506±21 496±17 478±8 493±15 499±14# 

        

MAD (mmHg) 

CON 71±3 68±5 64±3 71±3 66±5 66±3 71±5 

DMSO  72±3 64±2* 61±4 63±4 61±3* 58±3* 62±4* 

DES+48h 71±3 67±3 60±3 68±4 61±3 63±3 62±4 

PIM-Pre 73±4 67±2 60±1* 61±2 60±2* 63±3 61±3# 

DES+48h 
+PIM-Pre 

76±3 68±1* 60±2* 60±2*# 59±1* 62±5 58±3*# 



 

 25 

Koronararterienokklusion der PIM-1 Kinase-Inhibitor injiziert, konnte der 

infarktgrößenreduzierende Effekt von Desfluran tendenziell abgeschwächt werden 

(DES+48h+PIM-Pre: 34,0±4,4% n=7), die Größe des Myokardinfarktes blieb jedoch 

im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verringert. Die alleinige Gabe des PIM-1 

Kinase-Inhibitors vor der Koronararterienokklusion (PIM-Pre: 41,6±3,2% n=7) hatte 

keinen signifikanten Effekt auf die Infarktgröße (s. Abbildung 7). Des Weiteren zeigten 

sich keine signifikanten Unterschiede in der Größe der AAR zwischen den 

verschiedenen Versuchsgruppen.  

 

	
	
	
	
	
	
	

	 	 	 	
 

 
Abbildung 6: Darstellung der Herzinfarktgrößen (IS) in Prozent des 
linksventrikulären ischämischen Areals (AAR) 
Alle Daten sind Mittelwerte ± SEM. 
Die Tiere erhielten entweder keine Intervention (CON) oder die Trägersubstanz DMSO 
(Dimethylsulfoxid) 15 Minuten vor der Koronararterienokklusion (DMSO). 
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Abbildung 7: Darstellung der Herzinfarktgrößen (IS) in Prozent des 
linksventrikulären ischämischen Areals (AAR) 
Alle Daten sind Mittelwerte ± SEM. *signifikant (p<0.05) verschieden zur 
Kontrollgruppe. 
Die Tiere erhielten entweder keine Intervention (CON) oder Desfluran 48h vor der 
Koronararterienokklusion (DES+48h). Die Gabe des Pim-1 Kinase Inhibitors erfolgte 
vor der Koronararterienokklusion (PIM-Pre) und auch in Kombination mit der 
Desflurangabe (DES+48h+PIM-Pre).  
 
 

3.3 Expression Pim-1 

Die Proteinexpression der Pim-1 Kinase ist in Abbildung 8 dargestellt. Die Werte der 

Kontrollgruppe wurden als 100% definiert. Die Expression der Pim-1 Kinase war in 

allen Gruppen ähnlich stark ausgeprägt und ließ sich weder durch Desfluran 

(DES+48h: 112,97±22,31%) noch durch die Applikation des Pim-1 Kinase-Inhibitors 

(PIM-Pre: 119,12±28,52%) oder durch die Kombination aus Präkonditionierung und 

Pim-1 Kinase-Inhibitor (DES+48+PIM-Pre: 91,25±6,03%) signifikant beeinflussen. 
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Abbildung 8: Western Blot Analyse der myokardialen Expression der Pim-1 
Kinase 
Es wird das durchschnittliche densitometrische Ergebnis als Prozentwert zur Kontrolle 
gezeigt (n=6). Alle Daten sind Mittelwerte ± SEM. Die Tiere erhielten entweder keine 
Intervention (CON) oder Desfluran 48h vor der Entnahme des Myokardgewebes 
(DES+48h) oder den Pim-1 Kinase-Inhibitor. Die Gabe des Pim-1 Kinase-Inhibitors 
erfolgte am Tag der Entnahme des Myokardgewebes bei einer unbehandelten (PIM-
Pre) und auch bei einer präkonditionierten Gruppe (DES+48h+PIM-Pre). 
 
 

3.4 Expression Bad/pBad 

Die Expression von Bad in den einzelnen Gruppen unterschied sich nicht voneinander 

und ist in Abbildung 9 dargestellt (schwarze Säulen). Die Gabe von Desfluran 48h vor 

Organentnahme führte zu einer signifikanten Steigerung der Phosphorylierung von 

Bad an Serin 112 gegenüber der Kontrolle (DES+48h: 236,5±22,32%, CON: 100%). 

Die Verabreichung des Pim-1 Kinase-Inhibitors allein führte zu keiner Veränderung der 

pBad Expression (PIM-Pre: 115,76±11,63%),  konnte aber die Desfluran-induzierte 

Steigerung der Expression von pBad auf das Niveau der Kontrolle absenken 

(DES+48h+PIM-Pre: 93,62±15,18%). 
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Abbildung 9: Western Blot Analyse der myokardialen Expression von Bad und 
an Serin 112 phosphoryliertem Bad 
Es wird das durchschnittliche densitometrische Ergebnis als Prozentwert zur Kontrolle 
gezeigt (n=6). Alle Daten sind Mittelwerte ± SEM. * signifikant (p<0.05) verschieden zu 
CON. 
Die Tiere erhielten entweder keine Intervention (CON) oder Desfluran 48h vor der 
Entnahme des Myokardgewebes (DES+48h) oder den Pim-1 Kinase-Inhibitor. Die 
Gabe des Pim-1 Kinase-Inhibitors erfolgte am Tag der Entnahme des 
Myokardgewebes bei einer unbehandelten (PIM-Pre) und auch bei einer 
präkonditionierten Gruppe (DES+48h+PIM-Pre). 
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4. Diskussion 
Unter Präkonditionierung versteht man die erhöhte Toleranz einer Zelle gegenüber 

einer länger anhaltenden Ischämie, die durch bestimmte vorangegangene Reize 

induziert wurde. Als Trigger können kurze ischämische Episoden fungieren, man 

spricht dann von Ischämischer Präkonditionierung.13 Auch verschiedene endogene 

Botenstoffe10,12, Pharmaka21 und auch volatile Anästhetika - dies wird dann als 

Anästhetika-induzierte Präkonditionierung29 bezeichnet - können präkonditionierend 

wirken. Sowohl die IPC, als auch die APC zeigen einen biphasischen Verlauf. Ein 

protektiver Effekt hält bis zu 3h nach Präkonditionierung an (Erstes Fenster), 

verschwindet dann und lässt sich erneut erst 24-72h später (Zweites Fenster) 

nachweisen.9,23,24,37 Der Zeitraum zwischen Applikation des Triggers und Beginn der 

Myokardischämie wird als Memoryphase bezeichnet. Das in-vivo Herzinfarktmodell 

der Maus103 ist wie das in-vivo Herzinfarktmodell des Kaninchens104 oder des 

Hundes23 ein weit verbreitetes und anerkanntes Modell zur Untersuchung der 

Mechanismen der Präkonditionierung. In der vorliegenden Arbeit wurde dieses Modell 

in der Maus zur Untersuchung der Rolle der Pim-1 Kinase im Zweiten Fenster der 

Desfluran-induzierten Präkonditionierung genutzt. 

 

In den durchgeführten Untersuchungen ließ sich ein kardioprotektiver Effekt nach 

15minütiger Applikation von 1 MAC Desfluran 48h vor Myokardischämie zeigen. Es 

konnte eine signifikante Infarktgrößenreduzierung gegenüber der Kontrollgruppe 

erzielt werden. Diese Daten stimmen mit den Erkenntnissen von Smul et al. überein, 

die 2010 im Kaninchenmyokard ein Zweites Fenster durch Desfluran-induzierte 

Präkonditionierung nachweisen konnten, welches 24-72h nach Präkonditionierung 

anhält.9 Auch für die Isofluran-induzierte Präkonditionierung gelang sowohl im 

Kaninchenmyokard37  als auch im Mäusemyokard105 der Nachweis eines protektiven 

Zweiten Fensters der Präkonditionierung gegen den Ischämie-/Reperfusionsschaden. 

Die Ergebnisse stimmen mit denen von Baxter et al. überein, die ein Zweites Fenster 

durch Ischämische Präkonditionierung im Kaninchenmyokard zeigen konnten.104 Auch 

für das Myokard der Maus wurde ein Zweites Fenster der Ischämischen 

Präkonditionierung entdeckt.106 Zwar konnte im Hundemyokard 24h nach Isofluran-

Applikation keine kardioprotektive Wirkung nachgewiesen werden107, jedoch scheint 

dieser Effekt auf Speziesunterschieden zu beruhen. Ein protektives Zweites Fenster 

im Hundemyokard ließ sich allerdings für die ischämische Präkonditionierung 
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aufzeigen.23 Redel et al. demonstrierten im Mausmodel eine signifikante 

Infarktgrößenreduktion 48h nach Präkonditionierung mit Desfluran.38 In der gleichen 

Studie konnte gezeigt werden, dass die Infarktgrößenreduktion 48h nach APC der 

nach 24h oder 96h überlegen war.38 Die vorliegenden Resultate entsprechen den 

Beobachtungen von Redel et. al und legen dar, dass im in-vivo Herzinfarktmodell der 

Maus 48h nach Desfluran-Gabe eine Infarktgrößen-reduzierende Wirkung zu 

beobachten ist. 

 

Nach Untersuchungen an Ratten- und Kaninchenherzen stellt die Größe des 

myokardialen ischämischen Areals (AAR) einen wesentlichen Prädiktor der 

resultierenden Infarktgröße dar.108 Je größer die AAR, desto größer ist auch die 

Infarktgröße. Demzufolge bewirkt eine kleine AAR eine kleinere Infarktgröße. In 

unseren Untersuchungen war eine AAR von mindestens 20% des linksventrikulären 

Gewichts gefordert, sodass es wenig wahrscheinlich ist, dass die Ergebnisse allein 

durch die Größe der AAR beeinflusst wurden, zumal es keine signifikanten 

Unterschiede in der Größe der AAR zwischen den Versuchsgruppen gab.  

 

Durch die Gabe des selektiven101 Pim-1 Kinase-Inhibitors 15min vor der 

Koronararterienokklusion, ließ sich die Infarktgrößen-reduzierende Wirkung von 

Desfluran zum Teil aufheben, jedoch blieben die Infarktgrößen im Vergleich zur 

Kontrollgruppe signifikant verringert. In vorangegangenen Untersuchungen konnte 

gezeigt werden, dass die Pim-1 Kinase eine wichtige Bedeutung in den 

Signaltransduktionskaskaden sowohl des Ersten Fensters der Anästhetika-induzierten 

Präkonditionierung89 als auch in der Anästhetika-induzierten Postkonditionierung 

hat98. Die Pim-1 Kinase ist eine Seronin/Threonin-Kinase, die im Kardiomyozyt Akt 

nachgeschaltet ist und zur Reduktion von Apoptose beiträgt.79 Durch 

Phosphorylierung des Proteins Bad am Serinrest 112 durch die Pim-1 Kinase wird Bad 

inaktiviert und somit die anti-apoptotische Wirkung von Bcl-2 verstärkt.87 In 

Experimenten, in denen murine Kardiomyozyten die Pim-1 Kinase überexprimierten, 

fanden sich erhöhte Konzentrationen der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-XL 

zusammen mit gesteigerter Phosphorylierung und Inaktivierung des pro-apoptotischen 

Bad.79 
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Der Ischämie-/Reperfusionsschaden führt zu zytosolischer Kalziumüberladung und 

gesteigertem oxidativem Stress in den Kardiomyozyten.96 Dies triggert die Öffnung der 

mitochondrialen Permeabilitätspore (mPTP), was zur Depolarisierung der inneren 

Mitochondrienmembran, der mitochondrialen Schwellung und letztendlich zur Ruptur 

der äußeren Mitochondrienmembran und Freisetzung von Cytochrom c führt.3,109-113 

Bcl-XL und Bcl-2 verhindern die Cytochrom C-Freisetzung durch Regulation des 

Membranpotentials der inneren Mitochondrienmembran.114 Die Überexpression von 

Pim-1 im Kardiomyozyten während oxidativem Stress trägt zur Stabilisierung des 

Membranpotentials der inneren Mitochondrienmembran bei und mildert so die 

Schwellung der Mitochondrien.90 

 

Eine Hemmung der Pim-1 Kinase kann die Apoptose der Kardiomyozyten steigern. In-

vitro Untersuchungen an hämatopoetischen Zellen der Maus zeigten, dass eine 

Ausschaltung der Pim-1 Kinase auf Genom-Ebene mittels Retroviren, kombiniert mit 

einem Mangel an Interleukin 3, zu einer vermehrten ROS-Entstehung führt, die in 

Folge die mitochondriale Permeabilität erhöht und damit die Apoptose induziert.88 

Darüber hinaus konnte in Experimenten mit Pim-1 Knock-out Mäusen  (Pim-KO) eine 

erniedrigte Konzentration protektiver Proteine, wie Bcl-2, Bcl-XL, pBad, Akt und STAT3 

in deren Kardiomyozyten nach Infarkt nachgewiesen werden. Des Weiteren ließen sich 

in Pim-KO-Mäusen nach Myokardinfarkt signifikant größere Infarktareale beobachten 

als beim Wildtyp.79 

 

Die Feststellung, dass die Infarktgrößen der Gruppen, die mit Desfluran 48h zuvor 

präkonditioniert wurden und den Pim-Inhibitor erhalten haben, nicht auf 

Kontrollgruppen Niveau gestiegen sind, lässt sich damit erklären, dass es im Zweiten 

Fenster der APC noch weitere kardioprotektive Mechanismen gibt, die nicht durch die 

Pim-1 Kinase vermittelt werden. Neben dem PI3K (Phosphoinositid-3-Kinasen)-Akt-

Signalweg64, dem die Pim-1 Kinase nachgeschaltet ist79, gibt es weitere „early 

mediators“ des Zweiten Fensters der Präkonditionierung. Hierzu zählen 

Tyrosinkinasen65 sowie die Proteinkinase C66. Diese können via Steigerung der DNA-

Bindungsaktivität des Transkriptionsfaktors NFκB die Expression von iNOS 

erhöhen.69,115 Zusätzliches NO wird synthetisiert und das Zweite Fenster der 

Anästhetika-induzierten Präkonditionierung vermittelt.92,116 Es wird angenommen, 

dass dieser Signalweg in der Öffnung des mitochondrialen KATP-Kanals seinen 
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Endpunkt hat.116 Zahlreiche weitere „early mediators“ wie die MAP-Kinase (mitogen-

activated protein)117 oder die COX-237 sind bekannt und tragen ebenfalls zum 

protektiven Effekt des Zweiten Fensters bei.  

 

Über die erforderliche Dosierung des Pim-Kinase Inhibitors (2-hydroxy-3-cyano-4-

phenyl-6-(3-bromo-6-hydroxyphenyl Pyridin) zur effektiven Suppression der Pim-1 

Kinase Aktivität in vivo im Mausmodell liegen derzeit keine Daten vor. Zur 

Halbwertszeit sowie zur Dauer des Effekts der Inhibition wurden ebenfalls keine 

Studien durchgeführt. In der vorliegenden Arbeit kann daher nicht ausgeschlossen 

werden, dass die Infarktgrößen der Gruppen, die den Pim-1 Kinase Inhibitor nach 

Desfluran-Präkonditionierung erhalten haben, nur deshalb nicht auf Kontrollgruppen 

Niveau gestiegen sind, weil die Dosis (10µg/g) nicht ausreichend oder der Zeitpunkt 

nicht adäquat gewählt wurde. Die hier verwendete Dosis wurde gewählt, da in einer 

vorangegangenen Studie mit der gleichen Dosis im gleichen Modell in vivo eine 

Reduktion der Pim-1 Aktivität gezeigt werden konnte.89 Die vorliegenden Ergebnisse 

passen jedoch zu Beobachtungen aus anderen Untersuchungen79,80,94 und deuten 

daraufhin, dass der kardioprotektive Effekt des Zweiten Fensters der Desfluran-

induzierten Präkonditionierung durch die Pim-1 Kinase vermittelt wird, andere 

Signalwege jedoch ebenso eine Rolle spielen. 

	
Die intraperitoneale Gabe des Pim-Inhibitors II allein hatte keinen Effekt auf die 

Infarktgröße. Bei Verabreichung vor der Koronararterienokklusion zeigte sich keine 

signifikante Veränderung der Herzinfarktgröße gegenüber Kontrolluntersuchungen. 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Pim-1 Kinase beim Ischämie-

/Reperfusionsschaden erst dann eine Rolle spielt wenn zuvor präkonditioniert wurde. 

Aus Ergebnissen anderer Arbeiten im Mausmodell ergibt sich ebenfalls kein Hinweis 

auf Veränderungen der Infarktgröße nach isolierter Pim-Inhibitor II Applikation.89 Dies 

lässt sich auch in Einklang bringen mit Beobachtungen bezüglich der 

Calcium/Calmodulin-abhängigen Kinase II im Kaninchenmodell. Die gehört wie die 

Pim-1 Kinase zur Familie der Seronin/Threonin-Kinase76 und nimmt ebenfalls erst 

nach Präkonditionierung einen Einfluss auf den Ischämie/Reperfusionsschaden.118 

	
Die intraperitoneale Verabreichung des Lösungsmittels Dimethylsulfoxid (DMSO) vor 

der Koronararterienokklusion hatte keinen Einfluss auf die Infarktgröße bei nicht-
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präkonditionierten Gruppen. Dimethylsulfoxid ist ein amphipathisches Molekül mit 

einem polaren Ende und zwei apolaren Methylgruppen, welche die Löslichkeit in 

wässrigen und organischen Medien ermöglichen.119 DMSO dient als Trägersubstanz 

für den Pim-Inhibitor II und ist als Lösungsmittel verschiedener Substanzen weit 

verbreitet und anerkannt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit können eine 

Beteiligung von DMSO an der Infarktgrößenreduktion mit hoher Wahrscheinlichkeit 

ausschließen. 

	
In der mittels Western Blotting-Analyse untersuchten Expression der Pim-1 Kinase 

zeigten sich zwischen den einzelnen Gruppen keine signifikanten Unterschiede. 

Weder die Präkonditionierung mit Desfluran, noch die intraperitoneale Injektion des 

Pim-Inhibitors II führten zu einer Expressionsänderung gegenüber der Kontrollgruppe. 

Die Entnahme von Myokardgewebe zur Proteinanalyse erfolgte 48h nach der 15-

minütigen Desfluran Applikation beziehungsweise zum korrespondierenden Zeitpunkt 

der anderen Versuchsgruppen. Bereits in  früheren Arbeiten wurde im 

Kaninchenmodell zum Ischämie/Reperfusionsschaden zu diesem Zeitpunkt eine 

Infarktgrößenreduktion nach Desfluran-Applikation gezeigt.9 Auch Arbeiten im 

Mausmodell konnten 48h nach Präkonditionierung mit Desfluran dieses Zweite 

Fenster der Kardioprotektion nachweisen.38 Es wird angenommen, dass der 

kardioprotektive Effekt des Zweiten Fensters der Präkonditionierung  durch 

Neusynthese von protektiven Proteinen ermöglicht wird und nicht nur über gesteigerte 

Aktivierung bereits synthetisierter Proteine, also posttranslationale Modifikationen wie 

z.B. Phosphorylierungen, stattfinden.26,120 Jedoch spielen auch „early mediators“ die 

über eine Aktivitätssteigerung von Transkriptionsfaktoren erst eine Steigerung der 

Proteinexpression ermöglichen eine Rolle im Zweiten Fenster der 

Präkonditionierung.67-69  

 

In der hier durchgeführten Untersuchung fand sich keine Expressionssteigerung der 

Pim-1 Kinase während des Zweiten Fensters. Muraski et al. postulierten 2007, dass 

kardioprotektive Agenzien die Expression der Pim-1 Kinase signifikant steigern 

können. In diesen in-vitro Untersuchungen, die an neonatalen Rattenkardiomyozyten 

stattfanden, wurden Leukämie-inhibierender Faktor (LIF), Insulin-like growth-factor 1 

(IGF-1), Dexamethason und Phorbol-12-Myristate-13-Acetat (PMA) als Stimuli 

eingesetzt.81 Die Expression dieser Liganden bzw. ihre zugehörigen Rezeptoren sind 
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im sich entwickelnden und im insuffizienten Herzen gesteigert121 und beeinflussen die 

Pim-1 Kinase via Akt, da diese für Zellproliferation und Überleben der Zelle 

verantwortlich ist.79 Jedoch konnte bei Stimulationsversuchen mit Phenylephrin, 

Endothelin-1, Forskolin oder Östradiol keine Expressionssteigerung der Pim-1 Kinase 

beobachtet werden.79 Da es sich in der hier vorliegenden Arbeit um Experimente an 

adulten Mäuse ohne chronische kardiale Beeinträchtigungen handelt, die mit 

Desfluran präkonditioniert wurden, könnte hierin ein möglicher Erklärungsansatz für 

die unterschiedlichen Ergebnisse liegen. 

	
Stimulation mit IGF-1 führt dazu, dass Akt im Zellkern akkumuliert und dadurch 

kardioprotektiv wirkt.72 Im Zellkern befindliche Proteinkinase B/Akt steigert die 

Expression der Pim-1 Kinase im neonatalen Rattenkardiomyozyten. In der gleichen 

Versuchsreihe konnte Proteinkinase B/Akt, die sich im Zytosol befindet lediglich die 

Expression der mRNA der Pim-1 Kinase steigern.79 Im Setting der klassischen 

Ischämischen Präkonditionierung ist Akt als Teil der Signaltransduktionskette, die den 

Konditionierungsstimulus von der Zelloberfläche zu den Mitochondrien leitet, fest 

etabliert.78 Auch für das Zweite Fenster der Ischämischen Präkonditionierung wurde 

Akt eine Rolle als Mediator zugesprochen.64 Auch wenn die Bedeutung von Akt für das 

Zweite Fenster der Desfluran-induzierten Präkonditionierung noch nicht vollständig 

geklärt ist, finden sich Hinweise, dass Akt vornehmlich eine Rolle im Zytosol bzw. an 

den Mitochondrien spielt.64,122 Da in der vorliegenden Arbeit nur das Pim-1 Protein 

bestimmt wurde, wäre es denkbar, dass nach Präkonditionierung mit Desfluran 

ebenfalls erhöhte mRNA Spiegel in den Kardiomyozyten vorliegen, die durch Akt aus 

dem Zytosol getriggert wurden. Um diese Fragestellung zu beantworten, bedarf es 

weiterführender Untersuchungen. 

	
Weitere Arbeiten, die sich mit der Expressionssteigerung der Pim-1 Kinase befassten, 

führten ihre Analysen an pathologisch veränderten Herzen durch. So fand sich nach 

Myokardinfarkt79, nach transverser aortaler Konstriktion (TAC)79 und in hypertensiven 

Herzen80,81 eine gesteigerte Pim-1 Kinase-Expression in Kardiomyozyten. Auch in 

Pankreaszellen ließ sich die Expression der Pim-1 Kinase durch Hypoxie steigern.123 

Dies legt die Vermutung nahe, dass sich eine Steigerung der Expression des Proteins 

erst nach Schädigung des Myokards beobachten lässt. Da in der vorliegenden Arbeit 

die Expression der Pim-1 Kinase im Ventrikelmyokard kardial gesunder Tiere 
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analysiert wurde, die lediglich mit Desfluran 48h zuvor präkonditioniert wurden, zeigten 

sich folglich keine erhöhten Protein-Spiegel. 

	
Für die myokardiale Expression von Bad ergaben sich zwischen den einzelnen 

Gruppen in der Western Blot-Analyse keine signifikanten Unterschiede. Im Vergleich 

zur Kontrollgruppe veränderte sich die Expression 48h nach Präkonditionierung mit 

Desfluran, nach Verabreichung des Pim-1 Kinase Inhibitors alleine oder nach 

Präkonditionierung, nicht. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen anderer 

Arbeiten, die im Kaninchen keine Expressionsänderung von Bad durch Anästhetika-

induzierte Präkonditionierung beobachten konnten.85 Bad, ein proapoptotisches 

Mitglied der Proteinfamilie Bcl-293 wird durch reversible Phosphorylierung reguliert.4,91 

Ein signifikanter Unterschied war in der Expression von phosphoryliertem Bad 

(pBadSer112) nach vorheriger Präkonditionierung mit Desfluran 48h im Vergleich zur 

Kontrollgruppe zu beobachten. Die Gabe des Pim-1 Kinase Inhibitors nach 

Präkonditionierung konnte die Expression von pBadSer112 auf das Niveau der Kontrolle 

absenken. Der Pim-1 Kinase-Inhibitor alleine hatte keinen Einfluss. 

 

Die Phosphorylierung von Bad erfolgt durch die Pim-1 Kinase spezifisch am Serinrest 

112 und führt zu dessen Inaktivierung.87 Da diese Phosphorylierungsstelle spezifisch 

für die Pim-1 Kinase ist, kann die Expression von pBadSer112 als Surrogatparameter der 

Pim-1 Kinase Aktivität angesehen werden.50,87,89  Unphosphoryliert liegt Bad an Bcl-X1 

und Bcl-2 gebunden vor und inhibiert deren anti-apoptotische Aktivität und trägt so zur 

Apoptose der Zelle bei.94 Die Phosphorylierung durch die Pim-1 Kinase bewirkt, dass 

pBadSer112  sich von Bcl-X1 und Bcl-2 löst und die anti-apoptotische Aktivität von Bcl-2 

gesteigert wird.87 Bcl-2 verhindert die Freisetzung von Cytochrom C aus dem 

Intermembranraum der Mitochondrien ins Zytosol90 und sichert somit das Überleben 

der Zelle.37,92 Der durch Präkonditionierung mit Desfluran verursachte Anstieg des 

Surrogatparameters  pBadSer112 lässt darauf schließen, dass die Aktivität der Pim-1 

Kinase durch Präkonditionierung gesteigert wurde. Zwar sind weitere Kinasen 

bekannt, die Bad spezifisch am Serinrest 112 phosphorylieren (Proteinkinase A96, 

Rsk167 und Pim-2 Kinase97), jedoch werden diese nicht durch den verabreichten Pim-

1 Kinase-Inhibitor gehemmt. Dieser ist selektiv101 für die Pim-1 Kinase. Das Absinken 

von pBadSer112 nach Verabreichung des Pim-Inhibitors auf Niveau der Kontrolle spricht 

gegen eine signifikante Bedeutung der anderen Kinasen.  
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der Pim-1 Kinase während des Zweiten 

Fensters der Desfluran-induzierten Präkonditionierung untersucht. Die Ergebnisse 

zeigen, dass die Pim-1 Kinase einen entscheidenden Anteil an der Vermittlung der 

Kardioprotektion trägt und eine Reduktion der Infarktgröße zur Folge hat. In unseren 

Experimenten zeigte sich, dass die Aktivität der Pim-1 Kinase 48h nach Desfluran-

induzierter Präkonditionierung gesteigert werden konnte, nicht jedoch deren 

Expression. Für das Zweite Fenster wird angenommen, dass dieses vor allem durch 

Transkription und Synthese von kardioprotektiven Proteinen vermittelt wird, während 

das Erste Fenster vorrangig durch Aktivitätssteigerung in Form von posttranslationalen 

Modikfikationen bereits synthetisierter Proteine gekennzeichnet ist.124 Von Akt ist 

bekannt, dass sie zu den „early mediators“ des Zweiten Fensters zählt.64 Muraski et 

al. konnten zeigen, dass die Pim-1 Kinase Akt nachgeschaltet ist.79 „Early mediators“ 

steigern die Aktivität von Transkriptionsfaktoren wie STAT 1/367,68 oder NFκB69, welche 

eine Expressionssteigerung von „late mediators“ durch de-novo Proteinsynthese erst 

möglich machen.125 Zu den etablierten „late mediators“ zählen beispielsweise die 

iNOS65,70 oder die COX-237,71, welche dann über die Endstrecken wie die mPTP60,61 

und den KATP-Kanal62,63 die Kardioprotektion vermitteln. Die abschließende 

Einordnung der Pim-1 Kinase in diese Signalkaskade im Zweiten Fenster der 

Desfluran-induzierten Präkonditionierung konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch 

nicht ausreichend geklärt werden und bedarf weiterer Untersuchungen.  	
	
Unsere Ergebnisse müssen in Zusammenschau mit verschiedenen potentiell 

limitierenden Faktoren unserer Versuchsanordnung interpretiert werden. Die 

Infarktgröße wird maßgeblich von der Größe der AAR108 und dem koronaren 

Kollateralblutfluss bestimmt. Dabei gilt, je größer die AAR, desto größer der Infarkt. 

Die unterschiedlichen Versuchsgruppen wiesen jedoch keine signifikanten 

Größenunterschiede in Bezug auf die AAR auf, sodass ein Einfluss verschieden 

großer Ischämiezonen weitestgehend ausgeschlossen werden konnte. In der hier 

vorliegenden Arbeit wurde der koronare Kollateralblutfluss nicht bestimmt, jedoch 

zeigen Untersuchungen aus der Vergangenheit, dass kleine Nagetiere kaum 

koronaren Kollateralblutfluss aufweisen126 und diese Störgröße somit 

vernachlässigbar ist. Allerdings wurden weder der myokardiale Sauerstoffverbrauch, 

noch die koronarvenöse Sauerstoffsättigung direkt quantifiziert, sodass Einflüsse 
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durch unterschiedliche Sauerstoffsättigung bzw. -ausschöpfung nicht vollständig 

ausgeschlossen werden können.  

	
Der Pim-Kinase Inhibitor II gilt als hochselektiv für die Pim-1 Kinase101, mit hoher 

Selektivität für Pim-1 verglichen mit der Pim-2 oder Pim-3 Kinase. Potentielle Effekte 

des Inhibitors auf die Pim-2 und Pim-3 Kinase bzw. andere Kinasen, die an der 

Signaltransduktionskaskade der Desfluran-induzierten Präkonditionierung teilhaben, 

können dennoch nicht gänzlich ausgeschlossen werden. Es gibt keine Daten zur 

Halbwertszeit des Pim-1 Kinase Inhibitors oder der Dauer des inhibierenden Effekts. 

Für die Pim-1 Kinase wurde gezeigt, dass sie das Bad-Protein spezifisch an Serin112 

phosphoryliert.87 Zwar wurde nachgewiesen, dass Akt das Bad-Protein vorwiegend an 

Serin136  phosphoryliert,88 jedoch kann nicht restlos ausgeschlossen werden, dass 

auch Akt das Bad-Protein am gleichen Serinrest wie die Pim-1 Kinase phosphoryliert. 

Zudem muss berücksichtigt werden, dass möglicherweise auch andere Kinasen 

(Proteinkinase A96, Rsk167 und Pim-2 Kinase97) Bad an Serin112 phosphorylieren 

können. Das Absinken von pBadSer112 nach Verabreichung des Pim-Inhibitors auf das 

Niveau der Kontrollgrupp spricht jedoch gegen eine signifikante Bedeutung der 

anderen Kinasen.		

	
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeiten deuten darauf hin, dass die Pim-1 Kinase  

im Zweiten Fenster der Anästhetika-induzierten Präkonditionierung eine 

entscheidende Vermittlerrolle trägt. Durch die Applikation von Desfluran 48h vor der 

Koronararterienokklusion zeigte sich eine Aktivitätssteigerung der Pim-1 Kinase, 

welche über die verstärkte Phosphorylierung von Bad am Serinrest 112 eine anti-

apoptotische Kaskade vermittelt, die letztendlich protektiv bei einem Ischämie-

/Reperfusionsschaden wirkt und eine signifikante Infarktgrößenreduktion zur Folge 

hat.  
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5. Zusammenfassung 
Unter kardialer Präkonditionierung wird ein endogener Schutzmechanismus 

verstanden, der in einer erhöhten Toleranz des Gewebes gegenüber 

langandauernden Ischämien resultiert. Es existieren zwei Formen der 

Präkonditionierung: die ischämische Präkonditionierung (IPC) und die 

pharmakologische Präkonditionierung (PPC), zu der auch die Anästhetika-induzierte 

Präkonditionierung (APC) zählt. Beide Formen zeigen ein biphasiches Verlaufsmuster, 

bestehend aus einem frühen Ersten Fenster sowie einem späten Zweiten Fenster. 

Beide Fenster sind durch eine Phase ohne kardioprotektive Eigenschaften getrennt. 

Ziel dieser Arbeit war es die Rolle der Serin/Threonin-Kinase Pim-1 im Zweiten Fenster 

der Desfluran-induzierten Präkonditionierung zu untersuchen.  

 

Die Untersuchungen wurden in einem in-vivo Herzinfarktmodell an Mäusen 

durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass die Präkonditionierung mit Desfluran 

nach 48h zu einer signifikanten Infarktgrößenreduktion führt. Die Bedeutung der Pim-

1 Kinase in der Signalvermittlung des Zweiten Fensters wurde mittels Blockade durch 

den selektiven Pim-1 Kinase Inhibitor II untersucht. Der präkonditionierende Effekt 

konnte durch die Blockade der Pim-1 Kinase abgeschwächt, jedoch nicht vollständig 

aufgehoben werden. Somit ist die Pim-1 Kinase am präkonditionierenden 

Mechanismus des Zweiten Fensters beteiligt, es bestehen jedoch darüber hinaus noch 

weitere Signalvermittlungswege. 

 

Die Bestimmung der Proteinexpression von Pim-1 Kinase, Bad und phosphoryliertem 

BadSer112 erfolgte mithilfe des Western Immunoblot Verfahrens. Als Surrogatparameter 

der Pim-1 Aktivität diente das Phosphorylierungsausmaß von Bad an Serin 112 

(pBadSer112). 48h nach Präkonditionierung mit Desfluran zeigte sich eine signifikante 

Zunahme der Phosphorylierung von Bad. Durch Applikation des Pim-Inhibitors II 

konnte dieser Effekt komplett aufgehoben werden, sodass die vorliegende Arbeit 

deutliche Hinweise erbringt, dass die Pim-1 Kinase an der intrazellulären 

Signalvermittlung des Zweiten Fensters der Desfluran-induzierten Präkonditionierung 

beteiligt ist.  
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