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1 Einleitung 

1.1 Organprotektion 

Die Organprotektion ist ein, unter anderem durch Konditionierung, ausgelöster Mecha-

nismus, bei dem Organe durch bestimmte protektive Prozesse, die sowohl intra- als auch 

extrazellulär stattfinden, vor der Nekrose bzw. dem Zelluntergang bewahrt werden. 

Diese Vorgänge haben einen besonderen Stellenwert nach Ischämien oder hämorrha-

gischen und septischen Schockereignissen und in der perioperativen Versorgung. Ne-

ben pharmakologischen Ansätzen, wie beispielsweise Medikamente mit kardioprotekti-

ven (β-Blocker bei  Hochrisiko Patienten)  1,2 oder neuroprotektiven Eigenschaften (Ga-

bapentin und Gabapentin-Lactam bei retinalen Ischämien) 3,  besitzen die Prä- und Post-

konditionierung der betroffenen Organe einen hohen Stellenwert. Die folgende Disserta-

tion bezieht sich ausschließlich auf die Kardioprotektion, während in anderen Studien 

auch andere Organe im Fokus der Organprotektion stehen, wie zum Beispiel die Protek-

tion der Nieren4, der Leber 5 und des Gehirns 6.  

 

Abb. 1:  Schematische Darstellung der Konditionierung  

Protektive Konditionierungen können sowohl pharmakologisch als auch interventionell 

induziert werden. Links dargestellt sind die medikamentösen Mechanismen, rechts 

werden die im Zusamenhang mit Eingriffen stehenden Konditionierungen aufgezeigt.   
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1.2 Kardiale Morbidität und Mortalität 

Sowohl in Deutschland als auch in anderen Industrienationen sind kardiale Erkrankun-

gen, allen voran die Koronare Herzkrankheit (KHK) seit vielen Jahren die häufigste To-

desursache.  In dem Faktenblatt zur „Gesundheit in Deutschland Aktuell (GEDA)“ des 

Robert Koch-Instituts wird festgehalten, dass 2012 die Lebenszeitprävalenz von KHK 

bei Frauen ab 65 Jahren bei 18,3%  und bei Männern bei 27,8% liegt 7.  

Die zunehmende Zahl dieser kardialen Risikopatienten stellt in Zukunft besondere Her-

ausforderungen an das perioperative anästhesiologische Management. Primär kardial 

bedingte Todesfälle, behandlungsbedürftige Arrhythmien, akute Herzinsuffizienz, insta-

bile Angina Pectoris und prä-, intra-, oder postoperativ neu aufgetretene Myokardinfarkte 

werden als perioperative kardiale Morbidität zusammengefasst 8 und sind damit insbe-

sondere für Anästhesisten relevant, wobei das Risiko für kardiale Ereignisse auch stets 

vom Typ des chirurgischen Eingriffes abhängt. Große gefäßchirurgische Eingriffe, wie 

beispielsweise an der Aorta, gelten als besonders risikoreich 9. 

Von diesen Komplikationen, die sowohl bei kardiochirugischen Eingriffen, als auch bei 

nicht-kardialen Operationen auftreten können, stellen laut Mangano et al. myokardiale 

Ischämien und Myokardinfarkte die Wichtigsten dar, wobei myokardiale Ischämien häu-

figer unmittelbar postoperativ vorkommen 10. Böttiger et al. haben amerikanische Studien 

ausgewertet und herausgefunden, dass bei ca. 8 Millionen nicht-kardialen Operationen 

im Jahr ungefähr eine Million kardiale Ereignisse auftreten, von denen 15.000 Myokard-

infarkte sind 11. Diese Fakten zeigen deutlich, dass die Entwicklung und klinische Imple-

mentierung kardioprotektiver Strategien eine wichtige Aufgabe der anästhesiologischen 

Forschung ist, um die perioperative Versorgung kardialer Risikopatienten noch sicherer 

zu machen. 

1.3 Kardioprotektion 

Die Strategien, das Herz vor Ischämien zu schützen, sind vielfältig. Dabei spielen die 

Prä- und Postkonditionierung wichtige Rollen. Darüber hinaus haben in letzter Zeit die 

ischämische Fern- und pharmakologische Konditionierung an Bedeutung gewonnen. 

Die Präkonditionierung ist von den genannten Mechanismen am Weitreichendsten er-

forscht, wenngleich dieses Prinzip am Schwersten im Klinikalltag anzuwenden ist. So ist 

das perioperative Auftreten von Myokardinfarkten nicht vorhersehbar oder eine Angina 

Pectoris hat bereits stattgefunden und präkonditionierende Mechanismen induziert. 
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Prä- und Postkonditionierung unterscheiden sich zeitlich. Bei der Präkonditionierung er-

folgt der protektive Stimulus vor dem ischämischen Ereignis, bei der Postkonditionierung 

nach der Ischämie. Bei beiden Formen der Konditionierung kann der Stimulus entweder 

ischämisch oder Anästhetika- bzw. pharmakologisch induziert werden. Neben ischämi-

scher Präkonditionierung (IPC), Anästhetika-induzierter Präkonditionierung (APC), is-

chämischer Postkonditionierung (IPost), und Anästhetika-induzierter Postkonditionie-

rung (APost) gibt es auch das Prinzip der ischämischen Fernkonditionierung. Dabei wird 

nicht das Myokard selbst durch ischämische Phasen präkonditioniert, sondern ein herz-

fernes Gewebe, z.B. durch Anlegen einer Blutdruckmanschette am Arm. Einige Studien 

haben bereits einen signifikanten Nutzen der Fernkonditionierung gezeigt 12 13, während 

die größte Studie zu diesem Thema „ERICCA“ (Effect of Remote Ischaemic preConditi-

oning on Clinical Outcomes in Patients undergoing Coronary Artery Bypass Graft Sur-

gery), die bisherigen Ergebnisse hinsichtlich des besseren Outcomes nicht belegen kann 

14. Eine weitere multizentrische Studie von Meybohm et al. zeigte im Jahr 2015 erneut, 

dass eine Fernkonditionierung, ausgelöst durch repetetive ischämische Phasen an der 

oberen Extremität während elektiver kardiochirurgischer Eingriffe, keine signifikanten 

Unterschiede zwischen der Kontroll- und Experimentalgruppe erbringt 15.  

1.3.1 Kardioprotektion durch Präkonditionierung 

Der Begriff „Präkonditionierung“ beschreibt einen Trigger oder Stimulus, der vor einem 

ischämischen Ereignis stattfindet und den Phänotyp und die molekularen Abläufe der 

Zelle insoweit verändert, dass die ischämische Phase und die darauffolgende Reperfu-

sionsphase besser toleriert werden. Von der ischämischen Präkonditionierung (IPC) ist 

die Anästhetika-induzierte Präkonditionierung (APC) abzugrenzen, die mittels volatiler 

Anästhetika, wie Desfluran, Sevofluran oder Isofluran induziert wird. Neben der APC und 

IPC können Pharmaka wie Opioide 16, Nitroglycerin 17,  Dipyridamol 18,  Adenosin 19, aber 

auch ATP-sensitive Kaliumkanal (K+
ATP-Kanal) Aktivatoren wie z.B.  Nicorandil 20 das 

Herz durch Präkonditionierung vor ischämischen Phasen schützen 21. Murry et al. ent-

deckten 1986 beinahe zufällig das Phänomen der Präkonditionierung in einem Versuch 

an Hunden 22. Hierbei wurde gezeigt, dass repetetive Okklusionen der Koronararterien 

vor einer kardialen Ischämie die Herzinfarktgröße signifikant reduzieren.  
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1.3.2 Kardioprotektion durch ischämische Präkonditionierung 

IPC wird als einer der wirkungsvollsten kardialen Protektionsmechanismen angesehen 

und ist in vielen Tierspezies bisher nachgewiesen worden 23. Wie bereits erwähnt, ent-

deckten Murry et al. im Rahmen ihrer 1986 publizierten Studie, dass kurze, aufeinander-

folgende Episoden myokardialer Ischämien, die keinen irreversiblen Myokardschaden 

auslösen, die Toleranz der Kardiomyozyten gegen längere Ischämiephasen verstärken 

und die resultierende Herzinfarktgröße signifikant senken 24. Eine solche ischämische 

Präkonditionierung bietet zudem Schutz vor gefährlichen Herzrhythmusstörungen 25.  

Klinische Studien belegen den schützenden Effekt der IPC (bis 24h vor Infarkt) mit einer 

signifikanten Reduzierung des Nekroseareals im Myokard, einer verbesserten LVEF und 

einem geringeren Anstieg von Troponin-T und CK-MB bei exponierten Patienten 26. Um 

die ischämische Präkonditionierung auch therapeutisch nutzen zu können, wird die Mög-

lichkeit beschrieben, bei der PCI repetitive Ballondilatationen durchzuführen. Dies führt 

zu einer signifikanten Abnahme von kardialen Komplikationen im Verlauf und einer er-

höhten 1-Jahres-Überlebensrate gegenüber unbehandelten Patienten 27. Die IPC lässt 

sich zeitlich in zwei Wirkungsphasen unterteilen. Das erste kardioprotektive Fenster wird 

wenige Minuten bis 2h nach dem IPC-Reiz beschrieben 22,28.  1 bis 2 Tage nach dem 

ischämischen Reiz erhöht sich abermals die Widerstandskraft gegenüber Ischämien. 

Diese Phase wird als zweites Fenster der Präkonditionierung bezeichnet und kann 24 

bis 72 Stunden anhalten 29-31. Dieser biphasische Verlauf wird in der folgenden Abb. 2 

schematisch dargestellt und zeigt deutlich, dass zwischen den beiden Fenstern das Herz 

nicht gegenüber Ischämien geschützt ist.  
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Abb. 2:  Zweites Fenster der IPC  

Dargestellt ist der biphasische Verlauf der IPC am ischämischen Herzen. Betont wird 

hierbei die intermediäre Reduktion der kardioprotektiven Wirkung, die nach dem ers-

ten Fenster der IPC auftritt 29. 

IPC= ischämische Präkonditionierung, h= Zeit in Stunden  

1.3.3 Kardioprotektion durch Anästhetika-induzierte Präkonditionierung 

1.3.3.1 Volatile Anästhetika 

Insbesondere volatile Anästhetika haben einen herausragenden Stellenwert in der phar-

makologisch-induzierten Kardioprotektion. Als Gemeinsamkeit gilt bei volatilen Anästhe-

tika die funktionelle Ether-Gruppe. Historisch entwickelten sich die heute weitläufig be-

kannten und viel verwendeten Flurane Isofluran, Desfluran und Sevofluran aus ihren 

Vorläufern Chloroform und Diethylether. Diese haben einen hohen Dampfdruck, einen 

niedrigen Siedepunkt und sind weitgehend niedermolekular. Ihre anästhesiologische 

Wirkung wird als hypnotisierend, gering analgesierend und schwach muskelrelaxierend 

beschrieben 32. Bei Anästhesien und Narkosen werden volatile Anästhetika mittels eines 

Narkosemittelverdampfers (Vaporen) der Atemluft beigemengt und gelangen so über 

pulmonale Diffusion in den Organismus. Des Weiteren werden den volatilen Anästhetika 

negativ inotrope und chronotrope Eigenschaften auf das Myokard und den Sinusknoten 

zugesprochen, die sich günstig auf die myokardiale Sauerstoffbilanz auswirken 33.  
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1.3.3.2 APC 

Die präkonditionierende Wirkung der APC auf das Myokard wurde in zahlreichen tierex-

perimentellen Studien nachgewiesen und im Hinblick auf die Mechanismen untersucht. 

Die klinischen Studien zur APC zeigen zwar ebenfalls kardioprotektive Effekte, allerdings 

deutlich schwächer ausgeprägt als die experimentellen Studien erwarten lassen. Gründe 

für die inkongruenten Daten können laut Bolli et al. eventuelle Dauermedikationen, Be-

gleiterkrankungen oder verschiedene Techniken und Modelle der aortocoronaren Ve-

nenbypass-Operationen sein 34. De Hert et al. konnten zeigen, dass die Applikation von 

Sevofluran und Desfluran gegenüber Propofol während koronarer Bypass-Operationen 

das Risiko kardialer Ereignisse signifikant reduziert 35-37. Des Weiteren vergleicht eine 

Metaanalyse von Zhou et al. aus dem Jahr 2013 anhand herzspezifischer Biomarker 

(Troponin-I und CK-MB) die Ergebnisse 15 klinischer Studien und konnte einen signifi-

kanten Vorteil der APC gegenüber der IPC nachweisen 38. Warltier et al. konnten einen 

positiven Effekt der volatilen Anästhetika auf das myokardiale Stunning beschreiben. Als 

Stunning wird das Myokard beschrieben, das nach einer Ischämie-Reperfusion zunächst 

dysfunktional, später aber wieder kontraktil und somit nicht nekrotisch ist 39. Ferner 

konnte für Halothan und Isofluran gezeigt werden, dass diese ATP-sensitive-Kalium Ka-

näle (K+
ATP-Kanäle) aktivieren und somit dieser Mechanismus eine Rolle in der APC 

spielen könnte 40,41. Insbesondere wurde die Rolle der K+
ATP-Kanäle deutlich, als Kersten 

et al. in ihrer 1997 publizierten Studie zeigten, dass der K+
ATP-Kanal-Antagonist Gliben-

clamid (Glyburide) die präkonditionierende Wirkung von Halothan am Myokard wieder 

aufhebt und somit die kardioprotektive Wirkung blockiert wurde 42. 

Die APC ist in Bezug auf das Outcome der Herzinfarktgröße im Kaninchenexperiment 

genauso effektiv wie die IPC 43,44 und für alle in der Klinik relevanten volatilen Anästhetika, 

wie z.B. Sevofluran 45, Isofluran 44,45 und Desfluran 45, wurden bisher präkonditionierende 

Eigenschaften nachgewiesen. In  der Studie von Piriou et al., in der Sevofluran, Isofluran, 

Desfluran und Halothan direkt im Kaninchenmodell miteinander verglichen wurden, sind 

Unterschiede in den verschiedenen Anästhetika im Hinblick auf ihre präkonditionierenden 

Eigenschaften festgestellt worden 45. Desfluran stellte sich in zwei tierexperimentellen 

Studien als das Fluran mit den stärksten präkonditionierenden Eigenschaften heraus 45,46. 

Ferner wurde gezeigt, dass Enfluran die Laktatproduktion im Myokard unabhängig von 

der subendokardialen Perfusion drosselt 47 und volatile Anästhetika im Allgemeinen die 

funktionelle Erholung nach globaler Ischämie verbessern 44,48. 



Kardioprotektion  7 

 

Kehl et al. zeigten in früheren Studien, dass die APC nicht dosisabhängig wirkt und eine 

Konzentrationserhöhung der volatilen Anästhetika über 0,25 der MAC (Minimal Alveolar 

Concentration) keine wesentliche Verringerung der Herzinfarktgröße erreicht 49,50.  Die 

minimale alveoläre Konzentration (MAC50) definiert die alveoläre Konzentration eines 

Inhalationsnarkotikums bei der 50% der Patienten nicht mehr auf einen Hautschnitt rea-

gieren. Allerdings wirkten in der o.g. Studie diese geringen Dosen nicht bei geringer Per-

fusion des Myokards. In minderperfundiertem Gewebe wurde die präkonditionierende 

Wirkung von Isofluran ab einer MAC von 1,0 erreicht. Im klinischen Alltag ist dieser As-

pekt insbesondere bei Patienten mit KHK zu beachten. 

Sowohl für Isofluran, Sevofluran und Desfluran wurde ähnlich der IPC ein zweites Fens-

ter der Präkonditionierung nachgewiesen 46,50,51.  

1.3.4 Molekulare Mechanismen der Präkonditionierung 

1.3.4.1 IPC 

Die molekularen Mechanismen der IPC sind noch nicht endgültig geklärt. Entscheidend 

bei den molekularen, kardioprotektiven Anpassungen der Kardiomyozyten an ischämi-

sche Reize sind die mitochondrialen Transduktionswege. Der präkonditionierende Sti-

mulus an der Zelloberfläche wird durch endogene Liganden vermittelt, zu denen die A-

denosin- (A1, A3) 52-54 , Endothelin- (ET1), Acetylcholin- (M2), Angiotensin-II- (AT1), 

Bradykinin- (B2) 55, Opioid- (δ, κ) 56, α1- und β-adrenerge Rezeptoren zählen 57, die mit 

weiteren Mediatoren, wie epidermalen Wachstumsfaktoren, der Guanylatzyklase, cycli-

sches Guanosinmonophosphat (cGMP) und den Proteinkinasen G und Cε 58  über einen 

inhibitorischen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR) 59 die Phosphatidylinositol-3-

Kinase (PI3K) und extracellular-signal-regulated Kinase 1/2 (ERK 1/2) 57 aktivieren. Die-

ser Signaltransduktionsweg wird als RISK- (Reperfusion Injury Salvage Kinase) Pathway 

bezeichnet 57 und wird bei Reperfusion des Myokards aktiviert. Er gilt als wichtiger Me-

diator der kardioprotektiven molekularen Mechanismen und resultiert in der Öffnung von 

K+-Kanälen in der inneren Mitochondrienmembran, sodass es zu einer Hemmung der 

Öffnung der mitochondrial Permeability Transition Pore (mPTP) kommt. Die Öffnung die-

ser mPTP gilt als einer der zentralsten subzellulären Vorgänge bei der IPC und IPost 57. 

Neben den K+
ATP-Kanälen spielen weitere Liganden, wie z.B. die endotheliale NO-Syn-

thase (eNOS) 60 und radikale Sauerstoffspezies (ROS) 61 ebenfalls wichtige Rollen in der 

Vermittlung der kardioprotektiven Mechanismen. Dies führt im Nucleus zu einer Neosyn-

these kardioprotektiver Proteine, wie z.B. die Expression von COX-2 und iNOS, die 
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durch die IPC-getriggerte Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren wie STAT1/3 modu-

liert werden  28. Dies erklärt vermutlich den kardioprotektiven Effekt des „delayed precon-

ditioning“  (zweites Fenster) 57. 

 

Abb. 3:  Molekulare Mechanismen der IPC 

Dargestellt sind die molekularen Mechanismen während der IPC am GPCR auf zellu-

lärer und mitochondrialer Ebene. Die Neosynthese der antiapoptotischen Proteine im 

Nucleus erfolgt beim „delayed preconditioning“. 

A1= Adenosin-1-Rezeptor, A3=Adenosin-3-Rezeptor, E1=Endothelin-1-Rezeptor, 

M2=muskarinergischer Acetylcholin-2-Rezeptor, AT1=Angiotensin-II-1-Rezeptor, α1= 

alpha-1-Adrenorezeptor, B2=Bradykinin-2-Rezeptor, β1= Beta-1-Adrenorezeptor, 

β2= Beta-2-Adrenorezeptor, κ=Kappa-Opioidrezeptor, δ=Delta-Opioidrezeptor, 

GPCR=G-Protein-gekoppelter Rezeptor, Gi= inhibitorisches G-Protein, PI3K=Phos-

phoinositid-3-Kinase, ERK1/2=Extracellular Signal-Related-Kinase ½, RISK=Reper-

fusion Injury Salvage Kinase, mPTP= mitochondrial Permeability Transition Pore, e-

NOS=endotheliale Stickstoff Monosynthese, cGMP= cyclisches Guanosinmonophos-

phat, PKG= Proteinkinase G, mK+
ATP =mitochondrialer ATP-abhängiger Kaliumkanal, 

ATP=Adenosintriphosphat. 
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1.3.4.2 APC 

Eine 1997 veröffentlichte Studie von Boutros et al. zeigte, dass die im Tierversuch gleich-

zeitig angewandten APC und IPC keine effektivere Wirkung auf das Myokard hatten, als 

die jeweiligen einzelnen Methoden 62. Da die simultane Anwendung keine Verstärkung 

der Konditionierung hervorruft, ist demzufolge anzunehmen, dass die IPC und APC über 

ähnliche Signaltransduktionswege vermittelt werden. 

Die K+
ATP-Kanäle scheinen ebenfalls bei der APC bedeutsam zu sein. So werden über 

endogene Mediatoren, wie Adenosinrezeptoren (A1) 63, die an inhibitorische G-Proteine 

64 gekoppelt sind, die PKC aktiviert 65. Diese Aktivierung wird hauptsächlich über die Gα1-

Proteinuntereinheit und die Produktion von NO vermittelt, die durch NO-Synthasen mo-

duliert werden 64. Zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) und die PKC modifizieren 

somit die mK+
ATP-Kanäle 64. Die indirekte Wirkung der volatilen Anästhetika auf die K+

ATP-

Kanäle führen sowohl zu einer zytosolischen, als auch zu einer mitochondrialen Calci-

umreduktion 66,67. Die darauffolgende herabgesetzte ATP-Synthese, optimierte oxidative 

Phosphorylierung und der verminderte Ca2+-Influx stabilisieren die mitochondriale Matrix 

und verbessern den Energiestoffwechsel des Myokards zugunsten der Kardioprotektion 

68,69. Die Bedeutung der sarkolemmalen K+
ATP-Kanäle bleibt weiterhin umstritten 70. Redel 

et al. konnten ferner zeigen, dass BKca
2+ -Kanäle, die in der inneren Mitochondrienmemb-

ran lokalisiert sind, ebenfalls eine Rolle in der Desfluran-induzierte Präkonditionierung 

spielen: die Desfluran-induzierte Präkonditionierung wurde durch die Blockade der 

BKca
2+ -Kanäle aufgehoben, wohingegen die Aktivierung dieser Kanäle zusätzlich zur 

APC zwar keinen synergistischen kardioprotektiven Effekt erbrachte, jedoch eine ver-

gleichbare Reduktion der Herzinfarktgröße zeigte 71. Der bei der IPC bedeutende RISK-

Pathway scheint auch bei der APC von Bedeutung, da Raphael et al. eine Beteiligung 

des PI3K-Akt-Signalweges in der Präkonditionierung nachweisen konnten und somit ei-

ner der Mediatoren dieses Signaltransduktionsweges mitbeeinflusst wird 72. Ein weiterer 

gemeinsamer intrazellulärer Signalweg scheinen die mPTP zu sein, deren Öffnung bei 

Desfluran-induzierter Präkonditionierung gehemmt wird. Somit wird der mitochondriale 

Energiestoffwechsel bei Ischämie optimiert und der Nekrose entgegengewirkt 73.  
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Abb. 4:  Molekulare Mechanismen der APC  

In dieser Abbildung wird der Signaltransduktionsweg der APC skizziert, der haupt-

sächlich über die NO-Synthase und PLC vermittelt wird. Beide Signaltransduktions-

wege vermitteln ihre protektive Wirkung über den mK+
ATP-Kanal, der die Drosselung 

der Atmungskette und der ATP-Synthese unterbindet.  

eNOS=endotheliale Stickstoff Monosynthese, GPCR=G-Protein-gekoppelter Rezep-

tor, cGMP= cyclisches Guanosinmonophosphat, PKG= Proteinkinase G, mK+
ATP =mi-

tochondrialer ATP-abhängiger Kaliumkanal, ATP=Adenosintriphosphat, PLC=Phos-

pholipase C, IP3=Inositoltriphosphat, DAG=Diacylglycerin, PKC=Proteinkinase C, 

GC=Guanylatcyclase, NO=Stickstoff, Ca2+= Calcium. 

1.4 Kardioprotektion durch Postkonditionierung 

Bei der Ischämischen -und/oder Anästhetika-induzierten Postkonditionierung (I-

Post/APost) wird der protektive Stimulus nach dem Ischämieereignis gesetzt und ver-

mindert so den Reperfusionsschaden. Als Reperfusionsschaden wird die pathologische 

Veränderung im Myokard bezeichnet, die durch wieder auftretende Reperfusion nach 

Okklusion auftritt, obwohl paradoxerweise eine vollständige und frühzeitige Revaskula-

risation der entscheidende Faktor für das spätere Ausmaß der Infarktgröße ist 74. Ro-

senkranz et al. bezeichnen diesen irreversiblen Schaden als einen, der durch die Verän-

derungen der Reperfusionsbedingungen abgeschwächt werden kann 75. Jennings et al. 

beschrieben den myokardialen Reperfusionsschaden als histologisch nachweisbare 
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Zellschwellung, Kontraktur der Myofibrillen, Ruptur des Sarkolemms und das Austreten 

von Calciumphosphatpartikeln aus den Mitochondrien in das Zytosol 76. Als Folge dieser 

strukturellen Veränderungen kann es zu Einschränkungen der kardialen Funktion kom-

men, wie z.B. Arrhythmien 77, myokardiales Stunning 78 und ein no-reflow Pänomen 79.  

Während das myokardiale Stunning eine morphologische Veränderung beschreibt, die 

nach Revaskularisierung eine kontraktile Funktion wieder zulässt, wird unter dem no-

reflow Phänomen eine, vemutlich durch Mikroangiopathien ausgelöste, dauerhafte Per-

fusionsminderung verstanden. Das No-reflow Phänomen 79, Arrythmien 80, die Infarkt-

größe und myokardiales Stunning 78 beeinflussen das kardiale Outcome nach einem is-

chämischen Ereignis wesentlich, sodass die Bedeutung einer postischämischen Inter-

vention als Alternative zur leitliniengerechten raschen Revaskularisierung anhand dieser 

Faktoren verdeutlicht wird. Da die Postkonditionierung stets nach dem Ischämieereignis 

angewandt wird, ist die Methode wesentlich einfacher in den Klinikalltag zu integrieren. 

Während bei der IPC und APC nur bei vorher festgelegten Ischämiezeiten ein Protokoll 

der Kardioprotektion möglich ist, bieten IPost und APost deutlich mehr Möglichkeiten der 

klinischen Steuerbarkeit, Anwendbarkeit in Notfallsituationen nach Myokardinfarkten und 

ein gezieltes Einsetzen bei aortokoronaren Bypassoperationen. Es wird deutlich, dass 

durch eine Optimierung der Reperfusionsbedingungen der irreversibe Schaden, der in-

folge einer Revaskularisierung auftritt, vermindert werden kann 75. 

1.4.1 Ischämische Postkonditionierung 

Zhao et al. zeigten in ihrer 2003 veröffentlichten Studie erstmals, dass repetitive Re-

okklusionen der Koronararterien nach einem Infarktereignis die Infarktgröße ebenso sig-

nifikant senken wie die IPC. Hierbei reduzierten sich die Infarktgrößen von 47 auf 11% 

und sind vergleichbar mit den Infarktgrößenreduktionen der IPC. Auch die Werte der CK-

Aktivität, der Entzündungsparameter (z. B. Myeloperoxidase als Apoptosemarker), die 

Ödembildung und die postischämische endotheliale Dysfunktion waren in den Gruppen 

der Prä-und Postkonditionierung gut vergleichbar, wenngleich zu der Kontrollgruppe je-

weils ein signifikanter Unterschied nachgewiesen wurde 81. Zhao et al. konnten zudem 

die positiven Effekte von IPost in Hinblick auf den bereits beschriebenen Reperfusions-

schaden  nachweisen81. Um das Infarktareal effektiv zu verkleinern, ist es bei der IPost 

von großer Bedeutung, die ischämischen Stimuli in den ersten Minuten der Reperfusion 

zu setzen, da sonst die Wirkung drastisch vermindert ist 82, wobei die erste Minute der 

Reperfusion nach gegenwärtigem Kenntnisstand vermutlich die Entscheidendste ist 83. 

Eine verzögerte Anwendung der IPost hat laut Kin et al. keinen Einfluss mehr auf die 
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Infarktgrößenreduktion 84. Jedoch ist die Anzahl und Art der Konditionierungszyklen im 

Hinblick auf die Dauer der Ischämiezeit relevant 85. Skyschally et al. konnten zeigen, 

dass einige Konditionierungen lediglich bei bestimmten Ischämiezeiten die Infarktgröße 

reduzierten, bei länger anhaltenden ischämischen Episoden jedoch keine signifikante 

Reduktion auftrat 86. Um einen sicheren kardioprotektiven Effekt zu erhalten, müssen 

Länge der Postkonditionierung und Anzahl der Zyklen jeweils angepasst werden 87. 

Diese Beobachtung konnte ebenfalls bei der IPC beschrieben werden 88. Sörensson et 

al. zeigten in ihrer 2010 publizierten Studie zu den Folgen der IPost bei Patienten mit 

ST-Hebungsinfarkten (STEMI), dass IPost die Infarktgröße nicht signifikant verkleinern 

konnte. Sie stellten die Hypothese auf, dass Patienten mit einer größeren AAR eher von 

IPost profitieren 89. Eine Langzeitstudie zu diesen Ergebnissen bestätigte 2013 diese 

Aussage 90. In kleineren klinischen Studien wurden jedoch Ergebnisse publiziert, die den 

Nutzen der  IPost belegen, z.B. während einer perkutanen Koronarintervention (PCI) bei 

andauerndem Myokardinfarkt 91,92 oder nach PCI 93. 

1.4.2 Anästhetika induzierte Postkonditionierung 

Die Applikation von volatilen Anästhetika nach einem ischämischen Ereignis wird als 

Anästhetika-induzierte Postkonditionierung bezeichnet. Die Infarktgrößenreduktion ist 

hierbei vergleichbar mit der APC 94. Bereits vor Zhaos et al. wegweisender Studie 81 zur 

IPost konnten Schlack und Preckel mit ihrer Arbeitsgruppe Ergebnisse veröffentlichen, 

die einen kardioprotektiven Nutzen nach Ischämie bei Kaninchen zeigten, sofern volatile 

Anästhetika, zunächst Halothan 95, später auch Sevofluran, Enfluran und Desfluran 96,97 

in der frühen Phase der Reperfusion (15 Minuten)  verabreicht wurden 95. Im direkten 

Vergleich im in-vivo Kaninchen Modell zeigten Sevofluran und Desfluran bei einem MAC 

von 1.0 den größten kardioprotektiven Nutzen in Bezug auf die Infarktgrößen und die 

linksventrikuläre Dysfunktion nach Infarkt 96. Eine Erhöhung der MAC über 1.0 der vola-

tilen Anästhetika wie Sevofluran hat im Rattenmodell keinen zusätzlichen kardioprotek-

tiven Effekt hinsichtlich der Infarktgrößenreduktion erreicht 98, auch eine verlängerte Ap-

plikation (>2 Minuten) erbrachte eher eine geringere Protektion der Kardiomyozyten als 

in der sehr frühen Reperfusionsphase 99. Die Wirksamkeit der Postkonditionierung wird 

nicht erhöht, wenn Prä- und Postkonditionierung zusammen appliziert werden 100, auch 

die Applikation von Desfluran zur Zeit des Ischämie selber, beeinflusst die Infarktgröße 

nicht 100. Ebenso ist eine verlängerte Applikationszeit der APost nicht entscheidend für 

das Ausmaß der Infarktgrößenreduktion 99. Die Anwendbarkeit der APost bei Patienten 

aufgrund der planbaren Applikation bei aortokoronaren Bypassoperationen vereinfacht 
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die klinische Forschung 101,102. Obwohl die interventionelle Kardiologie Möglichkeiten der 

APost-Anwendung bietet, gibt es nur wenige klinische Studien. Aufgrund der im PTCA-

Setting verwendeten Ballondilatationen sind die IPost und IPC hierbei gründlicher unter-

sucht  103. In Studien zu der APost wurden die Endpunkte hauptsächlich anhand der 

Troponin-I und Kreatininwerte bestimmt. Das Fehlen von Definitionen, standardisierten 

Protokollen, die die Ein- und Ausschlusskriterien und Komedikationen betreffen und ein 

heterogenes Patientengut führen zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen bezüglich der 

Mortalität und Infarktereignisse bei der klinischen Anwendung von APost 104. Dies er-

schwert die Translation der APost vom tierexperimentellen in das klinische Setting. Yu 

et al. untersuchten in ihrer 2006 publizierten Metaanalyse die Mortalität und das Auftre-

ten von ischämischen Ereignissen sowohl bei einer totalintravenösen Anästhesie (TIVA) 

und bei Anwendung von volatilen Anästhetika, ein signifikanter Unterschied konnte je-

doch nicht gezeigt werden. Für Sevofluran und Desfluran konnte eine signifikante Re-

duktion der Troponin-I Werte gezeigt werden, für Isofluran nicht. Die Gründe für diese 

Ergebnisse erklären die Autoren mit der unzureichenden Power dieser Analyse, die 

durch die heterogenen Studiendesigns bedingt ist und zum Anderen durch die fehlende 

Dokumentation entscheidender Faktoren, wie die Komedikationen 105. In einer weiteren 

Metaanalyse von Symons et al. wurden die Daten von 27 Studien mit insgesamt 2979 

Patienten untersucht, die entweder eine TIVA oder volatile Anästhetika sowohl zu einem 

bestimmten Zeitpunkt als auch während der gesamten Operation erhielten. Die Anwen-

dungsdauer der volatilen Anästhetika hatte keinen Einfluss auf das perioperative Auftre-

ten von akuten Infarktereignissen, Ischämien oder der Mortalität. Diese Erkenntnis deckt 

sich mit den oben beschriebenen tierexperimentellen Daten von Obal et al. 99. Im Hinblick 

auf den perioperativen Bedarf an positiv inotropen Substanzen, die Troponin-I Werte und 

den Krankenhausaufenthalt zeigte sich bei den Patienten, die volatile Anästhetika erhiel-

ten, eine signifikante Reduktion 101.  

1.4.3 Molekulare Mechanismen der Postkonditionierung 

1.4.3.1 IPost 

Die IPost wird an der Zelloberfläche, ähnlich der IPC und APC, über GPCR vermittelt, 

die hauptsächlich über Adenosin- 84,106, Bradykinin- 106 und endogene Opioidliganden 107 

reguliert werden. Adenosin hemmt dabei inflammatorische Prozesse, die durch Neutro-

phile Granulozyten, Superoxide und endotheliale Adhärenz herbeigeführt werden 108 und 

aktiviert subzellulär den RISK-Pathway. Die Rolle der Adenosinrezeptor-Agonisten ist 
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hierbei umstritten. Bibli et al. postulieren, dass lediglich nonselektive A2B und A1-Ade-

nosinrezeptoren den RISK-Pathway aktivieren 109, wobei dem A2B Rezeptor die wich-

tigste Bedeutung beigemessen wird 110. Intrazelluläre Mediatoren, wie PI3 111,112, p-Akt 

113 , ERK ½ 114,115, eNOS 116, NO, die PKC  117 und Insulin 118 spielen in der kardioprotek-

tiven Signalkaskade eine entscheidende Rolle 119, indem sie die GSK3β inhibieren 120. 

Der RISK-Pathway wirkt antiapoptotisch 121 und verhindert so eine Ausdehnung des In-

farktareals. Der molekulare Mechanismus wird wie bei der IPC über die mPTP vermittelt 

122,123, deren Öffnung durch eine Aktivierung der mK+
ATP-Kanäle inhibiert wird. Somit wer-

den die oxidativen Vorgänge innerhalb des Mitochondriums ökonomisiert und optimiert. 

Der letale Reperfusionsschaden wird verringert 124,125.  

 

Abb. 5:  Molekulare Mechanismen der IPost 

Dargestellt ist der Signalweg des RISK-Pathways nach 119. Über PI3-Akt und die ER- 

und ME-Kinasen 1 und 2 wird die GSK3β aktiviert und hemmt ihrerseits die mPTP, 

die die Cytochrom C Aktivierung stoppt und somit antiapoptotische Mechanismen un-

terbindet. 

A2= Adenosin-2-Rezeptor, A3=Adenosin-3-Rezeptor, GPCR=G-Protein-gekoppelter 

Rezeptor, PI3K=Phosphoinositid-3-Kinase, Akt=Proteinkinase B, ERK1/2=Extracellu-

lar Signal-Related-Kinase ½, MEK1/2=Mitogen activated protein-Kinase-Kinase ½, 

mPTP= mitochondrial Permeability Transition Pore, GSK3β=Glykogensynthase-3-

beta, IGF=Insulin-like-Growth-Factor, FGF=Fibroblast-Growth-Factor, GFR=Glome-

ruläre Filtrationsrate, CT-1=Cardiotrophin-1.  
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1.4.3.2 APost 

Die molekularen Mechanismen der APost werden über ähnliche intrazelluläre Wege wie 

die der APC vermittelt. Der entscheidende Schritt bei beiden Methoden ist die Öffnung 

der mK+
ATP-Kanäle in der inneren Mitochondrienmembran, die ihrerseits die mPTP inhi-

bieren 73. Dort spielen neben den mK+
ATP-Kanälen außerdem die BKCa2+ -Kaliumkanäle 

bedeutende Rollen 126.  BKCa2+-Kaliumkanäle sind kalziumabhängige Kanäle, die einen 

K+-Auswärtsstrom generieren und somit zellaktivierende Signale im Sinne einer negati-

ven Rückkopplung hemmen 127. So kommt es infolge deren Öffnung zu einer Volumen-

zunahme der inneren Matrix, die folglich zu einer Abnahme des Membranzwischenrau-

mes führt, in dem sich die Enzyme der Atmungskette befinden, die dadurch gehemmt 

werden. Die sarkolemmalen K+
ATP-Kanäle verhindern einen intrazellulären Calciumüber-

schuss und verkürzen das Aktionspotenzial  durch eine Hyperpolarisation der Zelle 59, 

wobei diesen Kanälen eine weitaus geringere Bedeutung zugewiesen wird als den mito-

chondrialen 58. Als Endeffektor dieser Signalwege wird die mPTP angesehen. Die mPTP 

ist ein hochleitungsfähiger, spannungs- und kalziumabhängiger Kanal in der inneren Mi-

tochondrienmembran 128, dessen genauer Aufbau bislang noch ungeklärt ist. Bisher ist 

angenommen, dass er aus einem zur äußeren mitochondrialen Membran gerichteten 

spannungsgesteuerten Anionenkanal (VDAC), Cyclophiliin D (CyP-D) und einer zur in-

neren mitochondrialen Membran gerichteten Adenin-Nukleotid-Translokase (ANT) be-

steht 129. Die mPTP wird unter pathologischen Konditionen, wie z.B. Ischämien in der 

inneren Mitochondrienwand exprimiert und vermittelt im geöffneten Zustand den Durch-

tritt kleinerer Moleküle (<1500 kD) in die Zelle. Somit kommt es zu einer mitochondrialen 

Schwellung, einer Unterbrechung der Atmungskette und einer herabgesetzten Produk-

tion von ATP. Für die Konditionierung ist somit die Hemmung der Öffnung dieser Pore 

ein wichtiger Faktor, da so trotz Ischämie eine ausreichende Sauerstoffversorgung der 

Zelle gewährleistet ist 130-132. 

Die genauen Details dieses Signalweges sind trotz intensiver Bemühungen in der expe-

rimentellen Grundlagenforschung noch unbekannt und umstritten, wobei allerdings be-

kannt ist, dass der RISK-Pathway hierbei eine Rolle spielt. Dieser wird wiederum von 

der PI3K und von PKB/Akt aktiviert. In tierexperimentellen Studien wurde bisher publi-

ziert, dass Isofluran in der frühen Phase der Reperfusion jene PI3-Kinase 94 aktiviert und 

Sevofluran eine Erhöhung sowohl der Phosphorylierung des PKB/Akt /GSK-3β Signal-

weges herbeiführt. Dies führt schließlich zur Aktivierung des RISK-Pathways und zu ei-

ner Aktivierung der mK+
ATP-Kanäle, sodass eine Reduktion der mitochondrialen und 
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zytosolischen Cytochrom C-Konzentration folgt 133,134. Die Inhibition der nachgeschalte-

nen mPTP erfolgt zusätzlich zur Öffnung des mK+
ATP-Kanals auch über die GSK-3β 135. 

Ebenso wurde eine Beteiligung von NO bei der APost nachgewiesen 100. Die mPTP ist 

somit ein potentielles pharmakologisches Zielprotein 136, das mit der zeitlichen Anwen-

dung im postischämischen Intervall gut in den Klinikalltag einzubringen ist. Eine weitere 

Studie zeigt die besondere Bedeutung der mPTP, da die Infarktgrößenreduktion durch 

mPTP-Inhibition mit Cyclosporin A im Vergleich zu APost ähnlich ist 137.   

 

Abb. 6: Funktion der mPTP 

Dargestellt ist die mPTP im Detail und deren zentrale Rolle sowohl in der IPost als 

auch in der APost. Die Adenin Nucleotid Translokase (ANT) bildet den inneren Teil, 

Cyclophilin D (Cyp D) bildet den intermembranären Teil, der spannungsabhängige 

Ionenkanal (VDAC) reguliert die Pore in der äußeren Membran.   

mPTP= mitochondrial Permeability Transition Pore, VDAC= Voltage-dependant anion 

channel, Cyp D= Cyclophilin D, ANT= Adenin Nucleotid Translokase, Cyt C= Cyto-

chrom C, ATP= Adenosintriphosphat, ROS= Reactive oxygen species. Ca2+=Calcium. 
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2 Die Funktion der GRK2 

2.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren 

Mit über 800 verschiedenen Charakterisierungen gehören die GPCR zur größten biolo-

gischen Rezeptorfamilie, die Signaltransduktionswege von extrazellulär nach intrazellu-

lär vermitteln und somit die verschiedensten Mechanismen und physiologischen Pro-

zesse regulieren. Die GPCR vermitteln bei bis zu 50 % der klinischen Arzneimittel deren 

direkte oder indirekte Wirkung 138 und gelten somit als eine der wesentlichen pharmako-

logischen Ziele 139. Bisher wurden vier humane Kristallstrukturen der inaktiven GPCR 

publiziert: der β2-Adreno- 140 , A2A-Adenosin- 141, D3-Dopamin- 142 und ein CXCR4-Che-

mokinrezeptor 143. 

Allen GPCR ist ihre molekulare Struktur gemein mit einem extrazellulären N- und einem 

intrazellulären C-Terminus, die durch sieben transmembranäre α-Helices verbunden 

sind. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Aminosäuresequenzen werden die GPCR in 

sechs Familien eingeteilt, für die Säugetier-Spezies sind allerdings nur die Familien A, B 

und C relevant 144.  Diese Einteilung wurde 2003 von Fredriksson et al. verlassen und 

die GPCR wurden nach phylogenetischen Merkmalen in die fünf neuen Klassen; Gluta-

mat, Sekretin, Rhodopsin, Adhäsion und Frizzled/Taste2 untergliedert 145. Resultiert eine 

Liganden-Rezeptor Bindung bei den GPCR in unterschiedlichen, diversen Signalkaska-

den, wird von „biased agonism“ gesprochen 146. 

2.2 G-Proteine 

Extrazelluläre Agonisten bzw. Stimuli, wie z.B. Hormone, Ionen oder Neurotransmitter, 

die an die GPCR binden, lösen intrazelluläre Signalkaskaden aus, indem heterotrimere 

Guaninnucleotidproteine (G-Proteine) an die Rezeptoren binden. Im inaktiven Zustand 

liegen die G-Proteine als GDP vor; durch den aktivierten GPCR, der als Nukleotidaustau-

scher agiert, werden sie in den aktiven Zustand als GTP versetzt. G-Proteine bestehen 

außerdem aus einer α- und einer βγ-Untereinheit. Wird im Falle einer Agonistenbindung 

ein G-Protein in den aktiven Zustand versetzt, dissoziiert die α- von der βγ-Untereinheit 

und die jeweiligen Einheiten binden an ihre spezifischen Effektorproteine und initiieren 

sekundäre subzelluläre Botenstoffe (z.B.: cAMP, Calcium, Inositoltriphosphat, Diacylgly-

cerol). Diese Mediatoren beeinflussen daraufhin die Aktivierung von Phospholipasen und 
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die Regulierung der Adenylatcyclasen, der Kaliumkanäle und der Calciumkanäle 147. So 

werden Enzyme, zelluläre Vorgänge und physiologische Prozesse beeinflusst 148. 

 

Abb. 7:  GPCR 

Dargestell ist der schematische Aufbau eines GPCRs und die weitere Signalvermitt-

lung über G-Proteine. Agonisten wie z.B. Hormone und Neurotransmitter lösen intra-

zelluläre Signalkaskaden aus, die zur GTP-abhängigen Aktivierung der Phospholi-

pase C führen. Durch weitere, unter anderem calciumabhängige Stimulation der Pro-

teinkinase C, können sowohl zelluläres Wachstum und die Zytokinausschüttung be-

einflusst werden.  

N=Aminoterminale Domäne, C=Carboxy-terminale Domäne, Gβ=β-Untereinheit des 

G-Proteins,  G=-Untereinheit des G-Proteins, G=-Untereinheit des G-Proteins, 

PLC= Phospholamban C, DAG= Diacylglycerol, IP3=Inositoltriphosphat, PKC=Protein-

kinase C, Ca2+=Calcium, GDP= Duanosindiphosphat, GTP=Guanosintriphosphat.  

Die G-Proteine vermitteln somit extrazelluläre Signale in das Zellinnere, aber auch eine 

Amplifizierung des Signals, da bei jedem GPCR-aktivierten Signal viele G-Proteine gene-

riert werden und die jeweiligen Effektorproteine ebenfalls eine potenzierte Anzahl an se-

kundären Botenstoffen freisetzen 149. Der Aktivierungszyklus des G-Proteins wird durch 

einen intrinsischen Mechanismus der α-Untereinheit beendet, da eine Hydrolisierung des 

GTPs zu GDP den Komplex wieder in den inaktiven Zustand versetzt und die α-Unterein-

heit  mit dem βγ-Komplex assoziiert 148-151. 
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Bisher wurden 20 verschiedene Formen der α-Untereinheit beschrieben, die sich auf-

grund ihrer Sequenzierung und der jeweiligen spezifischen Interaktion mit den Effektor-

proteinen in 4 Subfamilien klassifizieren lassen. Gαs Proteine stimulieren  die Adenylatcyc-

lasen, Gαq aktiviert die Phospholipase C, Gαi hemmen die Adenylatcyclase und aktivieren 

die GRK und Gα12 aktivieren rho-GEF 152. Der βγ-Komplex hingegen aktiviert die GRK 

und führt durch dessen Bindung zu der Membrantranslokation. Die GRK beendet den 

Signalweg durch Phosphorylierung des GPCR und leitet die Desensibilisierung ein 148-151. 

2.3 Desensibilisierung des GPCR 

Unter der Desensibilisierung eines Rezeptors wird die Adaption des Rezeptors an neue 

extrazelluläre Bedingungen verstanden, die zur Abschaltung des vorangegangenen Sig-

nalweges führt. Im Falle der GPCR spielen die GRK die wichtigste Rolle in der homolo-

gen Desensibilisierung, da die GRK aktivierte, Liganden-gebundene GPCR erkennen 

und die Serin- und Threoninreste am zytoplasmatischen C-Terminus oder in der 3. 

Schleife der intrazellulären  Domäne phosphorylieren kann 153. Diese Phosphorylierun-

gen, die für die Desensibilisierung des Rezeptors von immenser Bedeutung sind 154, ver-

mindern die Affinität der GPCR zu den nachgeschaltenen G-Proteinen und erhöhen wie-

derum die Affinität zum Adaptorprotein β-Arrestin. Β-Arrestin verhindert sterisch die In-

teraktion und Initiierung des GPCR mit dem G-Protein 155,156. Die desensibilisierten und 

β-Arrestin gebundenen GPCR werden mithilfe von Vesikeln und Caveolae internalisiert 

und der Rezeptor reinsertiert Clathrin-vermittelt in die Plasmamembran und wird dephos-

phoryliert (sog. Down-regulation) 157,158. Hierbei sind neben den GRKs auch Dynamin, 

das Adaptorprotein-2 159 und Phosphoinositide beteiligt 160,161. Eine erneute und unmit-

telbar auf die Desensibilisierung folgende Rezeptorstimulation führt somit zu einer ver-

minderten intrazellulären Antwort und einer herunterregulierten Rekrutierung von G-Pro-

teinen 162-165. Bei diesem Degradations-Recycling Mechanismus  soll laut Marchese et 

al. die Ubiquitinierung eine Rolle spielen166.  
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Abb. 8:  Homologe Desensibilisierung 

Ablauf der homologen Desensibilisierung: Der GPCR wird phosphoryliert und die Af-

finität zu β-Arrestin wird erhöht. Es folgt eine sterische Interaktion zwischen dem Re-

zeptor und dem G-Protein, sodass eine weitere Aktivierung nicht mehr möglich ist. 

GRK=G-Protein gekoppelte Rezeptorkinase, AC=Adenylatcyclase, Gβ=β-Unterein-

heit des G-Proteins, G=-Untereinheit des G-Proteins, G=-Untereinheit des G-Pro-

teins, P=Phosphat.  

Eine weitere Möglichkeit der Herunterregulierung von GPCR besteht in der heterologen 

Desensibilisierung durch die Proteinkinasen A und C 150. Die second-messenger-Kina-

sen phosphorylieren den Rezeptor unabhängig von der Agonistenbindung. Hierbei wird 

die PKA durch cAMP und die PKC durch eine Calciumakkumulation stimuliert 156. Die 

heterologe Desensibilisierung ist somit auch bei geringeren Agonistenkonzentrationen 

möglich, verläuft aber im Gegensatz zu der homologen Methode deutlich langsamer 167. 
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Abb. 9:  Heterologe Desensibilisierung 

Dargestellt ist der schrittweise Ablauf der heterologen Desensibilisierung: die Verhin-

derung der Signalweiterleitung des GPCR’s an betroffene G-Proteine erfolgt nicht 

durch Liganden-Bindung, sondern second-messenger-vermittelt.  

cAMP=cyclisches Adenosinmonophosphat, PKA=Proteinkinase A, AC=Adenylatcyc-

lase, Gβ=β-Untereinheit des G-Proteins, G=-Untereinheit des G-Proteins, G=-

Untereinheit des G-Proteins, P=Phosphat.  

Neben der Desensibilisierung wird die Rezeptorexpression ebenfalls auf Transkriptions-

ebene verändert. Dieser Mechanismus dauert allerdings Stunden bis Tage im Gegen-

satz zu der Desensibilisierung, die innerhalb von Sekunden und Minuten erfolgreich be-

endet ist 150,168. 

2.4 GRK Familie 

Die 7 G-Protein gekoppelten Rezeptorkinasen, die zu den Serin-/Threoninkinasen gehö-

ren, lassen sich den AGC Kinasen (Proteinkinasen A, C,G) zuordnen. Hierbei sind die 

GRKs allerdings als atypisch zu klassifizieren, da sie durch ihre Bindung an aktive GPCR 

in ihrem aktiven Konformationszustand stabilisiert werden 153. Die GRKs lassen sich wei-

terhin in 3 Subfamilien untergliedern 169. Diese Unterteilung obliegt den unterschiedli-

chen N- und vor allem C-Termini-Strukturen und den verschiedenen Mechanismen der 
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Membrantranslokation. Die erste Gruppe wird als Rhodopsinkinasen zusammengefasst, 

hierzu gehören die GRK1 und die GRK7. Diese befinden sich hauptsächlich in den Stäb-

chen und Zapfen des Auges 170, wobei bereits geringe Mengen an GRK1 in der Epiphyse 

beschrieben worden sind 171.  

Die zweite Gruppe der β-adrenergen Kinasen beinhalten die GRK2 und die GRK3, die 

ubiquitär exprimiert sind, sich aber in ihren Membrankonzentrationen deutlich unter-

scheiden. So ist die GRK3 nur zu einem Anteil von 10-20 Prozent gegenüber der GRK2 

vertreten 153. Die GRK2 ist außerdem neben den GRK3 und -5 am häufigsten im Myokard 

vertreten 172,173 und die in zahlreichen Studien am besten charakterisierte Isoform. Wei-

tere Besonderheiten der zweiten Subfamilie sind zum einen, dass diese, anders als die 

5 anderen Formen, nicht dauerhaft membranassoziiert sind und zum anderen, dass die 

PH-Domäne im C-terminalen Bereich PIP3 die freie Gβγ-Untereinheit binden. Diese In-

teraktion resultiert dann schließlich in der Translokation der GRK2 und -3 in der Plasma-

membran 174. Die dritte Gruppe der GRKs setzt sich aus der GRK4, -5 und -6 zusammen. 

Die GRK-4 findet sich vor allem im Hoden, aber auch zu geringen Mengen im Kleinhirn 

und in den Nieren 175, während GRK5 und-6 ubiquitär zu finden sind, wobei GRK6 vor 

allem immunassoziiert ist. 

Unter den GRK Formen sind die GRK2 und -5 die Vielfältigsten, da sie fast alle GPCR 

phosphorylieren, darunter die α2- und β-adrenergen Rezeptoren, Angiotensin-II-Typ 1- 

und Dopamin- Rezeptoren 155,169. 

2.5 β-adrenerge Rezeptoren und die Proteinkinase A 

Die drei β-adrenergen Rezeptoren im Myokard sind die β1-, β2- und β3- Rezeptoren, 

wobei die β1- und β2- Rezeptoren die entscheidenden im Exzitations-Kontraktionsme-

chanismus sind. Die Aktivierung des β1-Rezeptors führt zu einer Stimulation von Gs-

Proteinen, die ihrerseits, wie oben beschrieben, die Adenylatcyclase und damit den se-

kundären Botenstoff cAMP aktivieren. Daraufhin phosphoryliert und reguliert die PKA 

bedeutende Proteine in den Myozyten, die für die Kontraktionen im Myokard verantwort-

lich sind, darunter Phospholamban, L-Typ-Calcium-Kanäle, Ryanodinrezeptoren und 

kardiales Troponin I 176. Dies führt zu einer Steigerung der myokardialen Inotropie. 

Der β2-Rezeptor stimuliert sowohl inhibierende Gi- als auch stimulierende Gs –Proteine 

und wechselt sogar innerhalb eines Signaltransduktionsweges von Gs auf Gi. Dieser 
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Switch ist abhängig von der Phosphorylierung durch die PKA 177 und bedingt somit die 

Abnahme der Inotropie im Herz 178. 

 

Abb. 10: Mechanismus des β-adrenergen Rezeptors 

Schematische Darstellung des β-adrenergen GPCR im Myokard: Durch Aktivierung 

der Transmitter Noradrenalin oder Adrenalin werden die β-adrenergen Rezeptoren 

aktiviert. Dies mündet in einer G-Protein- und im weiteren Verlauf PKA-abhängigen 

Regulation der Herzkontraktion (Inotropie), der Herzfrequenz (Chronotropie) und der 

Erregbarkeit der Myozyten (Bathmotropie und Dromotropie).  

Herunterregulierung = -, Heraufregulierung = +. 

GDP= Duanosindiphosphat, GTP=Guanosintriphosphat N=N-Terminus, C=C-Termi-

nus, Gβ=β-Untereinheit des G-Proteins, G=-Untereinheit des G-Proteins, G=-Un-

tereinheit des G-Proteins, cAMP=cyclisches Adenosinmonophosphat, PKA=Protein-

kinase A, AC=Adenylatcyclase. 

Die kontinuierliche Stimulierung dieser Rezeptoren hat bei andauernden pathophysiolo-

gischen Bedingungen im Myokard, z.B. bei Z.n. Myokardinfarkt oder bei chronischer 

Herzinsuffizienz, unterschiedliche Auswirkungen auf die Myozyten. So wird bei dauer-

hafter Aktivierung des β1-Rezeptors der CaMKII–Signalweg initiiert, der die Apoptose 
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der Kardiomyozyten 179, kardiales Remodeling in vivo 180,181 und die katecholaminbe-

dingte Hypertrophie in vitro fördert 182. Der β2-Rezeptor hingegen bewirkt bei andauern-

der Stimulierung einen kardioprotektiven Effekt. Frühere Publikationen unserer Arbeits-

gruppe konnten bereits zeigen, dass die Blockade der β1- und β2- Rezeptoren die 

präkonditionierende Wirkung der APC aufheben. Lange et al. konnten in Studien aufzei-

gen, dass Kaninchen im Herzinfarktmodell signifikant größere IS-Größen aufwiesen, so-

bald ein β-Blocker additiv zur APC appliziert wurde. Dieser Effekt ist dosisabhängig und 

wird über den CaMKII-Signalweg reguliert 183-186. Die oben genannten Ergebnisse sind 

insbesondere im klinischen Alltag relevant, da kardiale Risikopatienten meist mit β-Blo-

ckern (z.B. Metoprolol) dauerhaft therapiert werden.   

2.6 Rolle der GRK2 im Myokard unter pathophysiologischen 

Bedingungen 

Pathophysiologische Veränderungen, wie z. B. Ischämien, Herzinsuffizienz oder Hyper-

tension 187 führen im Myokard zu veränderten β-adrenergen Signaltransduktionswegen, 

die ihrerseits G-Proteine stimulieren oder inhibieren. Infolgedessen erhöht sich bei oben 

genannten Vorgängen die Expression der GRK2 188. Dies konnte bereits in vielen tierex-

perimentellen Studien nachgewiesen werden und gilt als ein bedeutender Parameter in 

der frühen Phase nach Ischämien, bei Entstehung der Herzinsuffizienz und bei Umbau- 

und Remodelingprozessen im Myokard 189. Veränderte β-adrenerge Signalwege wirken 

sich langfristig negativ auf das Myokard aus, indem diese zu kardialen Dysfunktionen, 

insbesondere nach Herzinfarkten oder bei der Herzinsuffizienz führen und die GRK2 

aktivieren 190. Bei lang bestehender Herzinsuffizienz wird der β2-Rezeptor von der hoch-

regulierten GRK2 an dessen Aminosäuresequenz Serin 355/356 phosphoryliert und so 

kommt es zur Gi-Protein-Aktivierung, die mitunter die Inotropie negativ verändert. Über 

die heterologe Desensibilisierung wird der Rezeptor anders als durch die GRK2 von der 

PKA an der Position Serin-262 phosphoryliert 191. Trotz der unterschiedlichen Phospho-

rylierungsstellen ähneln sich die nachgeschaltenen Signalwege in der Aktivierung der 

inhibierenden G-Proteine. Bei Betrachtung dieses Mechanismus lässt sich eine Parallele 

zu der β-Blocker Therapie beim Herzinfarkt ziehen, bei der diese Signalwege ebenfalls 

herunterreguliert werden. Im Organismus wird dies über einen Switch zu Gi Proteinen 

über den β2 Signalweg erreicht, der direkt nach der Ischämie einen Schutz vor dem 

Katecholaminsturm bietet. Bei der Herzinsuffizienz ist dieses Prinzip hingegen kontra-

produktiv, da es über die inhibitorischen G-Proteine die Inotropie verringert und die Herz-

insuffizienz eventuell sogar verstärkt. Liu et al. publizierten Daten, die zeigen, dass sich 
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bei Herzinsuffizienz die Dichte und Proteinexpression der β1-adrenergen Rezeptoren 

um bis zu 50 Prozent verringern, während die Konzentration der β2-Rezeptoren dabei 

annährend gleichbleibend ist 192.  

Eine der wichtigsten Studien zu der Rolle der GRK2 in Bezug auf Herzinfarkte und Herz-

insuffizienz ist die der Arbeitsgruppe um Brinks 193. Ein Experiment an Mäusen zeigte, 

dass nach einem Ischämie-Reperfusions-Schaden neben der vermehrten Expression 

von GRK2 die Apoptose der Myozyten und die nekrotischen Areale im Myokard nach-

weislich vergrößert waren. Eine Untersuchung an GRK2-Knockout-Mäusen bestätigte 

diese Erkenntnis und erklärte die Ergebnisse mit der Aktivierung von antiapoptotischen 

intrazellulären Signalwegen über die PI3K mithilfe der eNOS 194 und die Phosphorylie-

rung und damit Aktivierung von Akt 193. Eine GRK2 Interaktion wurde darüberhinaus mit 

dem Protein Akt bereits nachgewiesen. Eine weitere Studie publizierte außerdem, dass 

der GRK2-Inhibitor βARK1, auch bei erstmaliger Injektion bei bereits bestehender Herz-

insuffizienz zu einer verbesserten Linksventrikulären Funktion (LVEF) und myokardialem 

Remodeling führt 195. Mit Knockout-Mäusen wurden ähnliche Daten publiziert, die die 

bisherigen Veröffentlichungen bestätigen 196. Die Hemmung der GRK2 hat somit durch 

Inhibition oder Knockout-Verfahren bisher sowohl auf genetischer 197, als auch auf phy-

siologischer Ebene nach Infarktereignissen 195 ein verbessertes Outcome gezeigt. 

Zudem zeigte eine 2001 publizierte Studie von Harding et al., dass eine kontinuierliche 

Gabe des β-Blockers Metoprolol und eine gleichzeitige Hemmung der GRK2 zu einem 

synergistischen kardioprotektiven Effekt führt 198. Da bereits erhöhte GRK2-Konzentrati-

onen und veränderte β-adrenerge Signalwege bei Herzinsuffizienz im menschlichen Or-

ganismus nachgewiesen wurden, ist eine detailreiche Kenntnis dieser molekularen Me-

chanismen bei der Suche nach pharmakologischen Zielproteinen von entscheidender 

Bedeutung 199,200. 
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3 Fragestellung 

Der GRK2 wird nach heutigem Stand der Forschung eine große Rolle in den Pathome-

chanismen bei anhaltender Herzinsuffizienz und nach einem Myokardinfarkt zugespro-

chen, insbesondere die Inhibition der GRK2 ist für ein verbessertes kardiales Outcome 

von Bedeutung. Inwieweit die GRK2 und die PKA über die β-adrenergen Signalkaska-

den, insbesondere bei der APost, moduliert werden, ist bisher nicht bekannt. Es ist daher 

von großem Interesse, mögliche zusätzliche Mechanismen der APost zu identifizieren, 

um diese Erkenntnisse mittelfristig in die klinischen Therapieansätze von Patienten mit 

akutem Koronarsyndrom implementieren zu können. 

Die Vorgänge, die zu Veränderungen der Regulation und Signaltransduktion durch die 

GRK2 an den β-1 und-2-Rezeptoren unmittelbar nach akuter Ischämie führen, sind für 

beide Rezeptoren bis dato nicht bekannt und sollen in dieser Arbeit durch ein in-vivo 

Mausmodell, bei dem ein akuter Herzinfarkt induziert und eine APost mit Sevofluran ap-

pliziert wird, dargestellt werden. Zusammenfassend werden die folgenden Kernfragen 

beantwortet: 

◼ Wird die APost über die GRK2-Hemmung vermittelt? 

◼ Inwiefern werden β-1 und β2-adrenerge Rezeptoren durch die GRK2 bei Sevoflu-

ran-Applikation in der Reperfusionsphase beeinflusst? 
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4 Material und Methoden 

4.1 Durchführung der Operationen 

Die Durchführung und Planung der Operationen erfolgte durch Frau Dr. Anja Frank mit 

Unterstützung der Promovendin. 

4.1.1 Versuchsgenehmigung 

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden von der Regierung Unterfranken ge-

nehmigt und gemäß Tierschutzgesetz § 8 Abs.1 durchgeführt (Tierversuchsnummer 

10/12).  

4.1.2 Versuchstiere 

Die experimentellen Untersuchungen wurden an männlichen C57BL/6 Mäusen (Harlan, 

Horst, Niederlande) durchgeführt. Die Mäuse hatten ein Alter von 8-10 Wochen, ein 

durchschnittliches Gewicht von 20-25 Gramm und wurden unter kontrollierten Bedingun-

gen bei 22°C, 55-65 % Luftfeuchtigkeit und einem ständigen Tag-und Nachtrhythmus 

gehalten. Die Tiere wurden artgerecht und respektvoll behandelt, hatten fortwährend Zu-

gang zu Wasser und herkömmlicher Labornahrung.  

4.1.3 Narkose und Beatmung 

Die Versuchstiere wurden durch intraperitoneale Applikation von 0,6 mg/10 g KG 0,6 % 

-igem Pentobarbital narkotisiert. Natriumpentorbarbital wurde gewählt, da eine Beein-

flussung der Prä- oder Postkonditionierung durch eine Narkose mit Pentobarbital in dem 

hier gewählten Versuchsmodell vernachlässigbar sind 201.  Durch Druck auf die Hinter-

pfoten und den Kornealreflex wurde die Narkosetiefe überprüft und bei Bedarf weiteres 

Pentobarbital i.p. injiziert. 

Nach Narkoseinduktion wurden die Mäuse auf ein Wärmeoperationsfeld bei 37,0°C 

(Föhr Medical, Seeheim-Jugenheim) gelegt, die Temperatur wurde mittels rektaler 

Sonde gemessen und konstant überwacht. Es folgte die orale Intubation und druckkon-

tollierte Beatmung über ein Beatmungssystem für Nagetiere (SAR-P 830, CWE, Ard-

more, USA).  Es wurde druckkontrolliert mit einer Frequenz von 130 Atemzügen pro 

Minute und einem maximalen Beatmungsdruck von 30 cm H2O beatmet. Des Weiteren 
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wurde ein 3-Kanal-EKG (Föhr Medical, Seeheim-Jugenheim) angeschlossen und wäh-

rend der ganzen Operation aufgezeichnet. 

4.1.4 Präparation 

Die folgenden Schritte wurden stets mit Hilfe eines Stereomikroskopes durchgeführt 

(OPMI-9-FC, Zeiss, Jena) mit Vergrößerungsmöglichkeiten zwischen dem 3,75- bis 10-

fachen.  

Zunächst wurde die rechte Arteria carotis communis kanuliert, um mit einem Druck Mess-

wandler einen ständigen invasiv gemessenen Blutdruck aufzuzeichnen. Anschließend 

wurde die rechte Vena jugularis interna dargestellt. Zur kontinuierlichen Flüssigkeitssub-

stitution (20 ml Sterofundin kg/h, B.Braun, Melsungen, Deutschland) wurde ein zentraler 

Venenverweilkatheter (ZVK) (A. Hartenstein Laborbedarf GmbH, Würzburg) eingebracht. 

Das OP-Feld wurde mit flüssigem Paraffin (Merck Millipore, Billerica, USA) bestrichen, 

um dann die linksseitige Thorakotomie durchzuführen. Hierfür wurde mit einem Skalpell 

(B. Braun, Aesculap, Tuttlingen) ein Schnitt von der linken Axilla bis zum Proc. Xiphoideus 

durchgeführt, die Mm. pectoralis major und minor von den jeweiligen Faszien gelöst und 

in die Axillatasche gesteckt. Sie dienten im weiteren Verlauf des Protokolls als Schutz vor 

Austrocknung. Die Muskeln des vierten linken Interkostalraumes und die Pleura parietalis 

wurden mit einer Pinzette eröffnet und die Öffnung wurde in Richtung Sternum vergrößert. 

Es konnte so die dritte Rippe vom Sternum gelöst werden und ein Rippenspreizer einge-

setzt werden, um den Interkostalraum aufzudehnen. So war schließlich das komplette 

Herz einzusehen, das Perikard konnte eröffnet werden und die linke Koronararterie auf-

gesucht werden. Um den absteigenden Ast der linken Koronararterie (left anterior 

descending coronary artery „LAD“) wurde ein Prolene-Faden (Ethicon, Somerville, USA) 

gelegt, um die spätere Koronararterienokklusion durchzuführen. 

4.1.5 Koronararterienokklusion 

Das System für die Koronararterienokklusion (CAO) besteht aus einer in der Höhe ver-

stellbaren Halterung an die zwei kleinen Gewichte (jeweils 1,5 Gramm) gehängt werden. 

Die Gewichte werden an die Ligatur der CAO gehängt, die nochmal mit Plastikröhrchen 

verstärkt werden. Sobald die Gewichte hochgezogen werden, zieht sich der Knoten der 

Ligatur weiter zu und löst so die Myokardischämie aus. Die Farbänderung des Myokards 

von rot zu weiß kann als Erfolgskontrolle gesehen werden. Des Weiteren verfärbt sich 

der LAD infolge der Ischämie zu violett und im EKG zeigen sich ST-Streckenhebungen. 
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Bei der Reperfusion wird durch das Absenken der Halterung und damit der nachlassen-

den Wirkung der Gewichte die Okklusion aufgelöst, das EKG normalisiert sich und das 

Myokard wird wieder rötlich durchblutet. 

4.1.6 Experimentelles Protokoll 

Die Tiere wurden den Gruppen randomisiert zugeteilt und die Gruppengröße variierte 

zwischen n=7 und n=8.  

Nach der chirurgischen Intervention und Präparation, die in der Baselinephase (BASE) 

wurde den Tieren eine 30 –minütige Äquilibrierungsphase (ÄQUI) gewährt. Nach dieser 

Phase wurde die CAO durchgeführt, die 45 Minuten lang belassen wurde. Die Reperfu-

sionsphase dauerte 180 Minuten.  Die Tiere der Kontrollgruppe erhielten keine weitere 

Behandlung, die anderen Versuchstiere wurden entsprechend der Gruppenzuteilung be-

handelt (siehe Abbildung). 

Die zweite Versuchsgruppe erhielt 10 min. vor Ende der CAO Dimethylsulfoxid (10 μl/g 

KG) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Die Anästhetika-induzierte Postkonditionierung er-

folgte mit dem volatilen Anästhetikum Sevofluran (Sevorane ®, Abbott GmbH & Co. KG, 

Wiesbaden) bei einer minimalen alveolären Konzentration (MAC) von 1,0 (entsprechend 

3,4 Vol. % 2) für 15 Minuten unmittelbar nach der CAO.  Weiteren Versuchsgruppen 

wurde jeweils der GRK2- Inhibitor βARK1 (0,2 μg/g KG gelöst in 0,9 %iger Kochsalzlö-

sung) (Merck Millipore, Billerica, USA) und der selektive Proteinkinase - A - Inhibitor H-

89 (10 μg/g KG, gelöst in 10% DMSO) (Merck Millipore, Billerica, USA ) verabreicht. 

Somit ergaben sich fünf Versuchsgruppen. 
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Abb. 11:  Experimentelles Protokoll 

Für die tierexperimentellen Versuche wurden Mäuse in die in der Abbildung darge-

stellten 5 Gruppen randomisiert. Die APost mit Sevofluran hat sich für 15 Minuten 

nach der CAO-Phase angeschlossen. Die Applikationen des GRK2-Inhibitors sowie 

des PKA-Inhibitors H-89 und DMSO erfolgten kurz vor Ende der CAO-Phase.  

CON=Kontrollgruppe; BASE=Baseline; ÄQUI=Äquilibirierungsphase; CAO= Koronar-

arterienokklusion; APost=Anästhetika induzierte Postkonditionierung mit Sevofluran 

(1,0 MAC); GRK2-I= GRK2-Inhibitor βARK; DMSO=Dimethylsulfoxid. 

4.1.7 Bestimmung der Herzinfarktgrößen und der „Area at Risk“ (AAR) 

Nach 180 Minuten Reperfusionsphase wurde der LAD erneut okkludiert und über die A. 

carotis communis der Farbstoff „Evans Blue“ (5 %) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) verab-

reicht. Somit färbte sich das perfundiere Gewebe bläulich unter Aussparung des ischämi-

schen Areals. Nach einer letalen i.p. Injektion Pentobarbital wurde das Herz entnommen 

und der linke Ventrikel herauspräpariert und in einem Behälter mit flüssigem Stickstoff bei 

-20°C für 30 Minuten tiefgefroren. Die rechten Ventrikel wurden ebenfalls eingefroren, um 

für spätere Versuche eventuell wiederverwendet zu werden. Die LV wurden mit Hilfe einer 

Acrylherzmatrix in 7-8 Transversalschnitte von je circa 1 mm Dicke unterteilt.  

Diese Schnitte wurden für 30 Minuten in Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) (Sigma-Ald-

rich, St. Louis, USA) inkubiert, sodass sich ischämisches Gewebe rot und die infarzierten 

Areale weiß färbten. Nach der Inkubation wurde jeder Schnitt einzeln für 24 h in Formal-

dehyd (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) eingelegt, bevor er am nächsten Tag 

für die planimetrische Auswertung gewogen und fotografiert wurde. Mit dem Programm 
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„Adobe Photoshop“ wurden diese Aufnahmen anschließend dokumentiert, ausgewertet 

und photometrisch gemessen. Je nach Farben wurden die verschiedenen Areale einer 

Gruppe zugeteilt. So zeigte blaues Areal intaktes, vitales Myokard an, die rote Farbe mar-

kierte die AAR und weißes Myokard war demnach nekrotisches, infarziertes Gewebe. 

4.1.8 Gewebeentnahmen 

Für die molekularbiologischen Gruppen wurden tierexperimentelle Untersuchungen nach 

ähnlichem Protokoll durchgeführt, um die verschiedenen Quantitäten bestimmter Prote-

ine in einem solchen Ischämie/Reperfusionsmodell nachzuvollziehen. Hierbei variierte 

die Versuchsgruppengröße zwischen n=5 und n=7. Die Tiere wurden abermals randomi-

siert vier verschiedenen Gruppen zugeteilt, während die Kontrollgruppen nur eine CAO 

erhielten. Abgesehen von der Reperfusionsphase, die bei dieser Versuchsreihe nur 15 

Minuten dauerte, wurde das oben beschriebene Versuchsprotokoll nicht verändert. Die 

Herzen wurden nach deren Entnahmen direkt in einem -80°C Kühlschrank (Thermo Fis-

her Scientific, Waltham, USA) gelagert, nicht gefärbt oder geschnitten. 

 

Abb. 12:  Protokoll der Organentnahmen  

Für die molekularbiologischen Versuche wurde Myokard den Mäusen entnommen. 

Dies erfolgte im Gegesatz zu den tierexperimentellen Versuchen nach einer kürzeren 

Reperfusionszeit (15 Minuten). Zudem erfolgte die Gabe von APost und dem GRK2-

Inhibitor in einer Gruppe.  

CON=Kontrollgruppe; BASE=Baseline; ÄQUI=Äquilibirierungsphase; CAO= Koronar-

arterienokklusion; APost=Anästhetika induzierte Postkonditionierung mit Sevofluran 

(1,0 MAC); GRK2-I= GRK2-Inhibitor βARK; DMSO=Dimethylsulfoxid. 
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4.2 Molekularbiologische Experimente 

Die Planung und Durchführung der molekularbiologischen Experimente erfolgte eigen-

ständig durch die Promovendin.  

4.2.1 Lysate 

Nach Entnahme der Herzen wurden die Herzen mit einem Einmalskalpell (B. Braun, 

Aesculap, Tuttlingen) in einen linken und einen rechten Ventrikel unterteilt. Beide Ventri-

kel wurden jeweils in einem Mikroreaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg) gelagert, mit 

den entsprechenden Abkürzungen LV und RV, dem Datum der Organentnahme, der 

entsprechenden Versuchsnummer gekennzeichnet und in einem -80°C Kühlschrank ge-

lagert. Für die Lysate wurden die bei -80°C gelagerten LV aus dem Kühlschrank geholt 

und mit einer Pinzette in einen Glaskolben (B. Braun, Melsungen) transportiert. Dem 

RIPA-Puffer wird pro 10 ml 1 Tablette des Protesaseinhibitors (cOmplete ULTRA Tab-

lets, Mini, Easypack, Roche, Mannheim) beigefügt. Dem LV wurden anschließend 750 

μl RIPA-Puffer hinzugefügt und der Inhalt wurde mit einem Homogenisator (IKA, Stau-

fen) auf Eis bei 800 rpm für zirka 1-2 Minuten mithilfe eines Homogenisatorzylinders (B. 

Braun, Melsungen) lysiert. Anschließend wurden die Homogenisate bei 4°C bei 11600 

rpm für 5 Minuten zentrifugiert (Eppendorf, Hamburg). Nachdem die Lysate zentrifugiert 

wurden, wurde der Überstand mit einer großen (1000 μl) Pipette (Eppendorf, Hamburg) 

abgenommen und in beschriftete Mikroreaktionsgefäße pipettiert. Nur die flüssige Phase 

wurde weiterverwendet, das feste Pellet wurde verworfen. Von diesem Überstand wurde 

nochmals 300 μl abpipettiert und es wurden jeweils zu jedem Lysat 100 μl 4x-Lämmli 

Puffer und 6 μl β-Mercaptoethanol () hinzugefügt. Das β-Mercaptoethanol wurde auf-

grund seiner toxischen und reizenden Eigenschaften unter dem Abzug hinzugefügt 

Der RIPA-Puffer setzt sich wie folgt zusammen: 

◼ 5ml 1,0M Tris (pH7,4) (Roth, Karlsruhe)    

◼ 3ml 5,0M NaCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

◼ 200μl  0,5M EDTA (pH 7,4)  (SERVA, Heidelberg) 

◼ 1g  Na-deoxycholate (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) 

◼ 1ml 10% SDS (AppliChem, Darmstadt) 

◼ 10ml 10% NP-40 (AppliChem, Darmstadt) 

◼ auf pH 7,4 titrieren (WTW, Weilh eim) 

◼ auf 70ml mit distilliertem H2O auffüllen  
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Der 4x Lämmli Puffer setzt sich wie folgt zusammen (20ml): 

◼ 5ml 0,5M Tris-HCl (pH 6,8) 

◼ 4ml Glycerol  (Invitrogen, Carlsbad, USA) 

◼ 8ml 10% SDS 

◼ 2ml 0,1% Bromphenolblaulösung (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

◼ 1ml β-Mercaptoethanol 

◼ auf 20ml mit distilliertem H20 auffüllen 

4.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach BCA (Pierce) 

Für die Proteinbestimmungen der Lysate nach der BCA-Methode wird zunächst eine 

Verdünnungsreihe hergestellt, die mehrmals benutzt werden kann. Der RIPA-Puffer wird 

hierbei ohne Zugabe des Proteaseinhibitors verwendet. Das BSA ist von der Firma Ther-

moScientific (Waltham, USA): 

Die Verdünnungsreihe wird wie folgt in Mikroreaktionsgefäße pipettiert: 

Tab. 1: Darstellung der Verdünnungsreihe  

Beschriftung 

„Eppi“ 

Verdünnungslösung 

RIPA-Puffer 

BSA BSA End- 

konzentration 

A 0 200µl Stocklösung 2000µg/ml 

B 125μl 375 µl Stocklösung 1500µg/ml 

C 325μl 325µl Stocklösung 1000µg/ml 

D 175μl 175µl aus Lösung B 750µg/ml 

E 325μl 325µl aus Lösung C 500µg/ml 

F 325μl 325µl aus Lösung E 250µg/ml 

G 325μl 325µl aus Lösung F 125µg/ml 

H 400μl 100µl aus Lösung g 25µg/ml 

I 400μl 0 0 

 

In eine 96-Well Mikrotiterplatte (ThermoScientific life Technologies, Waltham, USA) 

wurde die Verdünnungsreihe jeweils zwei Mal à 25 μl nebeneinander in die Spalten A-H 

aufgetragen, die restlichen Näpfchen konnten für die eigentlichen Proteinbestimmungen 

genutzt werden. In jedes dieser Näpfchen wurde anschließend 22,5 μl RIPA-Puffer und 
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2,5 μl der zu analysierenden Probe pipettiert, sodass eine Verdünnung der Probe von 

1:10 zustande kam. Es wurden immer drei Proben nebeneinander aufgetragen. Danach 

erfolgte die Zugabe des BCA-Reagenz (ThermoScientific life Technologies, Waltham, 

USA) in alle Näpfchen. Für Reagenz A wurden 0,2 ml zur Reagenz B mit 0,004 ml (zu-

sammen 0,204 BCA Working Reagenz) pro Näpfchen aufgetragen. Anschließend wurde 

die Mikrotiterplatte bei 37°C für 30 Minuten inkubiert. Sowohl das BSA aus der Verdün-

nungsreihe, als auch die Reagenzien wurden dem „PierceTM  BCAProtein Assay Kit“ der 

Firma ThermoScientific (Waltham, USA) entnommen. 

Tab. 2: Probenauftragung für die Proteinbestimmung 

A A Probe  Probe  Probe         

B B Probe Probe Probe usw.       

C C           

D D           

E E           

F F           

G G           

H H         I I 

 

Die Auswertung erfolgte nach erfolgreicher Inkubation (Farbwechsel zu lila) am PC mit 

dem Programm „MagellanTM 5“ (Tecan, Wiesbaden). Anhand der „single concentration“- 

Funktion in diesem Programm wurde der jeweilige Proteingehalt der Proben gemessen 

und diese Werte wurden in einer Excel Tabelle mit einer Standardabweichung verrech-

net. Die Standardkurve und der daraus abgeleitete y-Wert (Standardabweichung) er-

rechnete sich aus den Werten der Verdünnungsreihe A-I. 
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Abb. 13:  Standardkurve der BSA-Proteinbestimmung 

 

Für die späteren Western Blots ergab sich ein „Loading“ von 40 μg pro Lane.  Außerdem 

wurde ein Lämmli-Faktor von 1,33 in die Loading-Tabelle miteinbezogen, da die Proben, 

die für die Western Blots benutzt wurden, stets zu einem Drittel der Probe mit 4x-Lämmli 

Puffer und β-Mercaptoethanol versetzt wurden. 

Um die Proben für einen Western Blot vorzubereiten, wurden die mit Lämmli versetzten 

Proben aufgetaut, entsprechende Aliquots der Proben pipettiert und diese wurden an-

schließend für 3 Minuten bei Raumtemperatur und 10.000 rpm zentrifugiert. 

4.2.3 Auftrennung der Proteine 

Um die Proteine nach ihrer Molekülgröße (kiloDalton) aufzutrennen, wurde das „Mini-

PROTEAN® 3“ (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) Komplettsystem als Gelektropho-

rese-Kammer (SDS-PAGE) verwendet. 

Zunächst wurde ein 10% -iges Trenngel hergestellt. Dieses wurde zwischen eine 1,5 

mm großen Spacer Platte und eine kleine Glasplatte (beide Bio-Rad Laboratories, Her-

cules, USA) gegossen. Um eine Austrocknung während der Polymerisation des Trenn-

gels zu verhindern, wurde das Gel mit einer zirka 1 mm breiten H20 (destilliert)- Schicht 

benetzt. 

Nach erfolgreicher Aushärtung des Trenngels wurde das H20 vollständig mittels Papier-

streifen entfernt und das Sammelgel wurde vorbereitet. Dieses wurde auf das Trenngel 

gegossen und direkt im Anschluss wurden 1,5 mm breite Kämme mit 15 Wells (Bio-Rad 
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Laboratories, Hercules, USA) in das Sammelgel gedrückt. Es wurde insbesondere darauf 

geachtet, die Kämme möglichst luftblasenfrei einzusetzen, sodass später die Proteine 

einwandfrei aufgetragen werden konnten. Nach dem Aushärten des Sammelgels wurden 

die Platten mit den Gelen in den entsprechenden Halterungen des „Mini-PROTEAN Kom-

plettsystems“ befestigt und anschließend in die Kammern gesetzt. Die Kammer wurde im 

Innenraum mit neuem und außen mit bereits gebrauchtem Elektrophoresepuffer gefüllt. 

Die Kämme wurde anschließend entfernt und die dadurch entstandenen Lanes mit Elekt-

rophoresepuffer und einer großen 1000 μl Pipette gründlich durchgespült, um eventuelle 

Gel-Rückstände aufzusaugen und zu entfernen. Anschließend wurden die Proben mit 

den entsprechenden Ladungen aufgetragen. An den äußeren Lanes wurde jeweils 2,5 μl 

des Proteinmarkers V (Peqlab, Erlangen) aufgetragen, um später die Zielproteine anhand 

der Molekülgrößen auffinden zu können.  Daraufhin wurde der jeweilige Deckel des Kom-

plementsystems aufgesetzt, wobei hierbei insbesondere auf die Polung geachtet wurde. 

Die Gelelektrophorese wurde 20 Minuten lang bei 60 Volt, danach weitere 2 Stunden bei 

90 Volt an die Netzteile (Peqlab, Erlangen) angeschlossen. Sobald sich der Proteinmar-

ker und die Proteine entsprechend aufgetrennt hatten, wurde die Kammer von der Strom-

quelle entfernt und der Elektrophoresepuffer verworfen. 

Das Trenngel setzt sich wie folgt zusammen (für 4 Gele): 

◼ 16,0 ml H2O 

◼ 13,6 ml Acrylamid/Bis 30:2 (Rotiphorese ®, Carl Roth, Karlsruhe) 

◼ 10,0 ml 3M Tris pH 8,8 

◼ 0,40 ml 10% SDS 

◼ 0,40 ml 10% APS 

◼ 24μl  TEMED  

Das Sammelgel setzt sich wie folgt zusammen: 

◼ 13,4ml H2O 

◼ 3,4 ml  Acrylamid/Bis 30:2 (Rotiphorese®, Carl Roth, Karlsruhe) 

◼ 2,5 ml 3M Tris pH 6,8 

◼ 0,20ml 10% SDS  (AppliChem, Darmstadt) 

◼ 0,20ml 10% APS 

◼ 20μl TEMED 
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Der Elektrophoresepuffer (10x) setzt sich wie folgt zusammen: 

◼ 60,4g Tris 

◼ 288g Glycine 

◼ 20g SDS 

◼ 2l H2O 

4.2.4 Western-Blot 

Für das Immuno-Blotting wurde ein Tankblot-Verfahren verwendet. Zur Vorbereitung 

musste der Towbin-Puffer hergestellt werden Außerdem mussten die PVDF-Membranen 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA) für eine Minute in Methanol aktiviert werden. Die 

Membranen wurden außerdem noch beschriftet mit Datum, Versuchsnummern und je-

weiligen Antikörpern, die später dazu gegeben werden.  

Der Tankblot wurde in dieser Reihenfolge zusammengesetzt: 

◼ rote Seite der Halterung 

◼ Schaumstoff 

◼ Blotting Papier 

◼ aktivierte PVDF-Membran 

◼ Gel mit den aufgetrennten Proteinen 

◼ Blotting Papier 

◼ Schaumstoff 

◼ schwarze Seite der Halterung 

Beim Zusammensetzen der jeweiligen Halterungen wurde insbesondere darauf geach-

tet, keine Luftblasen zwischen den Gelen und den Membranen einzuschließen, da diese 

ein späteres Auswerten verhindert hätten. Die Halterungen wurden entsprechend der 

Farbe und Polung in den Tankblot eingesetzt. 

Der Tankblot wurde in der Kühlkammer bei 4°C an ein Netzteil mit 160 mA (40mA pro 

Membran) und durchschnittlich 50 V angeschlossen.  Ein Rührfisch in dem System und 

eine Magnetplatte (Labinco, Breda, Niederlande) sorgten dafür, dass der Puffer nicht 

erhitzt wurde. Nach einer Laufzeit von 8-10 Stunden wurde der Tankblot-Behälter von 

der Stromquelle getrennt und die Membranen mit 5% igem Milchpulver (AppliChem, 

Darmstadt) in TBS-Tween für eine Stunde geblockt. 
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Der Towbin Puffer setzt sich wie folgt zusammen (2l): 

◼ 160ml Transferpuffer 

◼ 400ml Methanol 

◼ 7,5 ml 10% SDS 

Der Transferpuffer setzt sich wie folgt zusammen (4l): 

◼ 117g Glycine 

◼ 211g Tris 

◼ 4l H2O 

Der TBS-Tween -20 (10x) setzt sich wie folgt zusammen (7l): 

◼ 84,8g Tris 

◼ 613,6g NaCl 

◼ auf 3-4 Liter mit H2O auffüllen 

◼ mit HCl (32%) auf pH 7,6 titrieren 

◼ auf 7l mit H2O auffüllen 

◼ auf Raumtemperatur abkühlen lassen 

◼ ggf. den pH-Wert kontrollieren und eventuell erneuert titrieren 

◼ 35ml Tween 20  (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) 

4.2.5 Primärantikörper- Inkubation 

Die Primärantikörper wurden jeweils in 3% igem BSA (Carl Roth, Karlsruhe) in TBS-

Tween gelöst. Pro Membran wurden 2 μl aufgetragen. Die Spezies der verwendeten 

Antikörper war Kaninchen.  

Die Primärantikörper wurden in folgenden Konzentrationen inkubiert: 

◼ Anti-GRK2   (sc-562, Santa Cruz Biotechnology, USA) 1:250 

◼ Anti-β-Arrestin  (sc-28869, Santa Cruz Biotechnology, USA) 1:250 

◼ Anti-β1-Adrenorezeptor (sc-568, Santa Cruz Biotechnology, USA) 1:100 

◼ Anti-β2-Adrenorezeptor  (sc-569, Santa Cruz Biotechnology, USA) 1:250 

Die PVDF-Membranen wurden separat in Klarsichtfolien (Carl Roth, Karlsruhe) ver-

schweißt und die jeweiligen Primärantikörper wurden in oben genannten Konzentrationen 

in die Folien pipettiert. Anschließend wurden diese luftdicht mit einem Folienschweißgerät 
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(Severin, Sundern) verschlossen. Die inkubierten Membranen wurden über Nacht in der 

4°C Kühlkammer auf einem Schüttler gelagert. Am nächsten Morgen wurden die Tütchen 

geöffnet und die Membranen jeweils drei Mal für acht Minuten in TBS-Tween gewaschen. 

Die Sekundärantikörper (goat anti-rabbit IgG: sc-2004, Santa Cruz Biotechnology, USA) 

wurden in 2,5% Milchpulver und 2,5% BSA in TBS-Tween gelöst und für eine Stunde auf 

die Membranen gegeben. Nach der Inkubation wurden die Membranen ein weiteres Mal 

mit TBS-Tween gewaschen. 

4.2.6 Entwicklung 

Nach dem Waschen wurde die Entwicklerlösung (Lösung Nr. 5 und 6 aus dem ROCHE 

WesternBlot Kit) 1:1 auf die Membranen gegeben und nach zirka zwei Minuten mit dem 

Imager (Protein Simple, San Jose, USA) belichtet und aufgenommen. Über das Pro-

gramm „FluorChem“ konnten die fotografierten Blots bearbeitet, ausgewertet und be-

schriftet werde.  

Die Blots wurden je einmal mit der Funktion „autoexpose“ abgelichtet und darauffolgend 

stets mit 15, 30, 45, 60 und 90 Sekunden.  

4.2.7 Ladekontrolle 

Nach der Belichtung der Banden wurden die Membranen abermals mit TBS-Tween ge-

waschen und anschließend gestrippt.  

Die Zusammensetzung des Stripping Puffers (500 ml) lautet: 

◼ 31,25ml Tris-Lösung pH6,8 

◼ 10g  SDS 

◼ auf 500ml  mit destilliertem H20 auffüllen 

◼ frisch dazu:  215μl β-Mercaptoethanol auf 30ml Puffer 

Die Blots wurden in einem verschließbaren Gefäß für 25 Minuten in einem 56°C warmen 

Wasserbad mit dem Stripping Puffer gewaschen. Anschließend wurden die Membranen 

für 1 Stunde mit 5% -iger Milch in TBS-Tween geblockt und anschließend in Folien ver-

schweißt. Die Ladekontrolle GAPDH (#MAB374, clone6C5, Millipore, Temecula, USA) 

wurde in der Konzentration 1:2000 in die Folien appliziert. Die Membranen wurden ins-

gesamt für 2 Stunden mit der internen Ladekontrolle inkubiert und anschließend nach 

dem oben beschriebenen Vorgang gewaschen, mit Sekundärantikörpern (goat anti-
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mouse IgG: Lumi-LightPLUS Western Blotting Kit, Roche, Mannheim) inkubiert und 

schlussendlich entwickelt. 

4.2.8 Auswertung 

Die Aufnahmen wurden mit dem Programm „ImageJ“ ausgewertet. Zunächst wurde die 

GAPDH-Bande der Kontrollen ausgemessen und kalibriert, wobei die Kontrollen auf „1“ 

und der Weißabgleich als „0“ gewertet wurden.  In Hinblick auf diese Berechnungen 

wurden die Bereiche der GAPDH der jeweiligen Tiergruppen ausgemessen und in eine 

Excel-Schablone eingetragen.  

Nach dem gleichen Verfahren wurden zunächst die Antikörper-spezifischen Banden der 

Kontrollen ausgemessen, diese jedoch auf den Wert „100“ kalibriert und ein weiterer 

Weißabgleich als „0“ gewertet. Wieder wurden die Antikörper-Banden ausgemessen und 

in der oben genannten Schablone mit den zugehörigen GAPDH Banden verglichen und 

so die jeweilige Molekülmenge in den einzelnen Proben bestimmt. 

4.2.9 Statistische Analyse 

Alle hämodynamischen Parameter, das EKG und die Körpertemperatur wurden kontinu-

ierlich aufgezeichnet. Diese Werte, die Körpergewichte der Mäuse, die Gewichte der LV, 

die mit „ImageJ“ ausgewerteten Daten der Western-Blots und die berechneten Flächen 

der AAR und der IS wurden im Programm „SPSS“ berechnet. Mithilfe des ANOVA-Tests 

wurden die Gruppen unter- und miteinander verglichen. Anschließend wurde der Post-

Hoc Duncan-Test angewandt, wobei das Signifikanzniveau mit 5 % (p < 0,05) vorgege-

ben wurde. 
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5 Ergebnisse 

Für die Auswertung der Herzinfarktgrößen wurden 39 Tiere in die Endauswertung inklu-

diert. Für die Ergebnisse der Western Blot Analysen wurden insgesamt 20 Tiere in die 

statistische Analyse eingeschlossen. Bei Auftreten von Kammerflimmern und/oder Herz-

versagen während der jeweiligen Operation wurden die Tiere der Statistik exkludiert und 

nicht in die Wertung miteinbezogen. 

5.1 Ergebnisse  

5.1.1 Hämodynamik 

Die Messungen der Hämodynamik zeigten keine Schwankungen zwischen den jeweili-

gen Versuchsgruppen in den verschiedenen Phasen des Protokolls.  

5.1.2 Körpergewicht und Planimetrie 

Bei den Messungen des Körpergewichts, des LV-Gewichts und der AAR in den unter-

schiedlichen Versuchsgruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.  
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Abb. 14:  Größe der AAR in % des LV 

Die Größe des AAR als Prozentwert bezogen auf das LV- Gewicht. In dem Diagramm 

sind die Mittelwerte und der jeweilige Standardfehler angegeben.  

CON=Kontrollgruppe; APost=Anästhetika induzierte Postkonditionierung mit Sevoflu-

ran (1,0 MAC), GRK2-I=GRK2-Inhibitor βARK1, H-89=PKA-Inhibitor; DMSO=Dime-

thylsulfoxid, AAR=Area at Risk, LV=Linker Ventrikel. 

Die Messungen der AAR und der IS dienten der prozentualen Bestimmung der Herzin-

farktgröße und diese lag in der Kontrollgruppe im Mittel bei 41,53% ±SD. 

Der mittlere Wert der Herzinfarktgröße der APost Gruppe reduzierte sich signifikant zu 

CON um 26,99% ±SD. Die DMSO Gruppe zeigte annähernd ähnliche Werte zu der CON 

Versuchsgruppe. Die Tiere, die zuvor den GRK2 Inhibitor βARK1 erhielten, hatten eben-

falls ein signifikant verkleinertes Infarktareal gegenüber den Kontrollen. Die Applikation 

des PKA-Inhibitors H-89 resultierte, gemessen an den Kontrolltieren, in einer leicht er-

höhten, nicht signifikanten mittleren Herzinfarktgröße. 
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Abb. 15:  Größe des IS in % der AAR  

In dem Diagramm sind die Mittelwerte und der jeweilige Standardfehler angegeben. 

CON=Kontrollgruppe; APost=Anästhetika induzierte Postkonditionierung mit Sevoflu-

ran (1,0 MAC), GRK2-I= GRK2-Inhibitor βARK1, H-89= PKA-Inhibitor H-89, DMSO= 

Dimethylsulfoxid, IS=Infarct Size, AAR=Area at Risk, ∗ = Signifikant (p < 0,05) ver-

schieden von der Kontrollgruppe. 

5.2 Ergebnisse der Western-Immunoblots 

5.2.1 β1-adrenerger Rezeptor 

Die Western Blot Analyse des ADRB1 zeigte zwischen den unterschiedlichen Versuchs-

gruppen keine signifikanten Unterschiede, wobei eine erhöhte Expression des ADRB1 

in der GRK2-I+SEVO-Versuchsgruppe zu verzeichnen ist, die nicht signifikant ist. 
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Abb. 16:  Western Blot des β1-Rezeptors 

Deskriptive Darstellung der Western-Blot Analysen nach der Belichtung.  Die untere 

Proteinbande zeigt die Ladekontrolle, die mit GAPDH bestimmt wurden.  

GAPDH= Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, GRK2-I= GRK2-Inhibitor 

βARK1, APost=Anästhetika induzierte Postkonditionierung mit Sevofluran (1,0 MAC), 

CON= Kontrollgruppe. 

 

Abb. 17:  Statistische Auswertung der Western-Blot Analyse des ADRB1 

In dem Diagramm sind die Mittelwerte und der jeweilige Standardfehler angegeben. 

Die Gruppengröße betrug n=5.  Die densometrischen Auswertungen der Versuchs-

gruppe CON wurde als Referenzwert mit annähernd 100% angegeben (+/- SEM) und 

die übrigen Mittelwerte wurden anhand der CON-Gruppe verglichen. 

GRK2-I= GRK2-Inhibitor βARK1, APost=Anästhetika induzierte Postkonditionierung 

mit Sevofluran (1,0 MAC), CON=Kontrollgruppe, ADRB1=1-Adrenorezeptor. 



Ergebnisse der Western-Immunoblots  47 

 

5.2.2 β2-adrenerger Rezeptor 

Der ADRB2 wurde ähnlich des ADRB1 in der APost Gruppe nicht vermehrt nachgewie-

sen. Nach Gabe des GRK2-Inhibitors wurde eine deutlich verminderte Quantität des Re-

zeptors nachgewiesen, bei zusätzlicher Gabe von Sevofluran stieg die Expression je-

doch signifikant an. 

 

Abb. 18:  Western-Blot des β2-Rezeptors 

Deskriptive Darstellung der Western-Blot Analysen nach der Belichtung.  Die untere 

Proteinbande zeigt die Ladekontrolle, die mit GAPDH bestimmt wurden.  

GRK2-I= GRK2-Inhibitor βARK1, APost=Anästhetika induzierte Postkonditionierung 

mit Sevofluran (1,0 MAC), CON=Kontrollgruppe. 
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Abb. 19:  Statistische Auswertung der Western-Blot Analyse des ADRB2 

In dem Diagramm sind die Mittelwerte und der jeweilige Standardfehler angegeben 

Die Gruppengröße betrug n=5.  Die densometrischen Auswertungen der Versuchs-

gruppe CON wurde als Referenzwert mit annähernd 100% angegeben (+/- SEM) und 

die übrigen Mittelwerte wurden anhand der CON-Gruppe verglichen. ∗ = Signifikant (p 

< 0,05) verschieden von der Kontrollgruppe. 

GRK2-I= GRK2-Inhibitor βARK1, APost=Anästhetika induzierte Postkonditionierung 

mit Sevofluran (1,0 MAC), CON=Kontrollgruppe, ADRB1=1-Adrenorezeptor. 

5.2.3 GRK2 

Die Western Blot Analyse des GRK2 Proteins zeigte zwischen den verschiedenen Ver-

suchsgruppen keine signifikanten Unterschiede.  
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Abb. 20:  Western-Blot der GRK2 

Deskriptive Darstellung der Western-Blot Analysen nach der Belichtung.  Die untere 

Proteinbande zeigt die Ladekontrolle, die mit GAPDH bestimmt wurden.  

GRK2-I= GRK2-Inhibitor βARK1, APost=Anästhetika induzierte Postkonditionierung 

mit Sevofluran (1,0 MAC), CON=Kontrollgruppe, GRK2=G-Protein-Rezeptorkinase-2. 

 

Abb. 21:  Statistische Auswertung der Western-Blot Analyse des GRK2 

In dem Diagramm sind die Mittelwerte und der jeweilige Standardfehler angegeben 

Die Gruppengröße betrug n=5.  Die densometrischen Auswertungen der Versuchs-

gruppe CON wurde als Referenzwert mit annähernd 100% angegeben (+/-  SEM) und 

die übrigen Mittelwerte wurden anhand der CON-Gruppe verglichen.  

GRK2-I= GRK2-Inhibitor βARK1, APost=Anästhetika induzierte Postkonditionierung 

mit Sevofluran (1,0 MAC), CON=Kontrollgruppe, GRK2=G-Protein-Rezeptorkinase-2. 

5.2.4 β-Arrestin  

Die β-Arrestin Quantität war in den Gruppen mit Sevofluran- und GRK2-Inhibitor-Appli-

kation annähernd gleichbleibend, gemessen an der Kontrollgruppe. Ein signifikanter Un-

terschied wurde lediglich in der Versuchsgruppe der APost+GRK2-I. beobachtet.  
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Abb. 22:  Western-Blot β-Arrestin 

Deskriptive Darstellung der Western-Blot Analysen nach der Belichtung.  Die untere 

Proteinbande zeigt die Ladekontrolle, die mit GAPDH bestimmt wurden.  

GRK2-I= GRK2-Inhibitor βARK1, APost=Anästhetika induzierte Postkonditionierung 

mit Sevofluran (1,0 MAC), CON=Kontrollgruppe, GRK2=G-Protein-Rezeptorkinase-2. 

 

Abb. 23:  Statistische Auswertung der Western-Blot Analyse des β-Arrestins 

In dem Diagramm sind die Mittelwerte und der jeweilige Standardfehler angegeben. 

Die Gruppengröße betrug n=5.  Die densometrischen Auswertungen der Versuchs-

gruppe CON wurde als Referenzwert mit annähernd 100% angegeben (+/- SEM) und 

die übrigen Mittelwerte wurden anhand der CON-Gruppe verglichen. ∗ = Signifikant (p 

< 0,05) verschieden von der Kontrollgruppe. 

GRK2-I= GRK2-Inhibitor βARK1, APost=Anästhetika induzierte Postkonditionierung 

mit Sevofluran (1,0 MAC), CON=Kontrollgruppe, GRK2=G-Protein-Rezeptorkinase-2. 
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6 Diskussion 

Die führenden Todesursachen in Deutschland sind kardiale Ischämien, dazugehören die 

KHK (8,2% der männlichen und 8,3% der weiblichen Bevölkerung) und der akute Myo-

kardinfarkt (7,0% der männlichen und 5,3% der weiblichen Bevölkerung) 7. In den letzten 

Jahren konnten bereits Fortschritte in der Therapie der ischämischen Herzerkrankung 

verzeichnet werden. Der demographische Wandel, die Zunahme kardiovaskulärer Risi-

kofaktoren in der Bevölkerung, wie das metabolische Syndrom und der arteriellen Hy-

pertonie, stellen jedoch weiterhin große Herausforderung an die Forschung 202. Mecha-

nismen, die kardioprotektive Strategien induzieren (wie z.B. IPC, APC, IPost, APost) und 

mögliche therapeutische Ansätze bieten, sind aktuell Gegenstand der Forschung. Diese 

Arbeit bezieht sich auf die Kardioprotektion durch APost, ein Ansatz der sich in vielen 

experimentellen Studien bereits als wirkungsvoller Mechanismus der Kardioprotektion 

bewiesen hat 94,136.  

Durch die sichere und einfache Anwendbarkeit ist die Integration der APost in den klini-

schen Alltag in der perioperativen Versorgung nach kardialen Ereignissen denkbar. Bei 

Betrachtung sämtlicher Formen der Präkonditionierung lässt sich ein ein deutlicher Vor-

teil der APost aufzeigen: Der zeitliche Aspekt der APost und die gute Steuerbarkeit der 

volatilen Anästhetika erlaubt den behandelnden Anästhesisten zügig auf ischämische 

Ereignisse am Myokard während chirurgischer Eingriffe zu reagieren. So erfordert die 

IPost einen vorher definierten Zeitraum, eine entsprechende Umgebung und eine Ope-

rationsindikation (z.B. ACVB) für eine sichere protektive Wirkung. Die IPost lässt sich 

aufgrund der invasiven Handhabung schlechter und wesentlich unpräziser in den Klinik-

alltag integrieren 34.  

Die effektivste interventionelle Therapie einer Myokardischämie ist zur Zeit die leitlinien-

gerechte Revaskularisation im Rahmen einer Koronarangiographie durch Stents oder 

Ballondilatationen 203. Dabei wird das ischämische Areal reperfundiert, um die patholo-

gischen Konsequenzen zu limitieren. Dieser Prozess induziert allerdings einen zusätzli-

chen myokardialen Schaden, sodass es im Verlauf zu Arrythmien, linksventrikulärer Dys-

funktion und weiteren Nekrosen als dessen Folge kommen kann 74. Ein besseres Ver-

ständnis der grundlegenden molekularen Mechanismen der APost ist somit im Hinblick 

auf den Reperfusionsschaden von besonderer Bedeutung, da neben der frühen inter-

ventionellen Revaskularisation weitere Methoden zur Reduzierung der Folgen eines 
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ischämischen myokardialen Ereignisses etabliert werden sollten 74. Hierbei lässt sich die 

Relevanz der Forschung zu dem Thema „APost“ ableiten und unterstreicht die Bedeu-

tung dieser Arbeit und der weiteren experimentellen und klinischen Entwicklung. 

Die Rolle der APost wurde bisher in-vitro in unterschiedlichen Modellen und Geweben 

untersucht. So konnten bereits Effekte in isolierten humanen Kardiomyozyten und zellu-

lären Organellen 204 205 nachgewiesen werden. Die Ergebnisse in den klinischen Studien 

konnten diese Ergebnisse bisher nicht reproduzieren. Mögliche Erklärungen hierfür wur-

den bisher von verschiedenen Arbeitsgruppen postuliert: 

Im klinischen Alltag, insbesondere bei kardiochirurgischen Eingriffen, ist die Applikation 

von Sevofluran oder Desfluran meist erste Wahl und beide Anästhetika werden über den 

gesamten perioperativen Zeitraum gegeben. Ein postkonditionierender Effekt lässt sich 

hierbei erschwert nachweisen, ein Verzicht der volatilen Anästhetika bei ebendiesen Ri-

sikopatienten ist jedoch aufgrund der oben genannten Eigenschaften selten. Soro et al. 

haben in ihrer 2012 publizierten Studie versucht, diesen Umstand zu umgehen und 

Sevofluran als Hypnotikum während der postoperativen Phase auf der Intensivstation 

bei Patienten nach kardiochirurgischen Eingriffen angewandt. Hierbei ließ sich kein ver-

besserter Outcome gegenüber der Kontrollgruppe feststellen 206.  

Landoni et al. konnten erstmals in ihrer 2007 publizierten Metaanalyse aufweisen, dass 

eine Allgemeinanästhesie bei kardiochirurgischen Operationen mit Desfluran oder 

Sevofluran einen kardioprotektiven Effekt hinsichtlich der Morbidität und Mortalität ge-

genüber TIVA’s erzielt 207, sodass sich die Frage nach den Gründen der uneinheitlichen 

Studienage und den Hindernissen der Reproduzierbarkeit der Daten stellt. 

Bolli et al. beschäftigen sich 2004 in ihrem Review mit ebendieser Problematik. So pos-

tulieren die Autoren, dass die bisher angewandte Methodik und folgende Aspekte ursäch-

lich für den Umstand sind: a) das Fehlen standardisierter tierexperimenteller Ver-

suchsprotokolle, b) uneinheitliche statistische Methoden der unterschiedlichen Arbeits-

gruppen, c) das Fehlen von Randomisation und Verblindung in den Untersuchungen, d) 

Fehlen von Mortalitätsvergleichen zwischen den Versuchsgruppen, e) fehlende Miteinbe-

ziehung der kollateralen Koronarversorgung insbesondere bei tierexperimentellen in-vivo 

Modellen in die Ergebnisse und eine f) nicht ausreichende Reperfusions- und Überle-

benszeit der Versuchstiere um die Endpunkte präzise und vergleichbar zu bestimmen34. 

Kikuchi et al. halten in ihrem 2015 publizierten Review ebenfalls diverse Gründe für die 

schlechte Reproduzierbarkeit für möglich. So lassen sich im Gegensatz zu klinischen 
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Studiensettings Begleitumstände wie Vorerkrankungen, variable Operationsumstände 

und zeitliche Abfolgen bei experimentellen Versuchen limitieren und standardisieren 208.  

Canfield et al. konnten an Stammzellen hyperglykämischer Patienten die Effekte der 

APC untersuchen und im experimentellen Umfeld den Umstand einer Begleiterkrankung 

miteinbeziehen. Ein solches Vorgehen ist ebenfalls zur weiteren Betrachtung der APost 

denkbar 209. Ein genaues Verständnis der molekularen Abläufe im Rahmen der APost 

und deren Beeinflussung durch Mediatoren, wie Pharmakologika und Komorbiditäten 

könnte die klinischen Studien im Hinblick auf Ein- und Ausschlusskriterien, Studiengröße 

und die Etablierung fester Modelle konkretisieren und verbessern. Für die IPost hinge-

gen konnten Staat et al. 2005 zeigen, dass die bisherigen Ergebnisse aus tierexperimen-

tellen IPost Versuchen im klinischen Setting an Menschen reproduzierbar sind 91.    

Die genaue Kenntnis der molekularen Mechanismen der APost sind somit von  Bedeu-

tung, um Patienten, die kardial vorerkrankt sind, gezielt versorgen und diese präventiv 

behandeln zu können und insbesondere postischämisch das Outcome hinsichtlich der 

kardialen Funktion zu verbessern. Ohne ein sicheres Verständnis der molekularen Sig-

nalwege, die ursächlich für die Kardioprotektion ist, lässt sich eine translationale Integra-

tion der experimentellen Modelle in den klinischen Alltag nur bedingt durchführen. 

In-Vivo Modelle im Rahmen tierexperimenteller Untersuchungen zeigten eine kardiopro-

tektive Wirkung der APost bei Mäusen 210, Kaninchen 96, Hunden 211 und Schweinen 212. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden durch Untersuchungen im Rahmen eines etablier-

ten Ischämie/Reperfusionsmodell gewonnen. Die Protokolle sind nicht nur international 

weit verbreitet, sondern werden auch seit vielen Jahren in der anästhesiologischen 

Grundlagenforschung eingesetzt 82. In dieser Arbeit wurden die Versuche an Mäusen 

durchgeführt, die Protokolle sind ebenso für Kaninchen 213 und Ratte 99 etabliert.  

Zur Stabilisierung der Körperkerntemperatur auf 37,0°C wurden die Versuchstiere auf 

einer Heizplatte operiert. Zudem wurde durch rasches Präparieren und stetes Zudecken 

der Operationsfelder während der einzelnen Schritte ein thermischer Wärmeverlust 

möglichst geringgehalten. Diese Maßnahmen wurden zur Reduzierung des hypothermi-

schen Einflusses auf das Myokard durchgeführt. Ein weiterer Faktor, der die Resultate 

beeinflussen könnte, sind die verwendeten Pharmaka, die zu hämodynamischen Neben-

effekten führen können.  

Die Blockade der GRK2 erfolgte durch βARK1. Die GRK2 ist bei Aktivierung durch eine 

Zunahme der Inotropie, Dromotropie, Chronotropie und Bathmotropie charakterisiert. 
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Eine Inhibition dieser Effekte kann somit hämodynamische Effekte nach sich ziehen. Ein 

Vergleich der hämodynamischen Daten zeigte keine Unterschiede zwischen unsereren 

Versuchsgruppen. So ist anzunehmen, dass die Resultate der Infarktgrößen und Protein-

mengen auf die GRK2-Blockade und nicht auf die Hämodynamik zurückzuführen sind. 

In einer Versuchsgruppe wurde H-89 verwendet, ein selektiver PKA-Inhibitor. Eine hete-

rologe Desensibilisierung der GPCR ist so nur noch bedingt möglich und lässt anneh-

men, dass die fehlende Desensibilisierung der GRK2 ebenfalls eine Einflussgröße der 

Hämodynamik sein könnte. Da es, wie bereits beschrieben, keinen signifikanten Unter-

schied zwischen den hämodynamischen Auswertungen in unseren Versuchen gab, lässt 

sich ein beeinflussender Effekt von H-89 nicht nachweisen. Zudem ist die heterologe 

Desensibilisierung ein Prozess, der Stunden bis Tage dauert, sodass die Blockade auf-

grund der Versuchsdauer keinen Einfluss auf die Hämodynamik nehmen konnte 150,168. 

Eine Infarktgrößenreduktion durch Sevofluran wurde bereits in vorangegangenen Studien 

publiziert 214.  In tierexperimentellen Versuchen ist diese Aussage oft und sicher belegt 

worden, allerdings fehlen bislang Studien in humanem Gewebe. Die in dieser Studie sig-

nifikante Reduktion der Herzinfarktgröße nach Sevofluranapplikation bestätigt vorange-

gangene Ergebnisse in der Maus 46, im Kaninchen 50 und in der Ratte 215 zu der APost. 

Die 15-minütige Gabe von Sevofluran im direkten Anschluss an die Koronarokklusion 

verringert das Ausmaß des nekrotischen Areals und ist demnach auch bei Risikopatien-

ten während Operationsereignissen denkbar, bedarf jedoch weiterer Studien, die einen 

klinischen Nutzen belegen. Unsere Arbeitsgruppe konnte in einer früheren Studie ähnli-

che Resultate mit Desfluran erzielen, der einzige Unterschied war das verwendete volatile 

Anästhetikum 126. Da Piriou et al. jedoch zeigen konnten, dass Sevofluran, Isofluran, Des-

fluran und Halothan ähnliche konditionierende Eigenschaften haben, sind die Ergebnisse 

der früheren Studie zu dieser Arbeit vergleichbar 45.  Während im Rahmen der Präkondi-

tionierung die Wahl des volatilen Anästhetikums eine Rolle hinischtlich der Reduktion der 

Herzinfarktgröße spielt, sind die Effekte bei der Postkonditionierung vergleichbar. Dies 

konnte 2009 in einer Studie von Redel et al. im Mausmodell gezeigt werden 46. 

Die intraperitoneale Gabe des GRK2- Inhibitors βARK1ct während der CAO resultiert 

ebenfalls in einer Reduzierung der Infarktgröße. Somit bestätigt sich die vorangegan-

gene Hypothese, dass die GRK2-Inhibition vergleichbare Effekte zu der APost erzielt. 

Ähnliche Studien gibt es aktuell nicht, allerdings ist die GRK2 Blockade in Bezug auf 

Herzinsuffizienz gründlicher untersucht worden. Bereits 1995 zeigten Koch et al., dass 

transgene Mäuse mit einer βARK1-Überexpression eine verbesserte myokardiale 
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Kontraktilität nach Isoproterenol-induzierter Herzinsuffizienz zeigten 216. Ähnliche Ergeb-

nisse publizierten 2002 Raake et al.: GRK2 ablatierte Mäuse zeigten nach Herzinfarkt 

ein erhöhtes Gesamtüberleben, eine verbesserte kardiale Pumpfunktion und ein redu-

ziertes ventrikuläres Remodeling 195. Harding et al. beziehen zudem den Umstand der 

leitliniengerechten β-Blocker-Theraphie bei herzinsuffizienten Patienten in deren Versu-

che mit ein und können 2001 zeigen, dass eine βARK1 –Überexpression und eine zeit-

gleiche β-Blocker-Therapie sogar synergistische Effekte zeigt 198. Diese Studien belegen 

das Potential der kardioprotektiven Effekte der GRK2-Inhibition. Mit unseren Resultaten 

konnten wir zeigen, dass es zu vergleichbaren Ergebnissen in Ischämie/Reperfusions-

modellen kommt, sodass eine weitere Betrachtung hinsichtlich Komedikationen und sy-

nergistischer Effekte herangezogen werden sollte. Ein möglicher additiver Effekt der 

GRK-2 Blockade und APost in Bezug auf die IS-Reduktion wurde in dieser Arbeit nicht 

untersucht. Um ein besseres Verständnis der genauen Regulierung der GRK2 im Hin-

blick auf die homologe Desensibilisierung und die indirekte Hemmung zu erlangen, ist 

eine konsekutive oder gleichzeitige Gabe von βARK1 und Sevofluran somit für Folgestu-

dien denkbar. 

Die Annahme, dass eine Blockierung der PKA durch die intraperitoneale Gabe von H-89 

zum Ende der CAO einen Einfluss auf die Herzinfarktgröße hat, konnte nicht belegt wer-

den. Die endgültige Herzinfarktgröße wurde hierdurch nicht signifikant verändert. Die 

durchschnittlichen Größen stiegen im Vergleich zu den übrigen Versuchsgruppen ge-

ringfügig an. 

Die heterologe Desensibilisierung durch die PKA wird calciumabhängig über cAMP und 

die PKC stimuliert und ist anders als die homologe Desensibilisierung nicht von einer 

hohen Agonistenbindung abhängig 156, sondern unter anderem von der intrazellulären 

Akkumulation von cAMP. Die Myokardischämie ist assoziiert mit einer erhöhten cAMP-

Produktion und einer konsekutiven PKA-Aktivierung 217. Phosphoryliert die PKA mito-

chondriale KCa2+-Kanäle, kommt es hierbei zu einer Aktivierung 218. Eine Annahme ist, 

dass die Blockade der PKA durch die Gabe von H-89 kurz nach der Ischämie die IS 

reduziert, da es zu einer Phosphorylierung und damit heterologen Desensibiliserung der 

Gs kommt. Dies konnte in dieser Arbeit jedoch nicht gezeigt werden. Andere Daten aus 

unserer Arbeitsgruppe, die im Rahmen der APost erhoben wurden zeigten eine signifi-

kante Reduktion der IS nach der Gabe von H-89 50. Diese Diskrepanz bedarf weiterer 

Studien, da weitere Daten hinsichtlich der PKA-Blockade im APost-Modell fehlen. An-

dere Ergebnisse hinsichtlich der PKA-Blockade konnte unsere Arbeitsgruppe bereits in 
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einer vorherigen Arbeit im Rahmen der APC zeigen. Hierbei kam es zu keiner signifikan-

ten Veränderung der IS 71.   

Makaula et al. haben ebenfalls in einem Ischämie/Reperfusionsmodell in isolierten Myo-

kardzellen der Ratte den Einfluss des PKA-vermittelten Signaltransduktionsweges unter-

sucht. Hierbei wurde H-89 im Rahmen einer IPC appliziert und eine Reduktion der IS 

konnte beobachtet werden 219. Unsere Ergebnisse stehen hierzu im Widerspruch: In der 

Arbeit von Makaula et al. kam es einerseits nach alleiniger H-89 Gabe zu einer signifikan-

ten IS-Reduktion, jedoch auch nach Forskolingabe. Forskolin ist ein Aktivator der Ade-

nylylcyclase. Diese Aktivierung führt zu einer Erhöhung von cAMP und der PKA.  Dass 

die Herzinfarktgröße sowohl bei erhöhter und erniedrigter PKA-Aktivität reduziert wird, 

spricht für einen paradoxen Einfluss der PKA auf die Reduktion der IS. Zudem besteht 

die Annahme, dass die kardioprotektiven Effekte nicht allein auf die PKA zurückzuführen 

sind. In der 2005 publizierten Arbeit diskutieren die Autoren daher eine mögliche Beteili-

gung eines Signalwegs, der cAMP-vermittelt über das Rezeptorprotein Epac abläuft 220. 

Eine weitere Arbeit, die einen Einfluss der PKA im Rahmen der Präkonditionierung unter-

sucht hat, bezieht sich auf die Morphin-induzierte Präkonditionierung im Ischämie/Reper-

fusionsmodell der Ratte. Eine signifikante Reduktion der IS nach H-89 Applikation konnte 

nicht erreicht werden, es zeigte sich die Aufhebung des kardioprotektiven Effektes im 

Zusammenhang einer Morphin-induzierten Präkonditionierung 221. In dieser Arbeit konnte 

lediglich ein teilweiser Einfluss der PKA auf die konditionierenden Effekte gezeigt werden. 

Im Unterschied zu unserem APost-Modell haben die genannten Arbeiten jeweils den Ein-

fluss von H-89 in einem Präkonditionierungsmodell untersucht. Für ein genaueres Ver-

ständnis unserer Daten bedarf es weiterer Untersuchungen. Möglich wäre die Messung 

der Enzymaktivität der PKA nach H-89-Applikation um die Infarktgrößen auch in Hinblick 

auf die jeweilige Änderung der Enzymkonzentration zu beurteilen. Um ein besseres Ver-

ständnis hinsichtlich der molekularen Abläufe der heterologen Desensibilisierung der 

PKA nach APost zu erlangen, ergab sich im Rahmen dieser Arbeit die Möglichkeit einer 

weiteren molekularbiologischen Aufarbeitung des Myokards. Antikörper für eine Western-

Blot-Analyse der PKA-Phosphorylierungsstelle Ser256 wurden uns aus den USA in un-

terschiedlichen Konzentrationen bereitgestellt. Trotz intensiver schrittweiser Modifizie-

rung des Western-Blot-Protokolls und Ausschluss methodischer Fehler gelang es uns 

nicht, die Phosphorylierungsstellen semiquantitativ zu erfassen. Ein Ansatzpunkt für Fol-

gestudien wäre die Detektion und Messung von Phospholamban anstelle von Ser256.  

Bereits 1994 konnte gezeigt werden, dass die cAMP-vermittelte Phosphorylierung der 

PKA  über die Detektion von Phospholamban abgebildet werden kann 222.  
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Eine weitere mögliche Limitation der Betrachtung der IS-Größen nach H-89-Gabe ist die 

Reperfusionszeit in dem hiesigen Protokoll von 180 Minuten. Um eine vollständige he-

terologe Desensibilisierung und eine darauffolgende signifikante Verkleinerung des Nek-

roseareals messen zu können, wäre eine deutlich längere Reperfusionszeit im Mausmo-

dell in Folgestudien unabdingbar.  

Die makroskopischen Untersuchungen bestätigten die vorher angenommene Hypo-

these, dass die GRK2 vergleichbare Effekte zu der APost aufweist. Die molekularen 

Veränderungen wurden hierbei mit einem Western-Immunoblotverfahren untersucht und 

die zu betrachtenden Proteine semiquantitativ gemessen.  

Der ADRB1 ist aus der Familie der β-adrenergen Rezeptoren der  myokardial funktionell 

Bedeutsamste, da dieser eine Steigerung der Inotropie, der Chronotropie, der Dromo-

tropie, der Bathmotropie und der Apoptose vermittelt 223. Der Proteingehalt des ADRB1 

wurde in den jeweiligen Versuchsgruppen verglichen, die Unterschiede waren hierbei 

nicht signifikant. Annähernd gleiche Auswertungen fanden sich zwischen der Kontroll- 

und der APost-Gruppe. In den anderen Gruppen steigt der ADRB1-Gehalt an, ist aller-

dings nicht signifikant erhöht. Die ausbleibende Wirkung der APost und βARK1 auf die 

Quantität des ADRB1 spricht für eine isolierte Desensibilisierung der GPCR, die unab-

hängig der Agonistenbindungsstellen verlaufen. Da die IS bei Sevoflurangabe, aber 

auch bei GRK2-Inhibitor Gabe signifikant reduziert werden konnte, der ADRB1 im Wes-

tern-Blot Verfahren jedoch keine Veränderung hinsichtlich der Proteinmenge zeigt, 

scheint die GRK2-vermittelte Kardioprotektion die Expression des ADRB1 nicht zu ver-

mindern. Diese Erkenntnis können vorangegangene Studien nicht bestätigen: Ein Herz-

infarkt, wie in der CON-Gruppe induziert, führt zu einer erhöhten Konzentration an Kate-

cholaminen an den Bindungsstellen der β-AR 224.  Eine mögliche Limitation der Aussa-

gekraft dieser Western-Blot Ergebnisse könnte das Fehlen einer Gruppe ohne Interven-

tion sein, da die Blockade der jeweiligen Proteine in unseren Versuchen im zeitlichen 

Ablauf der Signalkaskade nach Agonisten-Rezeptorbindung stattgefunden hat. Eine wei-

tere Möglichkeit für die fehlenden Schwankungen der ADRB1-Quantitäten zwischen den 

Versuchsgruppen kann das Vorliegen des Sphingosine-1-Phosphatrezeptors (S1PR1) 

sein: Cannavo et al. zeigten 2013, dass ein Fehlen einer ADRB1-Expression durch den 

S1PR1 kompensiert werden kann:  Humane embryonale Nierenzellen zeigten sowohl 

eine Überexpression von ADRB1 und S1PR1. Daraufhin wurde eine Herunterregulie-

rung von ADRB1 gemessen, allerdings keine Veränderung der Zellenfunktion. Diese 

Studie sollte kritisch im Kontext zu unseren Versuchen hinsichtlich Spezies und Modell 
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gesehen werden, zeigt aber, dass eine weitere Erklärung unserer molekularbiologischen 

Resultate in Betracht gezogen werden sollte, insbesondere bei der Betrachtung einer 

gemeinsamen Schnittstelle: die Regulierung beider Rezeptoren durch die GRK2 225.   

Andere Studien haben jedoch bisher gezeigt, dass die ADRB1-Expression eine Rolle in 

der funktionellen kardialen Rehabilitation spielt. Allerdings bleibt anzumerken, dass hier-

bei vorrangig genetische ADRB1-Polymorphismen untersucht wurden 226 227. 

Die Proteinmenge des ADRB2 ist in der APost und der GRK2-Inhibitor-Versuchsgruppe 

nicht signifikant verändert. Das Ergebnis in der APost+GRK2-I.-Gruppe ist signifikant 

erhöht. Der additive Effekt der beiden kardioprotektiven Substanzen könnte eine mögli-

che Erklärung für diese Veränderung sein, da die Menge an freien Agonistenbindungs-

stellen akkumuliert und nicht von der Desensibilisierung betroffen ist.  

Vergleichbare Studien oder Resultate sind aktuell nicht publiziert, allerdings zeigen 

transgene Mäuse mit einer β2-AR Überexpression ein verbessertes kardiales Outcome 

nach einem Herzinfarkt gegenüber den Wildtyp- Mäusen, bezugnehmend auf die links-

ventrikuläre Pumpfunktion 228.   

Salazar et al. zeigten eine Regulation durch alleinige GRK2-Inhibition auf den anti-

apoptotischen und prokontraktilen ADRB2, allerdings in einem anderen Versuchssetting, 

zwar ebenfalls in Mäusen, allerdings durch ein Knockout-Modell. Die ADRB2 war in 

Folge der alleinigen GRK2 Inhibition erhöht, in unseren Versuchen jedoch nur in Addition 

mit der APost 229. Diese Studie bestätigt vorangegangene Ergebnisse einer Arbeit von 

Brinks et al. 193. 

Unsere Arbeitsgruppe konnte in einer vorangegangenen Publikation die Beeinflussung 

der APost auf die ADRB zeigen, da eine Esmolol Gabe nicht zu einer IS-Reduzierung 

führte. Dieser Aspekt ist insbesondere bei Patienten mit dauerhaften β-Blocker-Thera-

pien zu beachten 50. 

Zwischen den Messungen der Quantitäten hinsichtlich der GRK2-Expression waren 

keine signifikanten Unterschiede sichtbar. Auch nach Gabe des GRK2-Inhibitors liessen 

sich keine relevanten Unterschiede im Gegensatz zur Kontrollgruppe feststellen. 

Die Protokolle der Western-Blots sahen alle eine Reperfusionszeit von 15 Minuten vor. 

Die fehlende Veränderung und Reduktion der Proteinmengen insbesondere der ADRB’s 

und der GRK2 nach βARK1-Applikation scheinen im Vorgang der homologen Desensi-

bilisierung der GPCR’s erst später betroffen zu sein. Eine vergleichbare Studie mit einer 
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Organentnahme nach 180 Minuten und Messung der Proteine könnte die Frage beant-

worten, ob die β-adrenergen Rezeptoren tatsächlich nicht von der homologen Desensi-

bilisierung betroffen sind oder ob die Proteinmenge sich erst zu einem späteren Zeit-

punkt anpasst.  

Die signifikante Erhöhung des β-Arrestins in der APost+GRK2-Inhibitor-Versuchsgruppe 

verdeutlicht die Rolle des β-Arrestins in der Desensibilisierung der GPCR’s. Bei einzel-

nen Gaben des volatilen Anästhetikums oder des GRK2-Inhibitors lassen sich noch 

keine quantitativen Veränderungen bestimmen. Da β-Arrestin eine herausragende Rolle 

in der homologen Desensibilisierung spielt und intrazellulär die Interaktion zwischen 

GRK und G-Protein verhindert, kann der β-Arrestin-Anstieg als früher Indikator der 

GRK2-Inhibition betrachtet werden.  

Um die genau Rolle der GRK2 in der APost darzustellen, bedarf es weiterer Studien 

hinsichtlich der Enzymaktivität zu verschieden Zeitpunkten der Reperfusion und weiterer 

Western-Immunoblots zu den jeweiligen Phosphorylierungsstellen der GRK2 und der 

ADRB1/2. Im Rahmen dieser Studie wurden bereits versucht Phosphorylierungsstellen 

der GRK2 und der ADRB’s quantitativ zu erfassen, jedoch konnte trotz intensiver Bemü-

hungen und variierender Antikörper kein adäquates Ergebnis erzielt werden. Dies be-

ruhte vermutlich auf technischen Gründen. So konnten der adäquate Transport und eine 

fachgerechte Lagerung der Antikörper nicht sichergestellt werden, da logistische Prob-

leme seitens des Zolls eine genaue Kontrolle darüber verhinderten. Ein weiterer metho-

discher Aspekt ist sicherlich die unzureichende Kenntnis der benötigten Antikörperkon-

zentrationen, die bisher nicht beschrieben wurden und in repetetiven Versuchsreihen 

nicht etabliert werden konnten. 

Mit dem Western-Blot lassen sich semiquantitative Proteinmengen bestimmen, die Akti-

vität der Rezeptoren und dessen Phosphorylierungsstellen lassen sich somit mit einem 

Enzymaktivitätsassay präziser bestimmen. Eine Hinzuziehung dieser Methode wäre für 

eine weiterführende Betrachtung der Frage inweiweit die GRK2 durch die APost beein-

flusst wird, denkbar. 

Eine weitere Möglichkeit der molekularbiologischen Untersuchung der GRK-Desensibi-

lisierung stellt die PKA- und Phospholamban-Proteinmenge und deren Phosphorylie-

rungsstellen dar. Eine Stimulierung der myokardialen ADRB resultiert in einer PKA-ver-

mittelten Phosphorylierung Phospholambans über Gs-Proteine, die Hemmung des Cal-

cium Einstroms wird verhindert und die Herzmuskelzelle relaxiert entsprechend 
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schneller. Da die PKA auch eine Rolle in der heterologen Desensitisierung der GRK 

spielt, ist eine weitere molekularbiologische Betrachtung im Rahmen der APost-Organ-

entnahmeprotokolle angezeigt.  

Die signifikante IS-Reduktion der GRK2-Inhibitor-Versuchsgruppe in den makroskopi-

schen Untersuchungen konnte sich in den Western Blot Experimenten nicht als vermin-

derte GRK2-Proteinmenge beschreiben lassen. Die kurze Reperfusionszeit von 15 Mi-

nuten scheint zu kurz, um die IS-Ergebnisse bestätigen zu können. Obwohl die homo-

loge Desensibilisierung innerhalb von Sekunden abläuft, scheinen die Auswirkungen auf 

das Proteingehalt mit den transkriptionellen Veränderungen einherzugehen, die mehrere 

Stunden andauern können 150 230.  

Neben der hier untersuchten GRK2 wurde bereits eine Beteiligung der Isoformen GRK3 

und 5 im ischämie-adaptierten Myokard beschrieben. Die Densibilisierung der GRK5 hat 

ähnliche Effekte auf die ADRB1/2 wie die GRK2, allerdings unterscheidet sich die jewei-

lige Dauer erheblich.  Die GRK2 reguliert sich innerhalb von Sekunden und spricht un-

mittelbar auf akute Rezeptorstimulation an und deutliche Veränderungen in der Expres-

sion lassen sich bereits 30 Minuten postischämisch nachweisen. Die GRK5 wird hinge-

gen nur sehr langsam reguliert und die einmal erhöhte Proteinexpression nach Ischämie 

unterliegt geringeren Veränderungen 231,232 199. 

Woodall et al. konnten zeigen, dass auch eine Inhibierung der GRK2 in kardialen Fib-

roblasten zu einer reduzierten IS und einer verbesserten EF in einem Ischämie-Reper-

fusionsmodell führt 196. Ferner publizierten Powell et al., dass sich sowohl die myokardi-

ale Kontraktilität, die EF als auch die linksventrikuläre Funktion nach Paroxetingabe sig-

nifikant in insuffizienten Mäuseherzen verbesserte. Paroxetin, ein selektiver Serotonin-

Wiederaufnahmehemmer fungiert dabei als direkter GRK2-Inhibitor. So wäre eine klini-

sche Studie mit Patienten unter Paroxetin-Dauertherapie hinsichtlich ihrer kardiologi-

schen Morbidität denkbar 233. 

GRK2 wird folglich durch APost modifiziert und gehemmt, eine genauere Betrachtung 

wird allerdings erst durch weitere Studien mit längeren Reperfusionszeiten möglich sein.  

Die Resultate dieser Arbeit müssen unter Berücksichtigung limitierender Faktoren be-

trachtet werden. Den volatilen Anästhetika wird sowohl ein reduzierender Effekt des 

Herzzeitvolumens als auch eine verringernde Wirkung auf den koronaren Gefäßwider-

stand zugeschrieben. Da eine direkte Messung des myokardialen Sauerstoffverbrauchs 

in dem o.g. Protokoll nicht vorgesehen ist, ist die verbesserte O2-Bilanz ebenfalls durch 
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die pharmakologische Eigenschaft des Sevoflurans möglich. Verglichen mit anderen 

volatilen Anästhetika sind jene Effekte bei Sevofluran gering ausgeprägt. Zudem zeigten 

die hämodynamischen Parameter in den APost-Gruppen gegenüber der Kontrollgruppe 

keine signifikanten Veränderungen.  

Zudem muss die Infarktgröße in Relation der AAR betrachtet werden, da diese laut Y-

trehus et al. von der Größe des ischämischen Areals (AAR) abhängt 234. Da in dieser 

Studie kein signifikater Unterschied zwischen den Größen der AAR in den jeweiligen 

Versuchsgruppen beobachtet wurde, ist eine Beeinflussung der AAR auf die zu verglei-

chenden IS-Areale unwahrscheinlich.  

Ein weiterer Faktor, der die Resultate beeinflussen kann, ist der bereits oben genannte 

koronare Kollateralblutfluss 34. Eine Messung dieser Einflussgröße wurde in unseren 

Versuchen nicht direkt gemessen. Eine Arbeit von Maxwell et al. zeigte allerdings, dass 

kleine Nagetiere nur über einen minimalen kollateralen koronaren Blutfluss verfügen. 

Somit ist diese Einflussgröße in Bezug auf die Herzinfarktgröße in unseren Versuchen 

vernachlässigbar 235.  

Die weiterführende Beobachtung der Rolle der GRK2 hinsichtlich der Kardioprotektion 

ist demnach bedeutsam. Wie bereits beschrieben konnte in früheren Studien die Rele-

vanz der GRK2 bei Herzinsuffizienz belegt werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen 

lediglich die Schlussfolgerung zu, dass der GRK2 auch eine Bedeutung in der kardialen 

Forschung bezüglich Infarktereignissen zugesprochen werden sollte.   

  





  63 

 

7  Zusammenfassung 

Kardiale Ischämien sind die häufigste Todesursache in Deutschland. Aufgrund bisheri-

ger Fortschritte in der Therapie und Entwicklung neuer präventiver Prozesse, gewinnen 

die Erkenntnisse kardioprotektiver Strategien zunehmend an Bedeutung und gelangen 

in den Mittelpunkt gegenwärtiger Forschung. Der Ablauf molekularer Vorgänge und die 

subzellulären Veränderungen im Rahmen der APost könnten zu einem möglichen Erklä-

rungsansatz beitragen. Die APost wurde im Tiermodell bisher in diversen Spezies ge-

zeigt und konnte experimentell etabliert werden. Diese Arbeit beschäftigt sich mit der 

Frage, ob die Veränderungen der GRK2 auf molekularer Ebene einer der Gründe für 

den kardioprotektiven Mechanismus der APost sein könnte. Die GRK2 ist eine myokar-

dspezfische Kinase, die bereits im Rahmen von Herzinsuffizenzmodellen mit kardiopro-

tektiven Eigenschaften in Zusammenhang gebracht worden ist. Ob die GRK2 ebenfalls 

im Ischämie/Reperfusionsmodell den letalen Reperfusionsschaden und die Infarktgöße 

beeinflusst, wird in dieser Arbeit in-vivo untersucht.  

Zusammenfassend lassen sich aus dieser Studie folgende Erkenntnisse gewinnen: 

◼ Die Infarktgröße lässt sich durch Applikation von Sevofluran signifikant senken. 

◼ Die medikamentöse GRK2-Inhibition resultiert in einer signifikant verkleinerten In-

farktgröße. 

◼ Der Proteingehalt von ADRB2 steigt signifikant an bei Applikation von Sevofluran 

zusammen mit dem GRK2-Inhibitor βARK1. 

◼ Der Proteingehalt von b-Arrestin steigt signifikant an bei Applikation von Sevofluran 

zusammen mit dem GRK2-Inhibitor βARK1. 

Diese Daten im Ischämie/Reperfusionsmodell zu reproduzieren und translational weiter-

zuentwickeln, sollte ein fokussiertes Ziel der Grundlagenforschung und Organprotektion 

werden, da unter Berücksichtigung des demographischen Wandels und der Lebenszeit-

prävalenzen zu KHK und Herzinfarkten ein gezieltes pharmakologisches Target im Fo-

kus stehen sollte. 
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AAR Area at Risk 

ANOVA Analysis of Variance 

APC Anästhetika-induzierte Präkonditionierung 

APost Anästhetika-induzierte Postkonditionierung 

ATP Adenosintriphosphat 

ATN Adenin Nukleotid Translokase 

BCA Bicinchoninsäure 

BSA Bovine Serum Albumine 

CaMKII Calcium/Calmodulin-abhängige Kinase II 

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat 

CK-MB Creatinkinase-MB 

COX-2 Cyclooxygenase-2 

CXCR4 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4 

Cyp D Cyclophilin D 

DMSO Dimethylsulfoxid 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EKG Elektrokardiogramm 

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase 

ERK Extracellular-signal Regulated Kinase 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GDP Guanosindiphosphat 

Gi inhibitorisches G-Protein 

GIRK G-Protein-inwärts-gerichtete-Rezeptorkinase 

GPCR G-Protein-gekoppelter-Rezeptor 

GRK G-Protein-Rezeptorkinase 

GSK3β Glykogensynthase-Kinase-3-beta 

GTP Guanosintriphosphat 

iNOS induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase 

i.p. intraperitoneal  



VIII  Appendix 

 

IPC Ischämische Präkonditionierung 

IPost Ischämische Postkonditionierung 

IS Infarct Size 

JAK1/2-STAT1/3 Januskinase1/2-Signal Transducer and Activator of Transcrip-

tion1/3 

K+
ATP-Kanal ATP-sensitiver Kaliumkanal 

KHK Koronare Herzkrankheit 

LAD Left Anterior Descending (artery) = absteigender Ast der linken 

Koronararterie 

LV Linker Ventrikel 

LVEF linksventrikuläre Ejektionsfraktion 

mK+
ATP-Kanal mitochondrialer ATP-sensibler Kaliumkanal  

Mm. Musculi 

mPTP mitochondriale Permeability Transition Pore 

NaCl Natrium Chlorid 

NO Stickstoffmonoxid 

NP Nonylphenolethoxylat 

p-AKT Phospho-Akt 

PCI perkutane Koronarintervention 

PEEP Positive EndExpiratory Pressure 

PH Pleckstrin Homology (Domäne) 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase 

PIA Präinfarkt Angina 

PIP3 Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate 

PKA Proteinkinase A 

PKB Proteinkinase B 

PKCε Proteinkinase C 

PKG Proteinkinase G 

Proc. Processus 

PVDF Polyvinylidenfluorid 

rho-GEF rho-Guanine Nucleotide Exchange Factor 

RIPA Radioimmunoprecipitation Assay 

RISK Reperfusion Injury Salvage Kinase 

ROS Reactive Oxygen Species 

RV Rechter Ventrikel 
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SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Ser Serin 

STEMI ST-Elevation Myocardial Infarction 

TBS Tris-Buffered Saline 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TIA Transitorische Ischämische Attacke 

TIVA Total Intravenöse Anästhesie 

TRIS Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan 

TTC Triphenytetrazoliumchlorid 

VDAC Voltage-dependent Anion Channel  

Z.n. Zustand nach 

βARK1 beta-Adrenergic-Rezeptorkinase 1 
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Einheit Einheitsbezeichnung Messgröße 

°C Grad Celsius Temperatur 

μl Mikroliter Volumen 
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kg Kilogramm Masse 
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rpm rounds per minute Drehzahl 

min Minute Zeit  
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V Volt Spannung 
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